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REF: Ex

de

S.

pediente No. 07 021258 solicitud de patente de invencion a favor
GENENTECH Titulo: ANTAGONISTAS ANTIBETA?

HUMNAIZADOS Y USOS PARA ESTOS

RE

SPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del

C.S.J., obrando como aL)oderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al

oficio numero 05971 n
notificado por fijacién en

Con el animo de subs

permito presentar un nu

elacionado con la patentabilidad de la presente invencién vy
lista el 18 de Abril de 2012.

anar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, me

evo pliego reivindicatorio de 1 — 35 reivindicaciones, en donde no

se amplia en ningun momento la materia inicialmente divulgada y encuentra entero

sustento en la descripcidn.

Consideramos que el
objeciones de claridad e

nuevo pliego reivindicatorio supera todas y cada una de las
mitidas por su despacho. Deseamos resaltar de igual manera que

las reivindicaciones 28-34 especifican método aplicados in vitro que no corresponden a

métodos para el tratam

ento de humanos o animales. En cuanto a la reivindicaciéon de

composicion, la misma establece que comprende el anticuerpo de las reivindicaciones 1 a

27 el cual se encuentra

examinador en cuanto a

restringiria exageradam

debidamente definido. No compartimos la sugerencia del sefior
indicar las proporciones de los elementos de la misma ya que

ente el alcance la invencidon. Para un persona versada en la

materia, la composicién reivindicada resulta absolutamente clara.
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En cuanto a la novedad del anticuerpo reivindicado, deseamos resaltar que las nuevas

reivindicaciones 1-8 estan dirigidas a anticuerpos anti-beta 7 que comprenden secuencias

HVR altamente especificas las cuales no se encuentran reveladas en ninguno de los

documentos D1 o D2.
HVR-L1 es una variar

Adicionalmente, la reivindicacion 9 establece que la secuencia
te de la secuencia SEQ ID NO:1 Asi, el anticuerpo reivindicado

debe incluir una valiante de la secuencia HVR-L1 de FIB504 y por lo tanto las

reivindicaciones 9,14

15 no abarcan dicho anticuerpo FIB504.

En conclusion, notamos que ninguno de los documentos D1 o D2 revela anticuerpos anti

beta 7 con las regiones variables especificas que incluyen mutaciones especificas tal

como ahora se reivindica.

Solicitud divisional

Por otra parte, nos permitimos presentar una solicitud divisional para estudio por parte de

su Despacho.

Del Serior Director

Atentamente,

T.P. No. 57.492 del C.S
C.C. 80.410.337 de Ust¢
Calle 70 A No. 4 - 41

LA

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

J.

quén
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Reivindicaicones

1. Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende

una secuencja HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada
una en orden comprende RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9), KYASQSIS (SEQ ID NO:2),

QQGNSLPNT (SEQ ID NO:3), GFFITNNYWG (SEQ ID NO:4), GYISYSGSTSYNPSLKS
(SEQ ID NO:5), y ARTGSSGYFDF (SEQ ID NO:64).

Un anticuerpg anti-beta 7 que comprende

una secuencil HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada
uno en orden comprende RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9), KYASQSIS (SEQ ID NO:2),

QQGNSLPNT|(SEQ ID NO:3), GFFITNNYWG (SEQ ID NO:4), GYISYSGSTSYNPSLKS
(SEQ ID NO:5), y MTGSSGYFDF (SEQ ID NO:6).

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende

una en orden comprende RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9), KYASQSIS (SEQ ID NO:2),

QQGNSLPNT (SEQ ID NO:3), GFFITNNYWG (SEQ ID NO:4), GYISYSGSTSYNPSLKS
(SEQ ID NO:5),)y AMTGSSGYFDF (SEQ ID NO:63).

una secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende:

Una secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada
una en orden col'nprende RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9), KYASQSIS (SEQ ID NO:2),

QQGNSLPNT (SEQ ID NO:3), GFFITNNYWG (SEQ ID NO:4), GYISYSGSTSYNPSLKS
(SEQ ID NO:5), J RTGSSGYFDF (SEQ ID NO:66).

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende

una secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, donde cada
una en orden comprende RASESVDSLLH (SEQ ID NO:7), (SEQ ID NO:2), (SEQ ID
NO:3), (SEQ ID NO:4), (SEQ ID NO:5), y (SEQ ID NO:64).

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende

una secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada
una en orden comprende RASESVDSLLH (SEQ ID NO:7), (SEQ ID NO:2), (SEQ ID
NO:3), (SEQ ID NO:4), (SEQ ID NO:5), y (SEQ ID NO:6).



10.

11.

12.

Un anticuerpg

anti-beta 7 que comprende

una secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 and HVR-H3, donde cada

una en orden
NO:3), (SEQ

Un anticuerpo

una secuencis

una en orden
NO:3), (SEQ

comprende RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), (SEQ ID NO:2), (SEQ ID
D NO:4), (SEQ ID NO:5), y (SEQ ID NO:64).

anti-beta 7 que comprende

2 HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 and HVR-H3, donde cada
comprende RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), (SEQ ID NO:2), (SEQ ID
D NO:4), (SEQ ID NO:5), y (SEQ ID NO:6).

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende la secuencia HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1,

HVR-H2 y HV

R-H3 de una anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones

1-8 y una variante HVR-L1 que es una variante de la secuencia A1 a A11, en donde A1-

A11 es RASE

SVDTYLH (SEQ ID NO:1), y comprende 1-10 (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 0 10)

sustituciones en cualquier combinacion de las siguientes posiciones: A2 (A, G, S, T, o

V), A3 (S, G, |

KNP, QR,0oT),A4(E,ADGHILKLN,QR,0V),A5(S, A, D,

GHILKNPRTV0Y),A8(AGI,KLMQOoR),A7(D,A E G H I KL,
N,P,S, T,o0V),AB(S,D,E,G, P, ToN),A9(L,Y,l,o0M), A10 (L, A, I, M, 0 V), y A11

(H,F,S,0Y).

Un anticuerpo

anti-beta 7 que comprende la secuencia HVR-L1, HVR-L3, HVR-H1,

HVR-H2 y HVR-H3 de un anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 1

a 8 y una variante HVR-L2 que es una variante de la secuencia B1-B8, en donde B1-B8
es KYASQSIS|(SEQ ID NO:2), y comprende 1-4 (1, 2, 3, o 4) sustituciones en cualquier
combinacioén de las siguientes posiciones: B1 (K, R, N, V,A,F, Q. H, P, I,LL Y, T, W, S,

E,.C,D,G o

Un anticuerpo
HVR-H2 y HVH
a 8 y una varia
es QQGNSLPI
C8W,Y,R,S

Un anticuerpo

), B5(Q08S),B6(S,RolL),yB7(l, T,E, K, 0V).

anti-beta 7 que comprende la secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-H1,

R-H3 de un anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 1
nte HVR-L3 que es una variante de la secuencia C1-C9, en donde C1-C9
NT (SEQ ID NO:3), y comprende al menos una sustituciéon en la posicion
CAF,H LLM N, T, orV).

anti-beta 7 que comprende la secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-

H1y HVR-H3 de un anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y

una HVR-H2 q

e es una variante de la secuencia E1-E17, en donde E1-E17 es

GYISYSGSTSYNPSLKS (SEQ ID NO:5), y comprende 1-7 (1,2, 3,4,5,6,07)

sustituciones e
E6 (S0 G), E1

n cualquier combinacion de las siguientes posiciones: E2 (Y, V, D, o F),
J(SoY),E12(N,A, D,oT),E13(P,D,A oH), E15(LoV),E17 (S0 G).




13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Un anticuerpo anti-beta 7 que comprende la secuencia HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-
H1y HVR-H2 de un anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y
una HVR:H3 que es una variante de la secuencia F2-F11, en donde F2-F11 es
MTGSSGYFDF (SEQ ID NO:6) o RTGSSGYFDF (SEQ ID NO:66), o de secuencia F1-
F11,en cﬁonde F1-F11 es AMTGSSGYFDF (SEQ ID NO:63) o ARTGSSGYFDF (SEQ
ID NO:64), y comprende 1 o 2 sustituciones en cualquier combinacion de las siguientes
posiciones: F2 (M, A,E, G, Q,R,0S8),yF11 (FoY).

El anticuerpo anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en donde el
anticuerpojanti-beta 7 es humanizado.

El anticuerpo anti-beta 7 de la reivindicacion 14 en donde el anticuerpo anti-beta 7
comprendeluna 0 mas secuencias de estructura de consenso humana y/o humana en su

dominio variable de cadena pesada y/o ligera.

El anticuerpo anti-beta 7 de la reivindicacion 15 en donde el anticuerpo anti-beta 7
comprende al menos una porcién o toda la secuencia de estructura de consenso
humana k Jel subgrupo I.

El anticuerpo anti-beta 7 de la reivindicacion 15 en donde el dominio variable de cadena

pesada del anticuerpo anti-beta 7 comprende una secuencia de estructura de consenso
humana subgrupo 1.

El anticuerpo|anti-beta 7 de cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 en donde el
aminoacido en la posicion 71 de la estructura de cadena pesada se selecciona del grupo
de R, A ¥y T, y/o el aminoacido en la posicién 73 de la estructura de cadena pesada se
selecciona d(j grupode Ny T, y/o el aminoacido en la posicion 78 de la estructura de
cadena pesada se selecciona del grupode F, A, y L.

El anticuerpo anti-beta 7 de la reivindicacion 15 en donde el anticuerpo anti-beta 7
comprende una variante de la secuencia de estructura de consenso humana subgrupo

Il que comprende una sustitucion en una o mas de las posiciones 71, 73, 78 y/o 94.

El anticuerpo anti-beta7 de la reivindicacién 19, en el que la sustitucién es R71A, N73T,
L78A y/o R94M.

Un anticuerpo anti-beta 7 humanizado, o un fragmento de unién beta 7 del mismo, de
acuerdo con cuglquiera de las reivindicaciones 1 a 20 en donde la afinidad monovalente
del anticuerpo o el fragmento de unidn a beta7 humano es sustancialmente igual que o
mayor que la afiLidad monovalente de un anticuerpo que comprende las secuencias
variables de cadena pesada y ligera como se representa en la figura. 1A (SEQ ID NO:
10) y /o la figura| 1B (SEQ ID NO: 11), o la figura. 9A (SEQ ID NO: 12) y / o la figura. 9B
(SEQ ID NO: 13)



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

El anticuerpo o fragmento de unién del mismo de la reivindicacion 21, en el que la

afinidad es po

r lo menos dos veces, por lo menos cinco veces, al menos 10 veces, por lo

menos 50 veces, por Io menos 100 veces, por lo menos 500 veces, por lo menos 1000

veces, por lo menos 5000 veces, o por lo menos 10.000 veces mayor que un anticuerpo

que comprende las secuencias de cadena ligera y cadena pesada representados en la
figura. 1A (SEQ ID NO: 10) y la fig. 1B (SEQ ID NO: 11), o la figura 9A (SEQ ID NO: 12)
y la fig. 9B (SEQ ID NO: 13).

El anticuerpo p fragmento de unién de la reivindicacion 22, en el que la afinidad

monovalente del anticuerpo a beta7 humano es por lo menos tres veces mayor que la

afinidad monovalente de un anticuerpo que comprende las secuencias de cadena ligera
y cadena pesada representadas en la figura. 1A (SEQ ID NO: 10) y la fig. 1B (SEQ ID

NO: 11), olafi

El anticuerpo

que comprend

gura. 9A (SEQ ID NO: 12) y la fig. 9B (SEQ ID NO: 13).

0 fragmento de unién de la reivindicacion 21 o 22 en el que el anticuerpo

e las secuencias de cadena ligera y cadena pesada representado en la

figura. 1A (SEQ ID NO: 10) y la fig. 1B (SEQ ID NO: 11), o la figura. 9A (SEQ ID NO: 12)
y la fig. 9B (SEQ ID NO: 13) es producido por la linea celular del hibridoma depositado

bajo ATCC ba

o la designacién HB-293.

El anticuerpo ¢ fragmento de unién de la reivindicacién 21, en el que la afinidad de unién

se expresa como un valor Kd.

El anticuerpo o fragmento de unién de la reivindicacion 21, en el que la afinidad de unién

se mide por Biacore ™ o radioinmunoensayo.

El anticuerpo 2

nti-beta7 de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20, en el que la

afinidad monovyalente del anticuerpo beta7 humano es sustancialmente igual a 0 mayor

que la afinidad
secuencias var
(SEQ ID NO: 1

monovalente a beta7 humano de un anticuerpo que comprende las
iables de cadena ligera y pesada como la representada en la figura. 1A
0) y /o la figura. 1B (SEQ ID NO: 11), o la figura. 9A (SEQ ID NO: 12) y /o

la figura. 9B (SEQ ID NO: 13).

Un método par,
segunda subun

de cualquiera ¢

@ inhibir la interaccion de una subunidad integrina beta 7 humano con una
idad integrina y /o un ligando in vitro, al contactar el anticuerpo anti-beta7
le las reivindicaciones 1 a 27 con la integrina beta?7.

El método de la reivindicacion 28, en el que la segunda subunidad integrina es la

subunidad integ

grina alfa4, y en donde el ligando es MAdCAM, VCAM o fibronectina.

El método de la reivindicacion 29, en donde la subunidad integrina alfa4 es de un

humano.




31.

32.

33.

34.

35.

El método de la reivindicacién 30 en donde el ligando es de un humano.

El método de la reivindicacion 31 en donde la segunda subunidad integrina es la
subunidad integrina alfaE y en donde el ligando es E-cadereina.

El método de la reivindicacion 32 en donde la subunidad integrina alfaE es de un
humano.

El método de|la reivindicacion 33 en donde el ligando es de un humano.

Una composicion que comprende un anticuerpo anti-beta7 de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 27 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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. Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones
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ara asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el nimero.de su radicacion o protocoalo de poder general




~ | DIVISION FUSION
| Expediente: 07 021.258 " [ Expediente:

il 5. Anexos

Comprobante de pago No. _12-71094, 12-71129 Fecha: 16.07.2012

‘ 6. Anexos

EI Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacion.
IX] Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion.

D Numero de documento que ordena la comisién o fusion o division.

@ Documento que contiene la conversién, division o fusion de la solicitud.

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
UPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0071094

Bogota D.C., Julio 12 de 2012 - 16:31:45

RECIBIDO DE : BRIGARD & CASTRO S.A.

NI 860.047.372

|
TIPQ PAGO

BANCL)

*

*** Soporte del Pago **

CUENTA No PAGQO FECHA PAGQ VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452410151 12/07/2012 9.820.000.00
4, *** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICQ CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
180005-01-01 SOLICITUDES 7 TRAMITES DE SOL. DE DISENOS INDUSTRIALES 590.000.00 590.000.00
$590 000.00

SON: ** IENTOS NOVENTA

Respongable:

MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo de

al Expedi

Web: www.sic.gov.co e

ente No.

SUPERINTE UST
RIAY

Fech a:

-07-16 16:48
i ATENT 25 Dep 2020 D
Act. 523 REgpUEL! ve: 373 o DIRNUEVASCR
o _ ESTA Folios: 225ASENACIONALI
Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
ai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: : 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-

o . RECIBO DE CAJA No. 12 - 0071129
Industria y Comercio
SLUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 12 de 2012 - 16:33:08
RECIBIDO DE : BRIGARD & CAS%TRO S.A. NI 860.047.372

“ l *** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANC( CUENTA No PAGQ FEGHA PAGO VR PAGO
CbNSIGNAClON BANCO DE BOGOTA 062754387 452410140 12/07/2012 1.200.000.00

X \ *** Conceptos Pagados ***

CANT _RENTISTICO CONCEPTQ Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTQ

40 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICAGION UNITARIA ADICIONAL 000. 200.000.
‘ A LAS 10 INICICIALES 30.000.00 1.200.000.00

.MLL&OACUTE;N DOSX(:lENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
\:esponsable: TN

ecibo de Cajq Aplicado)al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

LA

- 2012-07-16 16:48:25 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
%:'reg.h?’l PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 523 RESPUESTA Folios: 225

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

|

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {(§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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 “todos los pasos:necesarios al

PODER

Yo {nosotrosy

domiciliado(s)-en

‘Nombro(amos). a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo BEATRIZ JARAMILLO' y/o CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR (OMEZ MEJIA, de Bogols,
‘Colombia, apoderados verdEderos 'y legales “con poder

#utoridedes .colombianas administrativas, judiciales: y de
policfa, en cialguier instanéia © recurse, la- obtencién de
patentes de Invencién, reérstros de marcas, disefios
industriales, modelos de utifidad, depésitos de nombres
comerciales y ensefias; regl tros de derechos de auter y
contratos' sobfe los mismios; obtencién de certificados de
obtentor:de variedades vegetales, asl como sus prérrogas,
renovagiones, anotaciories de|traspaso, cambios de hombre
y/o. domicilio;. elaborar, tramitar ¥ registrar: contratos de
licencia 1y ficencias:de cualesqiiléra clases; intérvenir como

-especial, amplio yvsuﬁciénte,%:ara recabar de las oficinas y

.. demandante 0 como demandado -en cualquier instancia. ¥

* ourso:ante cualqmer juez; corporacién, funcionario ptiblice

g autoridad en acciones: judiciales; ‘administrativas y de
oposrcxbnes 4l registro ‘de marcas;

policla {ales como;
acciones. -de; caducndad can i6n 'y nulidad; ‘acciones
refvindicatorias; acelones defivadas de la obtericion o
explotacién de-ficéncias; accionés de-competencia desleal;
demiandas penales; -accio les de: indemnizacién de
perjuicios; reclamos y- obsgwac;ones a solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de- utilidad, en el
ejerciclo. de medidas: cautsl res y -en otras acciones o
rhedidas S'imilafes.

A obte sfécto, lo(s) -factito(ainos) para elevar solicitudes,
formuilar de‘écri;jcibnes_; enmiendas, protestas,
declaraciones, oposicionss, | cancelaciones;, nulidades,
apelamones y teclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescntos por la ley; renuficiar © desistir a
derechos concedidos o en curso-de: conicesién; recibir toda

clase de documentos y v lores, dando el descargo

espec’uvo, y, ef general, para daf -ante 'dichas alitoridades
Lfect‘o indicado y fomar-todas
las medidas que creyeren con ducentes al resguardo de mis

{nuestros intereses); con todas [las demds facultades legaies
‘necesarias.

. 'Este-poder comprende la facultad de ratificar o confirmar-en

=

«8n-parte y revocar susfitucione

mi' (ndestro) nombre lo act,uiado asf comio & facultad de
desistir, tfansigir, comprometer| y'la de sustitiiirlo én todo o
Y s, Asimismo nornbro{amos)
a: JUAN. PABLO CADENA ISARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS Hf PALACIO EASTMAN ylo
HECTOR GOMEZ MEJIA,, dotriciliado(s) en la-Garrera 7
No. 16-56 Piss.9; miis {nuestros) apoderadds. en Colombia,
con faculfades para fecibir'| notificaciones -y designar

apodefados judiciales o extrajudiciales.
Otorgado yfirmadoen

hoy . " g8 v de 200
Firma

‘ﬁombre

Cargo:

o ~ Brigard ¢ Castro
EioéoiTAv-cothBiA.

POWER OF ATTORNEY
L (We}) Genentech, Inc.
1 DNA Way
domiciled’in

South San Fiancisco, Califoriia 94080-4990
USA

Hereby appoints JUAN. PABLO CADENA SARMIENTO .
and/or BEATRIZ JARAMILLO: and/or CARLOS H.
‘PALACIO: EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
‘Bogota, Colombia,: my (our) true and lawful attorneys with
$pecial, ample and sufficient power to obtain from. the
Colombian administrative, judicial and police offices and
-authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration. of frademarks, industrial designs and
utitity: moedels; registration of commercial names and
emblems,. tegistration of copyright and contracts related
thereto, certmcates of obtainers of vegetables varletres, as
well as extensions, renewals and tecordal of assignrents

.ahd chahges:of ‘name arid doicilé related 1o the above; to

prépare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as, plaintiff. or :déferidant: in any instdnce -or. Fécourse, and -
before any jlidge, corporation, public offictal or authiority in
judicial, administrative and police -actions, such as:
oppositions to the reglstratlon of trademarks; caducity,
cancellation and nullity-actions; claim actions derived. from
the obtanmng or explotatton of Itcenses, action -of unfair
firni ns for paymerit of
p‘atent apphcatlons
models, indust ility models; i the éxercise
of preventive réasiires. and: in other asétions or similaf
proceedings:

To-that:effect they hiereby enpowered 1o file applications,
formulite destriptions, amendraents, protests, declarations,
opposxtions cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes; ‘quotas and’ assessments’ iprescribed. by law;
renounce-or waive the nghts granted or in the  process' of
grantmg, {o receive all kinds of documents: and valuables,
giving the respéctive: ! felease of receipt, and; in‘gerieral, to
take before said authoriies the necessaly steps o such
effadt, and any measures: that they may: deem. peftirient to
the safeguard. of my (our) interést(s) with all the other
necessary legal powers.. -

This power includés the facilty 1o ratify or confirm desist,

settle and compromise:on.my.(eur) behalf, and to substitute
this powerin whole or in:part and to revoke substitutions: At
the same tme. | (We) hereby appoints JUAN PABLO

‘CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO

and/or CARLOS H. PALAGIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso'9,
my (our) afiomey(s) in fact, with powers fo receive
notifications: and o designate judicial and extrajudicial
attorneys.

So—uth San i;‘ranciscn, California

Granted and slgned i USa
thls g day fDPE‘EIﬁB%Qs )
Signature- : -

Name Timothy K. Schwartz P-.h;_-f
Title “Section Patent Coungel
T Kuthorized Corporate Sigratory

Gpnontr-ch Ine,




AUTHORIZATION

Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet E. Hasak, Mark T. Kresnak, Jeffrey S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so.long as they refnain employees of Genentech,
Inc., to execute, on its behalf, 4ny submissions associated with the filing, prosecution,
granting,-and extension and maintenance of grant of patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American
Type Culture Collection, and assignments, to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees. "

August 27, 2002 Azon ;I)ﬂsewm
Dated Sean A. Johnston
Vice President, Intellectual Property
Genentech, Iic.
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APOSTILLE
{Convention de t.a Haye du 5:octobre 1961)
1. Country: United States of America

This public document

2. has been signed b lAIDA MICLAT GUIAM

3, acting inthe capacity of Notary Public, State-of California

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

CERTIFIED

8. At'Sacramento, Califomia
8. the 15th day-of Decery bér 2005

J|. 7 byDeputySecretary of State, State of Califomia
‘ 8. No. 267083

9. Seal/Stamp:

10. Signature

.
Lo

, N
e, 1

NP-LAIR (RRVAGS),

LR




County oF 9_67&;4-\ /"’Wto

State of Califomia
88,

on_Leconbe, L2005 \yorme Py Mide] Gurg oy
' Cate . I o P e T of Ofiow (3.5, “Jans Do Nefary Pubii)
personally appeared 1rmo e, £, Sebicanr e
) o 0 Naries) of Signeels) &
L1 personally known to me
E proved to ‘me on. the basis of satisfactoty
evidence

to be the personfe} whose -namefe) isfare
subsctibed to ihe within. Instrument -and
acknowledged to me that hefshefey-executed
the same in histhertheir authorized
capacityfiesy, and 1hat by Histherftheir
signature{s} on the instrument the personisy, or
the entity tipon behalf of which the parsonés}
acted, executed the instrument,

WITNESS my hafid and official seal.

K)ngz\

Signature of Nowry Publg/:

OPTIONAL
below is.not req ; by law, ¥ may prove valueble to persons relying on the document and cotild prevent

chment of this !ormloanotherdocwnan!
Description of Attached Document
Title or Type of ment:

Document Date; Number of Pages:

Signer(s) Other Than Named Above:

.,
Capacity(ies) Claimed by Signer ™

Signer’s Name:

. OF SIGHER

{1 individual Top.of thurms here
(] Corparate Officer — Title(s):
(11 'Partner — (J Limited ] General
[ Attorney-in-Fact:

{1 Trustée

[ Guardian.or Conservator’

1 Other:

s

\E

Signer Is Representing:;.
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TRADUCCION AL ESPAT)L del Documento de Poder otorgado por Genentech,
Inc. doriciliada en 1 DN

. Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos:de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

 APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5 de Octubre de 196)

1 - Pals: Estados Uh’idﬁf de América
Esta documento piiblico
ha sido firmado por AIDA MICLAT GUIAM
actuando en capacidad de Notario Pblico, Estado de California
leva el selloftimbre Je AIDA MICLAT GUIAM, Notaric Piblico
Estado de-California|

CERTIFICADO

en Sacramento, Califotriia
el 15 de diciembre d 2005 .
por-el Secretario de Estado Delegado, Estado.de California
No, 267083 :

Sello/Timbre

© ® N o o

10.  Firma

(Firma)




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California, Y
v }ss.
Condado-de:-San‘Mateo )

El 8 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R. Schwartz

{J arquien conozco personalimente

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

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

gg’ﬁg’g&ﬂf&g& s quien  reconocid ante mi que ejecuts el
Notario Publico-California mismo en su capgcndad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 fa entidad & nombre de la cual la persona

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

: —_ OPCIONAL-~ -

Auridue 3 Informacion en.esta seccion no es requerida por'ia ey, puede probar sér valiosa para J4$ personas quse se basan.en ¢f documerito y pusde
préveriirla raiocion y readhesic Traudulenta dé esta forma a oo documento

Descripcion adicional de cualquier documento anexo

Titulo o tipo de documento; :

Fecha del Documento;

Fimante{s) diferentel(s) a {los) nombrado(s) aiba:

Nﬁhero de paginas;

Capacidad(es) Reivindicadais) por ¢l {los) firmante(s)
Norfibre de! fitmarite’
Individuo

Funcionario Corporativo ~ Titulo(s}:

Socio - [ Limitado O3 General ’ Huelta [ndice
Abogado de hecho derecho del firmarite

Fideicomisario Parte alta del dedo aqui
Guardin o conservador
Otro:

ooooooa

El firhante repréesenta;




Genentech, Inc. por fa presente a

Kresnak, Jeffrey'S. -Kubin_%

AUTORIZACION

utoriza a cualquiera. de Janet E. Hasak, Mark 7,

ec y Thomity R. Schwaitz, mientras permanézcan como

empleados de Genentech, inc., & ejecutar, a s nombre, cualquier solicitud

asociada con ‘presentacién, procesamiento, consecucibn, y extensidn

‘mantenimiento -de: concesi
Estados Unidos y paise

y

pn de solicitudes de patente y marca registrada. en los
extranjeros, contrafos relacionados ¢oh depbsitos

biolégicos con fa Coleccidi Americana:de Tipo de Cultive, y éesiohes-a publicistas

27 de Agosto de 2002

Fechado

de derechos de autor que cubran los trabajos de autoria de los empleados de
Genentech.

(Firma)
Sean A. Johinston
Vicepresidente, Propiedad Intelectual
‘Genentech, Inic,

\\



L@spnﬁﬁﬂn |

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor
acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

ertified

at Dover, Delaware

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

by Secretary of State; Delaware Departmenrt‘ of State
No. 0254030

Seal/Stamp: 1Q. Signature:

Jrat drics Wonews

Seecretary of Stoate

T 2o
e
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The First State

I, HARRIET |SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE 3‘RE.JTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

{ THIS OFFICE ON [THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9

OiCLOCK A.M.

B o

2112549
| 050426506

Hariiet Smith Windsor, Secretary of State .
AUTHENTICATION: 3900384




AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION.
GENENTECH, INC.

Gencntech, Inc. (the “Corporation™), & corporation organized and existing
under and by virtue of the General Corporation Law. of the State of Delaware,
does hercby amend the Certificate of Incorporation of the Carporation, which was
originally filed on December 23, 1986.under the name “Genentech Delaware,
ne.”, and subsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation js hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLET

The name of the Corporation is: Genentech, Ing.

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

ARTICLE3

The purpas¢ of the Corporation is to engage in any Jawfi] act :or. activity
for which corporalions may be organized under the Genecal Corporation Law of
the State of Delaware as the sama exists or may hereafter be amended (“Delaware
Law™, .

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORDORATIONS |

FILED 09:00 AM Q7/22/1999
991302331 — 2112549




ARTICLE4

SECTION#.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is suthorized to issus
o classes of sidek 1o be designated, respectively, preferred stock and commod
stock. The total pumber of shares which the Corporation is suthorized to issue is
four hundred anillion (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shaes shall be debignated preferred stock, par value S0.02 per share (“Proforred
Stock”). Three himdred million (300,000,000) shares shall be designated

copumon stock, par value 50,02 per share (“Common Stock™) The Common

Stock of the CWOn shall be all of one class.

(®)  The number of authorized shares of any ¢lass or classes of stock may
be incredsed or ed (but not below the nizmber of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majority in vodng powerofthe
outstanding stock of the Corporation enfiitled o vote thereon irtespective of the
provigons of’S'ect{&n 242(b)(2) of Delaware Law.

SectioN 4.02. -Commnion Stock. (a) Jssuarice and Conslderation. -Any
unissued of treastiry| shares of the Common Stock'may be issued for such
copsideration as ey be fixed iﬁacco.tdancé"\vith-applimble law from tinie to
Tme by the Board of Directors.

(t) Dividends. Subject to the rights of holders of the Préferred Stock,
the-holders of the Col Stock shall be emtitled to receive, whenandas
deolared by tie Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable dither in-cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Bogrd of
Difectors in any:resoliiion providing for'the issue'ofa veiies of Preférred Stock).

SECTION 4.03. | Preferred Stock.

¢ s and Limits of Varlarions between Serles. Any wiissued or
reasury shares: of the Preforrss Stock may be issued from time to time 1o oné or.
more series for such consideration as may be fixéd from time 10 time by the Board
o1 Lirectors, Betore any shares of Prefesred Stock of any particular series shall be:
issued, a certificate shall be filed with the Secretary of State of Delawars setting
forth the designation, rights, privileges, restiictions, and conditions to be aftached.
o the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,
aud the Board of Directars shall fix aud determing, and is hereby axpressly
empowered to fix dnd detenmine, in the mammer provided by Jaw, the particulars of




the sharcs of such serfes (so far as not inconsistant with the provisions of this
Article 4 applicablé to all series of Preferred Stock), including, butnot Kimited to,
the following; ,

(i) the distinctive designztion of such series and the mmber of
shares whick shall constitte such saries, which normber tiay be increased
{except whete otherwisé provided by the Board of Directors In creating
such series) or decreased (but ot below the niwiber of shares (hereof thexy
outstanding) from time to time by like action of the Board of Ditectors;

(i) the annual rare of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payableand the date
* from which dividends shall be cumulative in the event the Roard of
Directors determines tha dividends shal] be cunmlative;-

(i) whether suck serics shalf have voting rights, in addition to the
woting rights provided by law and, if so. the terms of sizch voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, inclading, but not limived
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner a5 the Board of Directors shall determine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redecmable
and, if 50, the tertns and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shall be redecmable, and the amounit per
share payabile in case of redemption; which amount may vary vader
different conditions and at different redemption dates;

~

(Vi) whether such serics shall have a sinking fund for the
redsmption or purchase of shares of thal series and, if so, the terms and
amount of such sinking fimd;

(vil)  the rights of the shares of sich series in the event of
 voluntary or involuntary liquidation, dissotution or winding up of the
Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(viif) any other relative rights, preferences and limitations of such
series,




ARTICLESS

_SECTION 5.01. dnichdment of Bylaws &y Direciors, () n fucthérance and
not in limitation of the powers cnferred by siatisté, the Board of Directors is
‘expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject 10 Sections 5:01(b) and 5.01{c) tiersot,

() Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(v), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
‘bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock emtitled to vote thereon representing more than
60% of the shares-entitled to be voted thereon.

&) S
amendod, repe
entitled to vote
voted thereon,

ctions 3.03(c) and 3.15.of the bylaws tay only be altered,

or rescmded by the affirmative vote of holders of capital stock
reon representing more than 90% o the shares entitled to be

. SECTION 5.02. Amendwment of Certificate of Incorporation: Section
5.01(b) of this Cprtificate of Inootporation may only be alterod, ameaded,
tepealod, of rescmded by the affirmative vote of holders of capital stack entitled
10 voto therton represeuting more than 60% o the shares entitled to be voted
thereon. Section|5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Incorpotation
‘may-only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affimmstive vote of
holders of capital stock entitled 1o vote thereon répreseniting moré: than. 90% of the
shares entitled 1o |be voted theceon.

. . ARTICLE®

Secrion 6.01. Election of Directors by Holders-of Preferred Stock,

 During any period whe the hiolders of any Preferred Stock orany one of more
seties thercof, Voting 45 a class, shall be entitied to slscta specified pumber of

ason of dividend arresirages or other provisions giving them the

2 and during such tims as such right sontinues (i) the then:
‘ntwniber of directors; and the holders of sich Preferred Stock or such seties.

thereof, voting as'a class, shall be antitled to elect the additional direstors so
provided for, pursyant to the firovisions of such Preferred Btock or sexies; (i) cach
such additionial direot shall serve for such term, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisions pertaining to such Preferred Stock of series; -and

(iil) wheaever the holders of amy such Preferred Stock or series thereof are




divested of such rights to elect a specified number of directors, voling 454 ¢lass,
pursuasit to the provisions of such Prefemed Stock or scries, the tetmms of office of
all direciors clected by the holders of such Preferred Stock or series, voting asa.
class pursuant 10 such provisions or elected to fill sny vacancies resulting from the
death, rexignation or removal of directors so electsd by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized iimber.of
directory shall be reduced accordingly.

Sction 6.02. Ballots, Elections of directors at an annual 6r special
meeting of stockholders néad notbe by written ballot unless the bylaws of the
‘Corporation shall provide otherwise, ’

SecTion 6.03. Elimination of Cértain Personal Liability of Directors. (a)
A director of the Corporation shall not be liable to the Corpotation or its
stockholders for monetary damages for breach of fduciary duty as.a divector to
the fullest extent permitied by Delaware Law, '

(b) Each person (and the heirs, execttors or administrators of such
Pperson) who was or is 2 party or is threatened to be made aparty to, or is involved
in any threatened, pending or comipleted action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was & director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation us a director of another corporation, partnership, joint venture, trus
or other enteiprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullest extent permittad by Delawars Law. The right to indemmification
conferred in this Section 6.03 shall also inclnde the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullcst extent authorized by Delaware Law,
The right 10 indetanifecation con erred i1 this Section 6.03 shall be a contract
tight.

(¢) The Corporation may, by action of its Bosed of Divéctors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
to such extent and to such effect s the Board of Directors shall determiric to be
appropriste and authorized by Delaware Law.

{d) The Corporation shall have power io purchase and malintain
insurance on behalf of any persan who is or was a director, offlcer, employes or
agent of the Corporation, ot is or was serving at the requost of the Corporation as
a director, officer, employes or agent of another corporation, partnership, joint
venture, trust or other enterprise against any expense, liahility or Joss incurred by
such persun in any such ¢apacity or arising ont of his stams as such, whether or




......

e rights and anthority confemed in this Section 6:03 shall ot be.
cxelusive of any other right which any person may otheswise have or hereafter

ther the alteration, amendment, repeal or resission of this Section
ptiort of siny provision of this Certifieate of Incorporation orthe
poration, nor, to the fullest extent permiitted by Delaware Law,
any modification|of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any a_;ﬁ:r omissions occurrivig prior to such elteration, amendment,
‘repeal, recission, adoption or modification.

6.03, nor the::

ARTICLE7

SECTION 7.00, Secrion 203 of Delawctre Law. The Corporation hereby
elects not 1o.be goveried by Section 203 of Delawdre Law,

ARTICLES

Section8.01. | Relationstip Wit Rocke. Tn anticipation that the
Corporation will cease to be-a wholly owned subsidiary of Rocke Holdings, Inc.,

- byt thit Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the

Carporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8:05)

and Roche may engagelin the sams or sittiflar activities ar ifies of business and.

have an interost in the Stme areas of corporate opportunitiss, and in recoguitiof 6f

€ the beneflis 10 be derjved by the Carporation througli it continuied contractua cital,

corporate and busiuess relations with Roche (including service of officers and

directors of Roiche as dirbetors of the Corporation) and (1) the difficulties

ttendant 0 eny dirsctor, who desives and endoavars flly to sitfefy such

ics, in'determining the full scope of such duti ‘n-any’

Provisions of this Article 8 are set forth to-regulate, define
gertain affairs of the Corporation as they wiay involve

dircctors, and the powers, rights, duties and lisbilitics




. ofthe Corporation and its officers, directors and stockholders in-connection therewith,

Stcrion 8.02. Similar Business Activities. Fxoept as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree fn writing, :

(2) Roche shall nior have a duty to refrain from engaging directly ot
indirectly in the same or similar business activities:or fines of business.as the
Corporation, and

(b) neither Roche not any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reagon of any
such-activities of Roche or of such person's patticipation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of & potential transaction or
mmattcr that may be'a corporate opportanity for both Roché and the Corporation,
Rachie shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable to the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of astockholder by reason of the fact that Roche: pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to aiother
person or-entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation..

Secrion 8.03. Corporate Opportunities. Tn the event that a director,
officer or employee of the Corporation wha is also a director, officer or employes
of Rocbe acquires knowledge of a potential transaction or matrer thit may be a
corporate.opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matfer is proposed by 4 third-parry ar it conceived of by such
director, ofticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employes shall be entitied to offer such corporate opportuaity to the Corporation”
or Roche 15 stk director, officer or employee deems appropriate under the
circumstances in his sole discretion, and no such director; officer o employse
shall be liable to the Corporation or irs stockholders for breach of any Sduciazy
duty or-duty of loyalty or Brilure (o act in (or not opposed t0) tha best imerests of
the Corporation or the derivation of any impropet personal benefit by veason of
the fact that f) su@hdi:,t‘ctor.-bﬁcprmf employee offered such corporat
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not commumicate
Information regarding such: corporate opportunity 1 the Corporation or (i) Roche
pursues.or acquires such corporate opportunity for itself or dicacts such cotperate
opportunity to another person or does not communicate information regarding
such corporate opportunity to the Corporation.




SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person of entity
_purchasing or stherwise acqiiring any inlerestin any shiares.of capital stock of the
Cotporation|shall be deemed to hiave notice of ani t bave conseated to the
provisions of this Article 8.

SECTION:R.05. Definltions, For purposescfthis Article 8 and Article 9
‘oaly, (i) the term “Corporation™ shall mean the Corporation-and all ¢crporations,
partnerships, binf}s‘fem@w.lq_ssp@igﬁwnnd:ouierlentiﬂ\;e's in'which the-
Corporation Yeneficlally owns {directly or indirectly) fifty percent or mére oF the
outstanding veting stock, voting power or similar voting interests, and (if) the
Joiiit ventures, associations and vther entities {other than the Corporation, defined
in‘uccordance With clause (1) of this Section 8:05) that are “affilintes® (a5 defined
in'Rule 12b-2 inder the Sexiritics Exchange Act of 1934, a5 amended) of Roclie
Holdings, Inc.

_ . SECTION'8.06. Termiinatlon;: Binding Effici. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incarporation o the contrery, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceases to.own béneficially Common
Stock répresenting ot least 5% of the:number of outstanding shares of Common,
Stack of the Coi:m‘im and 5o person who is-a director or officer of the
Corporation is alss s director or oficer of Rockie. Neithor such expication, nor the
alteration, .S;_inen&ment, change ot repeal of‘any provision of this Article 8 novthe
adoption of any provision of this Amended and Restated Cartificate of '
Iicorparation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respeet of any.matter occurring, or any omise.
of action, suit or claim that, but for this Articlé 8, would acénie or atise; prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoptiot,

Tha provisions of this Aticle 8 are in addition to'

Section 9,01, Contracts Not Void, No contrast, sgreemsit, arrangement
or transaction (or any amendmeny raodification ov termination thereof) batween:
the Corporation aid Roche shall be void os voidable Solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or offioéss of the
Cotporation who ate affiliated with Rochs are present at or pasticipate in the

O



mesting of the Board of Directors or committss theveof which authorizes the
<contract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification.or -
termination or solely beesuse his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or {ransaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law, For purposes of this Article 9, the terms
'the “Corporation"” and “Roche" have the mennings set forth lii Section 8.05.

SECTION 9.02. Quorum. Directors of the Cofporation who are also
‘ t5.0r officers. of Roche may be counted in determining the presence of a
quiorum at a meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
Or approves any such contract, agreement, arangement or transaction (or
amendment, modification ot termination thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
ata meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECNON 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neifher Roche nor
any officer or director thereof shall be Jiable 1o the Corporation or its stockholders
for breach of any fduciary duty or duty of loyalty or faifure to act in (or not
opposed o) the best interests of the Corporation or the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of director thereof
in good faith takes any action or excreises any tights or gives or withholds any
consent in connocstion with any agreement or contract between Roche and the
Corporation. No vote ctst or othar action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cest or action is taken by
such person'in his capacity as a director of this Corporation, shall constitote an

actlon of o the exercise of a xight by or & conserit of Roche for the purpose of any
such agreement o contract, '

SECTION 9.04. Deemed Consent:by Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions.of this Article 9.

SECTION.9.05. Coniracts Covered, For purposes of this Articls 9, any
contract, agreement, arrangément or teansrotion with the Corporation or any
corporation, partoership, joint venturs, association or other catity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the

utstanding votlng stock, voting poweror similar voling interssts shall be deemed
to be a cotitract, agresment, arrangement or transaction with the Corporation.
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raad

or vepeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
Inconsigtent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reducc the
effect of ﬂ)is‘;lﬁclg 9 i réspect of any mafter occutring, or any caiise of uction,
suit or claim Uat, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

'SBCI‘IO% 9.07. Article 8. The provisions of this. Article 9 are fix-addition to
ﬂ:e;gmvi‘s;ibns if Article 8,

SECT '9:06. Binding Effect. Neither the alterarion, arneridinent, change

L\



consent of the sole'mbc"l:ho!@' of the Corporation in accordance with Section 228
of the Gencral Corporation Law of the State of Delaware, has been execuied this
22nd day of July, 1999,

GENENTECH, INC.

By: (¢ Stephen G, Juelogasrd

Name: Stephen G. Juclsgamd

Title: Senior Vice President,
General Cotmsel and Secretary
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc {la “Corporacién”), una cofporacién organizada y existente
bajoy por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por Ja
presénte'corrige-el Ceﬁiﬁ}ado de Incorporacién, el fue presentado originalmente el
23 de diciembre-de 1986
subsiguientemente.

Por la presente se \vuelve a redactar el certificado: de incorporacion de fa
Corporacién y se corrige aun mas para quedigaen su totalidad lo-que sigue:

ARTICULO 1
El nombre-de 1a-Corp racibn-es: Genentech, Inc.
ARTICULD:2

La direccion de la oficina registrada de la Corporacion en el Estado de
- Delaware es Corporation Service' Gompany, 1013 Centre Road, Ciudad de
- Wilmington,. Condado de New castle, Delaware 19805. El nombre de su agente
\ registrado en tal direccidn.es Corporation Setvice Company-

ARTICULD 3

El propésito de a Corporacién es el de participar en cualquier acto o

actrvldad legal para las cuales las corporaciones pueden ser orgarnizadas bajo la

Ley General de Corporacion del Estado de Delaware como existe o puede se
modlf cada la misma en ‘adelante\(*Delaware Law”).

ARTICULO 4.

SECCION 4:01. Acctones le Capital. (a) la Corporacién esta autorizada a

emmr dos ‘clases de ‘acciones que deben designarse, respectivamente, acciohes:

preferencnales y' acciones comunes. El nlimero total de’ atciones que la

C‘o‘r_b_bratiién. ‘esta autorizada ‘a emitir es de cuatrocientos millones (400,000 000)
de &cciones.. Cien millones {100,000,000) de acsiones serén designadas-acciones

bajo- el nombre “Genentech Delaware, Inc”, ¥ corregido-

)



*

‘ preférenciales, por un valor de $0.02 por accién (‘Accién Preferencial’).
Trecientos millones (300,000,000) de. acciones seran designadas acciones
comunes, por un valor de $0.02 por accion (*Aceién Coman”). La accién comun

de la Corporacion sera toda de una misma clase.

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

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

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Accionies
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de la
Corporacion los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de ta Accién Preferencial rio
tendran derecho a participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquier-resolucion gue condiciona la emisién de una
serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

(a) Series y Limites de Variaciones entre Series. Cualquier accién no
emitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse cada cierto
tiempo en una o0 mas series para tal consideracién ¢omo pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accién de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que iran anexas
a las Acciones Preferenciales de tal setie y-tales otras cuestiones como puedan
requerirse, y la Junta Directiva deber4 fijar y determinar, y por la presente esta
expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los




particilares de Ja$ acciones|de tal serie {siempre y cuando no sean inconsistentes
con las condiciones de estel Articulo 4 aplicables a fodas las sefies dé Acciones
Preferencialés), incliyendo; pero sin limitarse g, las siguientes:

() fa designacion distintiva de tal serie y el nimero deé las
' acciones que han de oﬁh’stitui‘r tal serie, numero que puede incrermentarse

{excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Direétiva al crear tal

serie) o reducida (pero no por debgjo del nimero de acciones de las

‘ mismas que estén vige}wtes) cada cierto tiempo por una’ accion semejante
l. de la Junta Directiva;

@iy latasaanual de dividendos a:pagar sobre las acciones de tai
serie, las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le
fecha a partir de 1a-cualilds dividendos seran acumulatives en él eVento que:

|
. derechos: de voto provistos por la ley; y de ser asl, los férminos -de tales
i derechos de voto; '

‘l {iv)  si tal serie tendra o no privilegios de conversion y, de ser asi,
1 los téminos y condiciones|de tal :conversion; incluyendo; pero sin: estar
. limitado: &, la condicion para -ajuste de la, tasa de conversidin en tales
. eventos'y de tal forma como|a Junta Directiva lo-determiine:

‘l

1 (V)

si las acciongs de tal serie seréri o rio fedimibles y, de ser asi,
. los términos:y condiciones de [tal redencisi, incluyendo la fecha o fechas en
‘\ las cuales 0 después de las cuales pueden ser redimibles, y:la cantidad a
. pagar por accién en caso de ré

dencién, cantidad que variar4 bajo diferentes
.“ condiciones y en diferentes fechas de redencioén;

|
|

(Vi) sital serie tendra o no un fondo de inversién para la redencion
© compra de acciones de esa st
de tal fondo.de inversién;

[

rie y; de ser asi, los términos 'y fa cantidad

(vii)

los' derechos de las #@cciones de tal sétiéh caso de una
liquidacion; diselucién o cierre valutitaria.o involuntaria de la Corporacion, y:

'
'
|
'




" los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones 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 Directores: (a) En

adicion y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta -

expresamente atitorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos de la Corporacion, sujetos a las ‘secciones 5.01(b) vy 5.01) a
continuacion.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los
estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, -0 rescindirse por el voto
afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que
representen mas del 60% de las acciones con derecho a votar las mismas.

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

©

SECCION 5.02, Enmienda del Certificado de Incorporacién. La seccién
5.01 (b) de este Certificado de Incorporacion solo puede ser alterada, enmendada,
repelida, o rescindida por el voto afirmativo de los accionistas de capital con
derecho a voto sobre la misma que representen a mas del 60% de Jas: -acciones
con derecho a votar la misma. La seccién 5.01(c) y los Articulos 8 y 9 de este
Certificado. de Incorporacién  solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o
rescindirse por el voto afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar
la misma que representen mas del 90% de las acciones con derecho a votar la
misma..

ARTICULO &

SECCION 8.01. Eleccion del Directorio por los Accionistas de Accién
Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cualquier

.—




accaén preferencial ‘i'uélqu’ieré de una o miés series de: las mismas;. que voten
'como una clase; tengan derecho a elegir-un nimero éspecifico de directores, por
razon a atiasos en los dividendos u otras condiciones: que les: dan el derecho a
hacerlo,. entonces y- durante el tiempo que continie et derecho (i) el nlimero. de
directores autorizado de otfo modo sera incrementado: por tal niimers de directores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series. de
las mismas, que voteln como una clase, fendrén derecho a elegi los directores
adicionales para lo que se provee, de acuerdo con lds cordiciones de tales
Acciongs Preferenciales o series: (i} ‘cada uno de tales directores adicionales
servird durante tal terp

ino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pettinentes a tales Acciones Preferenciales o series: y (i)
siempre que los acciohistas de: cualquiera de tales Acciones Prefereniciales o
series de las mismas. estan desprovistos de tales derechos & elegir un nimero
especifico de directores, votando como clase, de ‘acuerdo con las condiciones' de
taleés ‘Acciones preferenciales o series, los términos de oficio de todos los
directores elegidos porllos accionistas de tales Acciones preferenciales o series,

que votan como clase, |de acuerdo con las cohdiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asf
elegidos por los accionistas dé tales Acciones Preferenciales o series, terminaran

én adelante y €l niimero dutorizado dedirectores sera reducido en concordancia,

SECCION 8.02, Votaciones. Las élecciones. de directores en una reunion
anual o especial de accionistas necesaria no seran por volos escritos a menos due
los estatutos.de ‘Ia»Corpdr"alcién«digan lo contrario,

SECCION 6.03, El

inacién de. ‘cierta responsabilidad personal de Jos
directores: {a) Un direc

r de la Corporacién no serd responsable ante la
Corporacién o :sus- accionistas por dafios monetarios por violacion del deber
fiduciafio como directer hasta donde lo'permita la Ley de Delaware,

(b) Cada persona (y|sus herederos, ejecutores 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, ¢riminal, administrativo o investigativo, por razon del
hecho de que esa persona es o fue un director de la Corporacién o és o estaba
“ sirvierido por solicitud de la {Corporacion como tin director dé ofra corporacion,
- sociedad, sociedad ‘de riesgo compattido, fideicomiso u otra empresa, sera

. indemnizado y ‘completamente protegido por la. Corporacién hasta donde lo




permita fa Ley de Delaware. “El derecho a la indemnizacién concedido en esta
seccidn 6.03 también debe induir el derecho a que la Corporacién le pague los
gastos. incurridos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decision final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a
indemnizacion conferido en esta seceidn 6.03 sera un derecho contractual,

() La Corporacién puede, por accion de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizaci6n a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacién hasta
tal punto y-a tal efecto como lo determme aproplado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware, :

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

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

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

ARTICULO 7

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




ARTICULO 8

‘SECCION 8.01, Relacion: con Roche. Anticipandose & que la: Corporagién

¢ese deserun submdxanal completamente de: propiedad de Roche’ Holdings, Inc.,.

pero: que Roche: (como Ae define en la séccién 8:05) permanezca siendo. un

accionista de ia Corporac‘ién y anticipandose a que la Corporacién (como se’

define en la Seccién 8.08) y Roche puede entrar en actividades: o lineas de
negocios semejantes o sn\mlares y tener un interés en las mismas 4reas de
oportunidades chporaﬁvas\ """

derivados por la Corporacion a fravés de sus relaciones =contrac‘tuales,
corporativas 'y -de ‘negocios |con ‘Roche. (incldyendo el servicio de funcionarios y
directores de Roche cofo. |ditectores de fa Corporacién) y (i) las dificuliades
concomitantes ‘a cualquier | director, quien desea y se propone satisfacer

. completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el slcance

- completo de tales deberes.
-este articulos 8 -se -establece
- cuestiones de la Corporacion

para regular, definir y guiar la éonducta de ciertas

An cualquier situacion particular, las condiciones de
5& a que-pueden mvo!ucrar a Roche y-sus funcionaros

'\y directores, 'y los .poderes! derechos, deberes y responsabilidades de la
}’Corpor,acfc‘in y sus fun‘cibnarios\ directores y accionistas en conexidn con éste.

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

(8) Roche ho tendra el deber de abstenerse de entrar diréctamerite ¢

nndlrectamente en actividades. d negocuos o lineas de negocios semeéjantes o

sxmﬂares alas de la Corporaclon y

{b) ni Roche ni ni‘hgunc’f de sus f"fﬂh'cibnarios, o director de la: misma_ sera
responsable a [a Corporacion o sus accionistas por violar cualquier deber fiduciario
por razén de- alguna dé tales acttvndades ‘de Roche: o de la participacion de tal
persona en las mismas,

|

. En el evento que Roche adquiera conocimientos de . una transaccién o
matéria potencial que pueda ser una’ oportunidad corporativa tanto para Roche
como para la: Corporacion, Roche no tendra el deber de comunicar v ofrecer tal
oporfumdad corporativa a la Co ‘oramén y no serd responsable ante la
Corporacxén 0'sus accionistas: por lolar ningUn deber fiduciario como accionista
de la- Corporaczon o la persona que t

f"nt-rola a un accionista por razén del hacho




que ‘Roché prosigue o adquiere Yal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacién
respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacién,

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas, En el evento que un director,
funcionario o-empleado de Ja Corporacion guien también es director, funcionario o
empléado.de Roche adquisra:conocimiento de una transaccion o materia potencial
qQue pueda ser una oportunidad cotporativa para la Corporacién y-Roche (ya se si
esta fransaccion o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario 6 empleado de Ia Corporacién o no), tal director,
funcionario 0 empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa
a la Corporacién o Roche como tal director, funcionario o empleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecién, y tal director, funcionario o
empleado no serd responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar
ningdn deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (0 no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacién o la derivacién de ningdn beneficio
personal inapropiado. por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofreci6 tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacion) o no comunicod informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacién o (ii) Roche busca o. adquiere tal ©oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa: & ofra persona o- no comunica
informacién respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8,04. Consentimiento estifhado de los accionistas. Se
considerara que cualquier persona ¢ entidad que compre-o de otro modo adquiera
algan interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporaci6n ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

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




i
|

" define en la Regla 1262 bajo el Acta de Intercambio: de Valores de 1934, como:

se enmend6) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8:08, Finalizacion: Efecto Obligante. Son consideracion ‘con
nada_en este C;e.rtiﬁﬁ%do de lncorporacién que o contradiga, las condiciones

anteriores de-este Articulo 8 deberan éxpirar 'en ia fecha que Roche cesé de

poseer coh %beneﬁciosj Acciones Comunes que represefiten al mighos 5% del
numero de acciones vigentes. de las Acciones Comunes de la ‘Corporacion’y nadie
que se director o funcionario de la Corporacién sea también director o funcionario
de Roche. Nij tal vencimiento, ni la alteracion, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de fas condiciongs de este Articulo:8 asi como tampoco ninguna ‘condicién
de este Certificado

de Incorporacion Enmendado y Vuelo a Redactar
inconsistente con algunade las condiciones de este Articulo 8 eliminaré o reducira
el efecto de -este Articul

8 respe_ct_o a cualquier materia, 6 cualquier causa de
accion; demanda o reclamo: que; excepto por este Articulo 8, puéda acaecer o
surgir; antes de tal vencimiento, alteracion, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. lArticulo 9. Las condiciones de este Ariculo soh
adicionales a las.condiciones del Articuls 9,

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos ho nulos: Ningtn contrato, acuerdo, arreglo o
transaccion (o cualquigr edmienda, modificacion o finalizacidh de ios ismos)
etitre Ja Corporacién y-Roche sera nulo u anulable sofamente. por razén de que
Roche: es parte del mismo,|o solamente porque ‘cualquiera de. los directores o
funcionarios de la Corporacion quienes estén afiliados 4 Roche estan presentes en

. o participan en la reunién de ja Junta Directiva o comité-de la misma que-autoriza
- el contrato, acuerdo, arreglo,

transaccion, enmienda, modificacién. o finalizacién o
. solamente porqe U6 sus volos se-cuentan para tal propésito, pere cualquiera de
- tal contrato, acuerdo, arregio ‘g transaccién, (o cualquier ehmienda, modificacion o

finalizacion del mismo) estara gobe‘mado»par las condiciones de este Cerificado de.

['Incor_poracién Enmendado.y -‘vJelto a Redactar, los Estatutos de la Corporacién, la

‘Ley de Delaware y otras leyes laplicables. Para. propésitos-de este Articiilo 9, los.

térmirios “Corporacién”™ y “Roche” tienen los sigriificados. establecidos en la
Seccion 8:05.




SECCION 9.02." Quéium. Los Directores de la Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar Ia
presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de' un comité que
autoriza © aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién {©
cualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo), Las acciones vigentes
de las Actiones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunion de accionistas qgtie autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo).

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

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

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




SECCION 9.08. Efecto’ obligante. Ni la alteracién, enmienda, cambio o
Techazo de alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcitn de alguna;
condicion inconsistente con| cualquier condiciéh de este Articulo 9 eliminara o

reducira el efecto de este ,/Liculo 9 respecto a cualguier materig que ‘ocutra, o
cualquier causa de accibn, demanda o reclamo que; a.no ser por este Articule. 9,

.....

pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracién, enmienda, cambio, rechazo o
* adopcién.

SECCION 9.07. Articulo 8. Lds condiciones de este Artfculo 9 son
. adicionales ‘a'lds tondiciones del Atticulo 8.

EN TESTIMONIO DE| LO CUAL, este Certificado de Incorporacion
‘Enmendado y vielto a Reda tar, el cual ha sido adeptado de acuerdb‘- con las.
‘secciones 242 y.245 de la’ Ley. Genetral de Corporacion del Estado de Delaware y
por -consentimiento escrite de ‘el iinico ;accionista de la Corporacion de acusrdo
con la seccion 228 de Ley General de Corparacién del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julic de 1998,

GENENTECH, INC,
1 Por: /s/'Stephen G. Juelsgaard
] Nombre: Stephen G. Juelsgaard
\ Titulo: Vicepresidente
Consejo General y Secretaria
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(Convehtion de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America

This public document:

-has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secratary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

@ertified

at; Dover; Del_a_w,aré

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

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

Seal/Stamp; o 10. Signature:

NI ;a{mm Worass

Secretary of State.

T3, 200y
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I, HARRIET SMIT

The ‘First State

WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HEREBY|CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICA

IN THIS OFFICE ON
O'CLOCKR P .M.

TE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

HE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5

2112549

Harriet Sinith

: Sinilth Windsor, Secretary of Stite

AUTHENTICATION: 3900385

050426506 ™

DATE: 05-24-05




STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED (05:00 PM 05/15/2000
001245251 ~ 2112549

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

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

RESOLVED,; thiat the Amended and Restated Certificate of Ihcotporation of this corporation be
amended by chenging “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered“4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and réad as follows:

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

SECOND: That thereafter, pursifant t6 resolution of its J3oard of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called atid held upon notice in accordance with
Sectioni 222 of the Gerieral -Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary nurnber of shares as required by statute were voted in favor of the amendmett,

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

FOURTH: ‘I'hat the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, seid Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment to be
signed by Stephen G: Juelsgaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000,

GENENTECH, INC.

By: )\QQ%\J*MM

Name: Stephen G. Juelsgaard

Title: Senior Vice President, General Counsel
and Seerctary

75841
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" TRADUCCION AL |

; SPANOL del Certificado de Ineorporacién de Genentech, Inc.

© oo b

APOSTILLA.
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados|Unidos de América

Este documento:pliblico

ha sido firmadg por Harriet Smith:Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el selloftimbre: de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado

en Dopver, Delaware

el veinticuatro de|mayo, A. D. 2005

porel Secretario de Estado, Departamerito de Estado:de Delaware
No. 0254031 '

Selloftimbre 10. Firma

Harriet:Smith Windsor{(Firma)
‘Secretaria derEstado

/9/0



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




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

Gerientech, Inc. unalcorporaciéti organizada y existente bajo y porvirtud de la Ley-

General de Corporacion del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE;

PRIMERO: Que en una teunién de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidaimente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado ‘de Incorporacién Corregido.y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a unha reunién de
accionistas de dicha cofporacion para consideracién de la misma. La resolucion
establece la-enmienda plopuesfa' de la siguienite manera:

RESUELVE, que el Certificado de Iricorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién §é enmiende cambiando “la ‘Seccién 4.01(a)” del Articulo .alli
numerado. "4 tal que, como se enmienda, dicha Seccién' de dicho Articulo s8 lea
defa siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. {a) la Corporacién ests
autorizada a emitir dos clases de acciones que: deben designarse,.
ones: preferenciales y acciones comunes. El
nimero total:de ‘accioxl»es-»que: la Corporacion esta autorizada a emitir
es de setecientos :m‘illcknes: {700,000,000) de acciones, Cien millones:
(100,000,000) de lacciones serdn designadas  acciones
preferenciales, por ip valor dé $0.02 por -accién {"Accion’
Preferencial”). Seiscientos millones {600,000,000) de acciones
seran designadas ‘accidnes comunes, por un valor de $0.62 por

tespectivarmente, acc

accién (“Accién C‘o'mﬁn\:). La accidn comin de la Corporacién sera
toda de una misma clase]

SEGUNDO: Que ‘por lo tarito, 'd&-acuerd'o con fa resolucion de su Junta Directiva,
'lé‘] reunion ordinaria de sa'ccionist;s‘s- de dicha corporacion se convocd debidamente
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 de la Ley General de
Cé;rpo_r_acién del Estado de Delay farei en donde el numero nécesario de acciones
requerido por los estatutos votaron a favor dé la enmienda.

W/



TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccibn 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no-sers 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 firnado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

‘Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
'y Secretarfa General,




B P LBt |
A P 2By
 Apostille
: (Céizve_htf-qn’ de La Haye dit 5 OctobFe 1961 )’
! i.

has.been signed by Harriet Smith Windsor
: 3. acting ii the capacity of Secrétary of State of Delaware
4. bears the seal/stwamp of Office of Becretary of State

Certified
5. At Dover, Delaware

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

. 7. by Sacretary of State

Delawake Department of State
8. No. 0254035

Seal/stanp:

Soaretary of St te
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE. Armcygn IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.”, FILED
IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, K.D. 2004, AT 7:39

© O'CLOCK P_M.

Lot Ly tb B s
Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900387

2112549

0504265067 DATE: 05-24-05




State of Dalaware
‘ | Bapretayy of Stateé
A Division of Corporaticns
. Delivered 07:44 PN 04/16/2004
v . _ FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENTSRV. 040282669 ~ 2112549 FILE
OF AMENDED AND RESTATED "
CERTIFICATE OF INCORPORATION

‘Genentech, Inc., w corperation organized and existing tnder 26d. by Vit of the General
Coiporation Law:of e-State of Delawate;

D’C')ESZ HEREBY CERTIFY:

FIRST: That 4f & meeting of the Board of Directors of Genentech; Tne, 1esolotions were duly
adopted setfing forth la proposed amendment of the Amended and Restated. Certificate. of
Incorporation, of suid borporation, Jeclaring said amendmeni to be .advisable and callig a
meetinig of the stockholiless of said corporation for consideration thereof.. The resolution setting
forth the proposed amt

cldmenl is as.follows:
arme

RESOLVED, that the Atmengied and Restated Certificate of Incorporation of this corporafion be
snded by changiing “Section 4.01(3)” of the Axticle thereof nuimbered 4”50 that, a8 smended,
said Section of said Atticle stiall be and read-as follows: : '

Seatio 4,01} Capital Stock. (a} The Corporativn is atithorized 16 issve two Classey 0Estock tobe
designated, respectively, prefermd stack; and conimon &logk. The tolal nurabes of shares which, e
Corpoialivii.is auihorized 10 1ésuc i8 three bitlion.vne hundred-million-(3,100,000,000).shéres, One:hundred
million (106,000.000) shares shall'be designated proferred stock, par valae $0:02 per share ("Prefered:
Sthck*). Thiree bitlion (3,000,000,000) shares shail b desigitated comimon siock, par vilue $0.02 per share
("Common Stock®). ‘I

comunon stovk &F the Corporation shall be all of one class,
SECOND: That meraafmj

pursuant o tesolution of its Board of Directors; the regular meeting
of the stockholders, of said torparation was dufy. called and held ugion hotice ih dccordaiice with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number.of shares

required by statute-were voted ia favor of the amendment.

THIRD: That §4id amends
242 of the General Corporati

nt was duly adopted fi accordance with the provigions of Section
n Law of the State-of Délaware.

FOURTH; That the capital of said corporation shall nigt be feduced uiider of by reason of said
amendiment, '

IN WITNESS WHEREOF, sald Genentech, Inc. has caused this Thitd Coitificats of Amendment
to-be signed by Stephen G, Jui lsgdard, an Authorized Officer, this I6(h dayof Apeil, 2004.

GENENTECH, [NC,

B:y.t-' :

Num

Vume: Stephen:Ge Ju Fd
Tutle: Exegutive

Vice President, General:Counsel
and Secretary

Hi53087
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" TRADUCCION AL ESPAROL. del Cerfificado derEnmienda.,de-Génentech, Ihe.

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

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

-Certificado  » : -

© ® No o

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware

No. 0254033

Selloftimbre ' 10.  Firma )

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estade
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DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL

UNA COPIA AUTENTICA Y CORREGTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC?, PREQ

ENTADO EN ESTA OFICINA EL DECiMOoEXTO DA
DE ABRIL A.D. 2004, A LAS 7:39 EN PUNTO DE LA TARDE.

ESTADO DE DELAWARE, |CERTIFICO POR La F’RESENTE QUE EL ANEXO.ES

nith Windsor- {Firma)
Harrist St Wmdtmr ‘?.anrafarm da Fatarda




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

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente tiajo y p;or virtud de la Ley:
General de Corporacién del Estado de Delaware.,

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que sstablecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion, '
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando 2 una reunién de
acc;omstas de dicha corporacién para consideracion de la misma. La resolucion
establece la enmienda propuesta de la siguiente manera;

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta ‘corporacion se eniniefide cambiando ‘la-Seccion 4.01(a)" del Articulo -allf
numerado “4” tal que, como se enmienda, dlcha Seccion de dlChO Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esti
autcrizada a .emitir _d_és clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones pref,erenciaies y acciones comunes. El
numero fotal de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) de acmones Cien
millones (100, 000,000) de acciones . seran destgnadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion ("Accion
Preferencial”), Tres mil millones (3,000,000,000) de acciones seran
designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por accisn

{“Accidn Comun") L.a accién comin de Ia Corporacion sera toda de
una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucion de sy Junta Dlrectlva *
la reunién. ardinaria de accionistas de dicha corporacion se convocod debtdamente




-

TERCERO: Que dicha ehmienda se adopt6 debidamenie d& acuerdo con lo
previsto en la Sectién 242 de la Ley General de Carporacién del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que &l capital ‘de dicha corporacion no sera reducido ba;o 0 por razén
dedicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enniienda para que. sed fifmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funmonano Autorizado, este 16:de Abril de.2004. .

GENENTECH, INC.

~ Por: (Firma) o
Nombre:-Stéphen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, Consejo : _

Y Secretaria General.
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Apuostille

{Convention de ILa Haye du 5 Octobre 1961}
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsoz

acting in the capacity of Secretary of State of Dalaware

bears the seal/stamp of Office of Secreétary of State

Tectified

at Dover, Delaware

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

by Secretary of State, Delawake Department of State
No. 0254032

Seal/Stamp: 10. Signature:

| JJMM Yo

Secretary of State
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CER

IFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE L

F AMENDMENT OF "GENENTECH, INC."™, FILED
IN THIS OFFICE ON THE TE.

H DAY OF MAY, A.D.. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P .M.

§. HarrisuSmith Windsor, Secretary of Stite
" AUTHENTICATION:.3900386

DATE: 05-24-05
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. C - BY Sandy Miller
CERTIFICATE OF AMENDMENT )
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meetring of the Board of Direciors. of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setitig forth & proposed amendment of the Amended and Restmed Cenificate of
Incorporation of said .corporation, declwing guid arendment to b advisable and calling a
meeting of the swekholders. of said corporation for consideration thereof. The resolution sening
forth the proposed amendment s as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of tis corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Aricle thereof numbered 4" 50 that, as amended,

sard Section of suid Article shall b sud read as follows:

“Section 4.0). Capiral Stock. () The Corporation is authorizad 1o issue
twao classes-of stock 1o be designated, respectively, prefémed stock and common
swck. The total number of shares which the Corporation is authorized 10 issue is
one billion three hundred million {1,300,000,000). shares. One hundred million
(100,000,000 shares shall be designaced preferred stock, pat value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two. hundred million (1,200,000,000)
shazes shall be designated common stock, par value $0.02 per share {“Common
Swek™). The Common Stock of the Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereaficr, pursuant 1o resalution of its Board of Directars, the regular mecting
of the stockholders of said corparation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Luw of the State of Deuware at which meeling the
necessary aumber of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That suid amendment was-duly adopied in accordance with the provisions of Secrion
242 of the General Corporation Law of the State of Deluware.

FOURTH: Thar the capital of sdid curporation shall not be redyced under or by reason of said
amendmient. '

IN WITNESS WHEREOF, said Gepentech, Inc, has caused this Certificute of Amendmént w be
signed by Stephen G. Juelsgaard, 20 Amhorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

By: m\&mm(z‘m&

Name: Siephen G. Juelsgaard
Tiile:  Senior Vice President, General Couiisel
and Secretary

Se7e?




APOSTILLA
(Convencion de La:Haya del 5'de Octubre de 1961)
Pais: Estados Unidos|de América
Este documénto piiblico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en-capacidad de Secretdria de Estado:de Delaware
lleva el selloftimbre dela Oficina del Secretario de Estado

Certificado

en Dover, Delaware

€l veinticuatro de mayo;|A. D. 2005.

por el Secretario de Estado, Departaimento de Estado de Delaware
No. 0254032

Sello/timbre: 10. Fima
Harriet'Smith Windsor (Firma)
Becretaria de Estado



DEILAWARE
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: 3800386

FECHA: 0524 -05




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 Corporacion del|Estado de Delaware.

|

!

© CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que eh una retidn de fa Junta Directiva de: Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente reso'}u'c.ioues que establecen una enmienda propussta del
certificado -de. Incorporacién étq&:regidoy’vuelt'o a Redactar de dicha corporacién,
. declarando dicha enmienda \como aconsejable y llamando a uha reunion de
“ accionistas de dicha corporacion para considetacion de 1a misma. La resolucion
\: establece la enmmienda propuesta de a siguierite manera:
ll RESUELVE, que el Certificado|de Incorporacin Corregido y- vuelto a Redactar de
lesta corporacion se enmiende cambiando “la -Seccidn 4.01(a)” del Atticulo allf
lpume'r“a'do: "4’ tal que, como se|enmienda, dicha Seccitn: de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciongs de Capital. (@) la Corporacién. estd
autorizada a enmitir dos clases de acciones: que deben designarse,.
réspectivamente, acciones preferenciales ¥ accionies: comunes:. El
ntmero total devacciones :iu‘e‘* la Corporaciori esta-autorizada-a emifir

" es de mil trescientos milianes (1,300,000;000) de acciones. Cien

. millones (100,000,000) de acciories ‘serdn designadas acciones:
. preferenciales, por un valor de $0.02. por accibn (“Accién
'1 Préferencial). Mil :do_s_éfien\os millones (1,200,000,000) de:acciones
geran designadas ‘acciones comunes, por un valor de $0.02 por

accion (“Accién G’Oml'lﬁ:"). La accién comin de la Corporacién sera.

toda de.una misma clase.
:
SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuierdo con la resolucion de su Juita Directiva,
la re(;nién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocd debidamente
y-se sostuvo al seranunciada de acuerdo con la seccién 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones
‘requeﬁdo por los estatutos Votaren a favor de la enmienda.

L




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

CUARTO: Que ¢l capital de dicha corporacion no ‘sera redticido bajo o por razén
de dicha efimienda

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

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

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General.
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ANTAGONISTAS ANTI-BETA7 HUMANIZADOS Y USOS PARA ESTOS

}

Esta es una solicitud no provisional presentada bajo la 37 CFR § 1.53 (b) (1), que
réivindica prioridad bajo la 35 U.S.C. § 119(e) a la solicitud provisional serie No.
66/607,377, presentada en Septiembre 3, 2004, cuyos contenidos completos se
int;orporan aqui como refeLencia.

}

CAMPO TECNICO

|

La presente invencion se |relaciona de manera general con los campos de la
biologia molecular y la regulacion del factor de crecimiento. Mas especificamente,
la invencion se relaciona con moduladores de la actividad biolégica de integrinas
que contienen la subunidad Leta?, y usos de dichos moduladores

1 ANTECEDENTES

}

Las integrinas son receptores|de superficie celular o/f heterodimérico involucrados

en numeroso procesos celulares provenientes de adhesion de célula para
regulé;cién de gen (Hynen d}inde, R.O., Cell, 1992, 69:11-25; y Hemler, M.E.,
Annu.‘rl Rev. Immunol., 1990, 8:365-368). Varias integrinas han estado implicadas
en Ioég procesos de la enfermedad y han generado amplio interés como blancos
potendiales para el descubrimiento de droga (Sharar, S.R. et al., Springer Semin.
Immun‘;opathol., 1995, 16:359-878). En el sistema inmune, las integrinas estan
involucfadas en el trafico de |leucocitos, la adhesion e infiltracién durante los
procesés inflamatorios (Nakajima, H. et al., J. Exp. Med., 1994, 179:1145-1154).
La exprésién diferencial de las integrinas regula las propiedades adhesivas de las
celulas tgy diferentes integrinas estan involucradas en diferentes respuestas
inflamatbrias. (Butcher, E.C. et a\., Science, 1996, 272:60-66). Las integrinas beta7
(es decif alfad beta7 (es decir alf\ 4beta7 (04B7) y alfaEbeta7 (aER7)) se expresan
principalfnente en monocitos, Iinfocitos, eosindfilos, basdfilos, y macrofagos pero
no en nehtréfilos. (MJ. et al., Cell, 1990, 60:577-584). Los ligandos primarios para
la integriha a4B7 son moléculas de adicion celular de adresina mucosal de
proteinas‘lde superficie endotelialL(MAdCAM) y moléculas de adhesion de célula
vascular (\/CAM-I) (Makarem, R. et al., J. Biol. Chem., 1994, 269:4005-4011). La

uniéon del a4B7 a MAdCAM y/o VCAM expresadas sobre los endotelios venosos



altos (HEVs) en los sitios

de inflamacion da como resultado la adhesion firme del

leucocito al endotelio seguido por la extravasacién en el tejido inflamado

(Chuluyan, H.E. et al., S

ligando primario para la in

intra-epitelial (IEL), E-cadl
aEB?a los linfocitos Epite

a4B7, MAdCAM o VCAM

animales de enfermedade

pringer Semin. Immunopathol., 1995, 16:391-404). Un

tegrina aER7 en la proteina de la superficie del linfocito

nereina, que facilita la adherencia de la célula que lleva
sliales. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra

han mostrado ser moduladores efectivos en modelos de

s inflamatorias crénicas como el asma (Laberge, S. et

all, Am. J. Ren dondepir. Crit. Care Med., 1995, 151:822-829.), artritis reumatoide

(RA; Barbadillo, C. et al.

colitis (Viney et al, J.
inf“lamatorias del intestino
937: Powrie, F. et al.,

, Springer Semin. Immunopathol., 1995, 16:375-379),
Immunol., 1996, 157: 2488-2497) y enfermedades
(IBD; Podalski, D.K., N. Eng. J. Med., 1991, 325:928-
Ther. Immunol., 1995, 2:115-123). Los anticuerpos

|
monoclonales dirigidos contra la subunidad beta7 han mostrado la union a la
subunidad integrina (Tidswell, M. et al. (1997) J. Immunol. 159: 1497- 1505) pero

como anticuerpos no humanos o no humanizados, a ellos les falta utilidad clinica.

Existe la necesidad de com

humanizados o fragmentos

puestos altamente especificos, tales como anticuerpos

de unién que inhiben la interaccion entre la integrina

alfﬁ4beta7 y sus ligandos MAdCAM y/o VCAM asi como también la interaccién

entre la integrina alfaEbeta7 y su ligando E-cadherina. Estos compuestos son

utiles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas talen donde

|
como asma, enfermedad dé

transplante de érganos, v tra

!

2 Crohn, colitis ulcerativa, diabetes, complicaciones de
astornos relacionados con aloinjerto.

Todas las referencias citadas aqui, que incluyen las solicitudes patente y

pub\licaciones, se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

DES

1L:RIPCl(')N DE LA INVENCION

La invencion estd en parte basada en la identificacion de una variedad de

antagonistas de sendas biologicas que involucran las integrinas que contienen

beta7, que son generalmente procesos bioldgicos/celulares que se presentan

como un blanco terapéutico importante y ventajoso. Tales sendas bioldgicas

incluyen, sin limitacién, inflamacion, particularmente trastornos de inflamacién
|

l




crdnica tales como asma,|alergias, BBD, diabetes, transplante y traétornos de
inje“rto Vs. Huésped. La invencién suministra composiciones y métodos basados
en }Ia interferencia con Ial adhesion celular mediada por beta7 integrina y/o
reclirltamiento, incluyendo pero no estando limitado a la interferencia con MAdCAM
y VCAM-I que se una a la|porcién extra celular de la integrina alfadbeta7 y la
intefaccién de E-cadherina con la interaccion de integrina alfaEbeta7. Los
antaQonistas de la invencion, como se describen aqui, suministran agentes
terap“éuticos y de diagnoéstico importantes para uso en condiciones patologicas
blanc“lo asociadas con senalizacién anormal o no deseada por via de una integrina
beta7. De acuerdo con esto, la invencién suministra métodos, composiciones, kits
de aﬁiculos de elaboracion| relacionados con la modulacién de las celdas
media“das por integrina beta7, |que incluye la modulacién de la union de MAdCAM-
alfa4b§ta7 y el reclutamiento de leucocito al epitelio gastrointestinal, union y
energi?, asma, IBD (tal como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa),
diabetés, inflamacion asociada con transplante, trastorno de injerto vs. Huésped
y/o traétornos con aloinjerto y lotras actividades bioldgicas/ fisiolégicas mediadas
por la ihtegrina beta7.

En un aspecto, la invencion suministra agentes terapéuticos anti-beta7 adecuados
para usép terapéutico y capaz de efectuar varios grados de irrupcion de las celdas
mediadés por integrina beta7.\Por ejemplo, en una modalidad, la invencién
suministfa un anticuerpo anti-beta7 humanizado en donde el anticuerpo como un
fragmenfp FAB tiene sustancialmente la misma afinidad de unién al beta7 humano
que el fragmento deseado de murino que comprende, consiste o consiste en
esencialrﬁente de una secuencia|de dominio variable de cadena ligera y cadena
pesada cipmo se describen las figuras 1A y 1B o en las figuras 9A y 9B. En otra
modalidad, la invencién suministra un anticuerpo anti-beta7 humanizado en donde
el anticuerpo como fragmento de clave tiene una afinidad de union al beta7
humano ql‘ue es inferior, por ejemplo al menos 3, al menos 5, al menos 7 o al
menos 10 lyeces inferior, que aquella del fragmento de clave de murino o rata que
comprendé, consiste o consiste esencialmente de una secuencia de dominio
variable dellcadena ligeray cadena\:esada como se describié en la figura 1Ay 1B
o las secuencias de dominio variable descritas en las figuras 9A y 9B.
Alternativarﬁente, un anticuerpo an‘i—beta? humanizado o un fragmento de union
beta’7 de estos, de la invencion exhibe afinidad monovalente al beta7 humano,

cuya afinidad en donde sustancialmente la misma o mayor que la afinidad

|
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lgmonovalente al beta7 humano de un anticuerpo que comprende las secuencias
variables de cadena ligera y cadena pesada como se describié en la figura 1A
(Seq Id No 2:10) y/o Figl 1B (SEQ ID No: 11), o Fig. 9A (SEQ ID No: 12) y/o Fig.
QB (SEQ ID No: 13). El|fragmento de anticuerpo o de unién de estos que tiene
gran afinidad al beta7 humano exhibe una afinidad que en donde al menos dos
\/eces donde, al menos c\inco veces donde, al menos diez veces donde, al menos
c.‘i‘ncuenta veces donde, al menos cien veces donde, al menos quinientas veces
dbnde, al menos mil veces donde, al menos cinco mil veces donde, o al menos
dibz mil veces mayor que un anticuerpo que comprende las secuencias de cadena
ligera y cadena pesada descritas en la figura 1A (SEQ ID No: 10) y/o Fig. 1B (SEQ
IDl@lNO: 11), o Fig. 9A (SEQ}ID No: 12) y/o Fig. 9B (SEQ ID No: 13).

En\ﬂ otra modalidad, la presente invencién suministra un anticuerpo humanizado
anfi-beta? en donde el anticuerpo como fragmento deseado tiene una afinidad de
unién al beta7 humano que|es mayor, por ejemplo al menos tres, al menos cinco,
al rﬁenos siete, al menos nueve, al menos diez, al menos quince, al menos veinte,
0 al“\menos cien veces mayor que aquella de un fragmento deseable de roedor (tal
comb rata o murino) que comprende, consiste o consiste esencialmente de una
secdﬂencia de dominio vari;ble de cadena ligera y cadena pesada como se
desdribié en la figura 1A &/ 1B, respectivamente. En una modalidad, dicho
fragnﬁento deseado de roedor tiene la afinidad de unién de un fragmento FAB que
comprende las secuencias de dominio variable de un anticuerpo de rata designado
FIBSQ4.64 producido mediante la linea celular de hibridoma depositada bajo el
numefo de acceso ATCC HB|-293 del American Type Culture Collection. En una
modalidad adicional, el fragmento FAB humanizado de la invencién tiene la
afinidatd de union del fragmento FAB que comprende las secuencias de dominio
variablé del anticuerpo producido por cualquiera de los anticuerpos anti-beta7
humanizados de la invencién. &)omo esta ya establecido en la técnica, la afinidad
de unién de un ligando a su leceptor se puede determinar utilizando cualquier
varieda@ de ensayos, y expresado en términos de una variedad de valores
cuantita?ivos. De acuerdo con Lsto, en una modalidad, la afinidad de union se
expresa?‘ como los valores Kd y lefleja la afinidad de unién intrinseca (por ejemplo
con los defectos de avidez mininLizados). En general y preferiblemente, la afinidad
de uniér{“ se mide in Vitro, sea eL un conjunto libre de célula o asociado a célula.
Como sé‘ describe con mayor detalle aqui, la diferencia de plegamiento en la

afinidad de union se puede cuantificar en los términos de la proporcion del valor de

+7



afiﬁidad de union de un anticuerpo humanizado en la forma FAB y el valor de
afin‘idad de unién de un anticuerpo FAB de referencia/comparado (por ejemplo un
antiéuerpo de murino qug tiene unas secuencias de region hipervariable
donadora), en donde los l/alores de afinidad de unién se determinan bajo
cond‘iciones de ensayo siniilares. Asi, en una modalidad, la diferencia de
plegé'miento en la afinidad de unién se determina como la proporcion de los
valore‘js Kd del anticuerpo humanizado en la forma FAB y dicho anticuerpo FAB de
referef)cia/comparador. Cualquier nimero de ensayos conocidos en la técnica,
que inbluyen aquellos descritos aqui se pueden utilizar para obtener mediciones
de afin"i‘dad de unién, incluyendo por ejemplo, Biacore®, (Biacore International Ab,

Uppsala, Sweden) y ELISA.

En sus l‘.lvarios aspectos y modalidades, el anticuerpo antagonista beta7 de la
invenciéﬁ} esta dirigido al siguiente conjunto de reivindicaciones potenciales para
esta solidjtud: anticuerpo que coerrende un anticuerpo anti-beta7 o un fragmento
de unién beta? de estos que comprende:

(a) Al menos, uno, dos, tres, cuatro, o cinco secuencias de region hipervariable
(HVR) seleccionadas del grupo que| consiste de:

(i) HVR-L1‘fl que comprende la| secuencia Al-A1l, en donde AI-Al1 es
RASESVDTYLH (SEQ DD NO: 1)

(i) HVR-L2 ‘que comprende la secuencia B1-B8, en donde B1-B8 KYASQSIS
(SEQ ID NO:2)

(iii) HVR-L3 qu comprende la secuencia C1-C9, en donde C1-C9 QQGNSLPNT
(SEQ ID NO:3)

(iv) HVR-H1 qué comprende la secuencia DI-DIO,en donde DI-DIO GFFITTNNYWG
(SEQ ID NO:4) !

(v) HVR-H2 q\‘ue comprende la secuencia E1-E17, en donde E1-E17
GYISYSGSTSYNPSLKS (SEQ ID NO:5);



(v HVR-H3 que comprende la secuencia F2-F11, en donde F2-F11
MTGSSGYFDF (SEQ ID NO:6).

En una modalidad del polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 1, el polipéptido
o énticuerpo comprende al menos una variante HVR, en donde la secuencia HVR
variante comprende la moiiificaci()n de al menos un residuo de al menos una de
Iasl‘xlsecuencias descritas en las SEQ ID Nos: 1,2, 3,4,5,6,7,8,y9.

En l“‘ otra modalidad de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, la invencion

corﬁprende como un anticqupo anti-beta7 o fragmento de unién beta7 de estos
que l‘;{comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, o seis regiones hipervariables (HVR)
seleccionadas del grupo que consiste de HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1,

HVR%HZ, y HVR-H3, en donde:

(i) HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacido RASESVDTYLH (SEQ ID NO:
1); I'\%ASESVDSLLH (SEQ |ID NO:7), RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), o
RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9);

(i) HVR-L2 comprende la sec\Aencia de aminoacido KYASQSIS (SEQ ID NO:2),

RYASQS|S (SEQ ID NO:67, 0 J(YASQSIS (SEQ ID NO:68, en donde X representa

cualquier aminoacido),
(iin) HVRH-L3 comprende QQGNSLPNT (SEQ ID No:3),

(iv) HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacido GFFITNNYWG (SEQ ID
No:4),

(v) HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacido GYISYSGSTSYNPSLKS
(SEQ ID No: 5), y

(vi) HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacido MTGSSGYFDF (SEQ ID
No:6) o RTGSSGYFDF (SEQ ID| No:66) para posiciones relativas F2-F11; o
comprendela la secuencia de amijnoacido FI-Fll, en donde FI-FIl en donde
AMTGSSGYFDF (SEQ ID No:63), ARTGSSGYFDF (SEQ ID No.64), o
AQTGSSGYFDF (SEQ ID No:65).



En aunl“otra modalidad de la rejvindicacién 1 o cualquiera de las modalidades, la
invencién comprende un anticuérpo anti-beta7 o un fragmento de union beta7 de
estos éque comprende uno,l dos, tres, cuatro, cinco o seis regiones

as del grupo que consiste de HVR-L1,, HVR-L2,
HVR- L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3, en donde:

hipervarilables(HVR) selecciona

(i) HVR-L1 comprende la secue\wcia de aminoacido Al-Al1, en donde Al-Al1 es
RASESVDTYLH (SEQ ID NO: 1); RASES VDSLLH (SEQ ID NO:7),
RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), <L RASESVDDLLH (SEQ ID NO:9) o una variante
de la SEQ ID NOs: 1, 7, 8 0 9 en donde el aminoacido A2 se selecciona del grupo
que consi$te deA G, S T,yV y/<L el aminoacido A3 se selecciona del grupo que
consiste dé S,G LK N,P,Q,R,yT, y/o Ad se selecciona del grupo que consiste
de E, V, Q A D G H I K L N yR, y/o el aminoacido A5 se selecciona del
(\B, H I, K,N, P, R, T, yV, y/o el aminoacido A6

se selecciélna del grupo que coniiste de V, R, A G K L M,y Q, ylo el
po que consistede D, V, S, A E, G, H, |, K, L,

N, P, S,y T, y/lo el aminoacido A8 ge selecciona del grupo que consiste de D, G,

grupo que “ponsiste de S, Y, A D,
aminoécido‘; A7 se selecciona del gr

N, E, T, Py.S, y/o el aminoacido A9|se selecciona del grupo que consiste de L, Y,
I'y M, y/o el aminoacido AlQ se selectiona del grupo que consiste de L, A, I, M, y V

y/o el aminoécido Al1 se selecciona del grupo que consiste de H, Y, F, y S;

}

|
1

(i) HVR-L2 q‘.‘_ue comprende la secue&cia de aminoacido B 1-B8, en donde B 1-B8
es KYASQSIS (SEQ ID No:2), RYASQSIS (SEQ ID No:67, o XYASQSIS (SEQ ID
No:68, donde X representa cualquier aminoacido) o una variante de la SEQ ID
Nos:2, 67 o 68 en donde el aminoécidL Bl se selecciona del grupo que consiste de
K, R, N, V, A,l‘l F.Q, H P, I L Yy X (donde X representa cualquier aminoacido),
y/o el aminoépido B4 se selecciona |del grupo que consiste de S y D, y/o el
aminoacido B§ se selecciona del grupo que consiste de Q y S, y/o el aminoacido
B6 se seleccio*pa del grupo que consiste de S, D, L, y R, y/o el aminoacido B7 se

selecciona del grupo que consiste de |, V, E, y K;

(i) HVR-L3 qué comprende la secuencia de aminoacido C1-C9, en donde C1-C9
es QQGNSLPNﬁ' (SEQ ID No:3) o una|variante de la SEQ ID No:3 en donde el
aminodacido C8 se selecciona del grupo que consiste de N, V, W, Y, R, S, T, A, F,
HoLLMyY;

Yo



(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacido DI-DIO en donde DI-DIO
es GFFITNNYWG (SEQ ID|No:4),

(v) HVR-H2 que comprende|la secuencia de aminoacido E1-E17 en donde E1-E17
es GYISYSGSTSYNPSLKS (SEQ ID No:5), o una variante de la SEQ ID NO:5 en
donde el aminoacido E2 se selecciona del grupo que consiste de Y, F, V, y D, y/o
el ahinoécido E6 se selegciona del grupo que consiste de S y G, ylo el
aminoacido EI0 se selecciong del grupo que consiste de Sy Y, y/o el aminoacido
E12 é‘_e selecciona del grupo ﬁ'ue consistede N, T, A, y D, y/o el aminoacido 13 se
selec%:iona del grupo que consiste de P, H, D, y A, y/o el aminoacido E15 se
selecdiona del grupo que consiste de L y V, y/o aminoacido E17 se selecciona del

grupo ‘\que consiste de Sy G,

(vi) H\/R-HB comprende la secuencia de aminoacido F2-F11 en donde F2 -F| 1 es
MTGSSGYFDF (SEQ ID No:6) lo RTGSSGYFDF (SEQ ID No:66); o comprende la
secuenl‘c‘:ia de aminoacido FI-FI|1, en donde FI-FI 1 es AMTGSSGYFDF (SEQ ID
No:63), ARTGSSGYFDF (SEQ |ID No:64), 0 AQTGSSGYFDF (SEQ ID No:65), o
una variénte de la SEQ ID Nos:6, 63, 64, 65, 0 66 en donde el aminoacido F2 is R,
M, A, E,‘\‘G, Q, S, y/o el aminoacido FI1 se selecciona del grupo que consiste de F
VY. |

En una ﬁnodalidad de la reivindicacion 1 o cualquiera de los antibidticos de la
invencic')n‘l,l del aminoéacido en la posicion de la estructura de cadena pesada 71(de
acuerdo ¢on el sistema de numeracion Kabat) se selecciona del grupo que
consiste de R, A, y T, ylo el aminoacido en la posicion de una estructura de
cadena pé‘§ada 73 (sistema de numeracion Kabat) del grupo que consiste de N y
T, ylo el arhinoécido en la posicién de la estructura de cadena pesada 78 (Sistema

de numeracién Kabat) se selecciona del grupo que consiste de F, A, y L.

En una mol‘ldalidad de la reivindicacion 1 o cualquiera de los anticuerpos de Ia
invencion, HVR-L1 de un anticuerpo|de la invencidén comprende la secuencia SEQ
ID NO: 1. ‘En una modalidad, HYR- L2 de un anticuerpo de la invencion
comprende i‘la secuencia SEQ ID NO: 2. En una modalidad, el HVR-L3 de un
anticuerpo dé la invencion comprendé la secuencia SEQ ID NO: 3.



En l\yna modalidad, HVR-H{1 de un anticuerpo de la invencién comprende la
secuencia de la SEQ ID NO:4. En una modalidad, el HVR-H2 de un anticuerpo de
la invencién comprende la s cuencia SEQ ID NO: 5. En una modalidad, el HVR-
H3 de un anticuerpo de la m ncion comprende la secuencia SEQ ID Nos: 6 o 66
para ‘Ias posiciones relativas F2-F11 o SEQ ID NOs: 63, 64, o 65 para las
posumones relativas  FI-Fl una modalidad, HVR-L1 comprende
RASESVDSLLH (SEQ ID N 7). En una modalidad, HVR-L1 comprende
RASESVDTLLH (SEQ ID No: 8\

En una; modahdad HVR-L1 comprende RASESVDDLLH (SEQ ID No:9). En una
modalidad, un anticuerpo de la invencion comprende estas secuencias (en

combina"pién como se describe aqui) es humanizado o humano.

En un aé‘pecto, la invencidén suministra un anticuerpo que comprende uno, dos,
tres, cuaf‘ro, cinco o seis HVRs, en donde cada HVR comprende, consiste o
consiste e#encialmente de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
la SEQ IDK‘;Nos: 1,2,3,4,5 6,7, 8y 9, yendonde la SEQ ID No:1,7,80 9
correspondll‘e al HVR-L1, SEQ ID No:2 corresponde a un HVR-L2, SEQ ID No:3
correspondé a un HVR-L3, SEQ ID No:4 corresponde a un HVR-H1, SEQ ID No:5
correspondé a un HVR-H2, y la SEQ ID Nos:6 corresponde a un HVR-H3. En una
modalidad, un anticuerpo de la invencion comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3,
HVR-H1, H\/R-HZ, y HVR-H3, en donde cada uno, en orden, comprende la SEQ
ID No: 1, 2,l{ 3, 4, 5 y 6. En una|modalidad, un anticuerpo de la invencion
comprende el"‘.‘ HVR-L1, HVR-L2, HVRA4L3, HVR- HI, HVR-H2, y HVR-H3, en donde
cada uno, en l‘prden, comprende SEQ&D No: 7, 2, 3, 4, 5 y 6. En una modalidad,
un anticuerpo l\de la invenciéon comprende HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1,
HVR-H2, y HVF?-HS, en donde cada ungo, en orden, comprende la SEQ ID No: 8, 2,
3,4,5y6.En l‘t_lma modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende HVR-L1,
HVR-L2, HVR-L\S, HVR- HI, HVR-H2, y|HVR-H3, en donde cada uno, en orden,
comprende la SEQ ID No: 9, 2, 3, 4, 5 y|6. En una modalidad, un anticuerpo de la
invenciéon comprénde HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR- HI, HVR-H2, y HVR-H3, en
donde cada uno,‘\en orden, comprende Ie} SEQ ID No:9, 2, 3,4, 5y 66, o SEQ ID
No:9, 2, 3, 4, 5, 63 0 SEQ ID No:9, 2, 3, z& 5,64 0 SEQ ID No:9, 2, 3, 4, 5, y 65 0
SEQ ID No:9, 67, 3, 4, 5, 64 0 SEQ ID No:9, 68, 3, 4, 5, 64,

(&
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1. ‘i‘ La variante de los HVRs en un anticuerpo de la invencién uede tener
modificaciones de uno o m!s residuos dentro del HVR y los HVR y/o las regiones
de estructura pueden ser hu\manizadas. En las modalidades de la invencion en los
cua!es existe un HVR y/o ula modificacion de estructura se incluye, sin limitacién,

las siguientes reivindicaciones potenciales para esta solicitud:

2. Ell‘.‘anticuerpo de la reivindicacién 1 o cualquiera de sus modalidades en donde
A8 es una variante HVR-L1 e$ S,DoTyA9es L.

}

1
|

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde

el anticuerpo es humanizado.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
al menos una porcion de la| secuencia de estructura es una secuencia de

estructura de consenso humana.

5. El anticuerpo de la reivindicalién 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
dichas modificaciones es la sustiiucién, insercién o supresion.

6. El antil‘;:uerpo de la reivindicacién 1 o cualquiera de sus modalidades en donde
una variante de HR-L1 comprende 1-10 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10) sustituciones

en cualquiera combinacién de las Liguientes posiciones:

A2 (G, S, T oV);,A3(G,I,K,N,P,|Q R, 0T),A4(A, D,G, H,IKLN,Q, R, oV),
A5 (A, D, G HILK,N,P,R, T,V,loY), A6 (A, G, I, K, L, M, Q, 0oR), A7 (A, E, G,
H I, K L, N P,S,15T,0V),A8(S, D, E, G, P,oN)y A9 (L, I, 0 M), AlO (A, I, M,
oV),yAll (F, S, 0Y).

7. El anticué.rpo de la reivindicacién {1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
una varianté HVR-L2 comprende 144 (1, 2, 3, o 4) sustituciones en cualquiera
combinacién‘}de las siguientes posicianes: Bl (N), B5 (S), B6 (Ro L), y B7 (T, E, K,
oV). |

8. El anticuerf‘)o de la reivindicacién 1o cualquiera de sus modalidades, en donde
una variante HVR-L3 comprende al menos una sustitucion en la posicion C8 (W,
Y,R, S, A F H 1L MN,T, oV)
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9. El ahticuerpo de la reivindicacion 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
la variénte HVR-H2 comprende 1-7 (1,2, 3, 4, 5, 6, o 7) sustituciones en cualquier
combinacion de las siguientes posiciones: E2 (V, D, o F), E6 (G), EIO (Y), E12 (A,
D,oT), E13 (D, A, o H), E15 (V), E17 (G).

10. El a“ﬁnticuerpo de la reivindicacién 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
la variante HVR-H3 comprende |en 1 o 2 sustituciones en cualquiera combinacion

de las silguientes posiciones F2 (A, E, G, Q, R, 0 8), y F11 (Y).

|
|

11. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o cualquiera de sus modalidades,
comprende un HVR-L1 que tienella secuencia de la SEQ ID NO:7.

12. El anticuerpo de la reivindicrci()n 1 o cualquiera de sus modalidades, que

comprende un HVR-L1 que tiene la secuencia de la SEQ ID NO:8.

1
1

13. El anlnticuerpo de la reivindicicién 1 o cualquiera de sus modalidades, que

comprende HVR-L1 que tiene la secuencia de la SEQ ID NO:9.

14. El antibuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13 que comprende
l
una secuencia de estructura de ¢onsenso de cadena pesada Ill del subgrupo

humano de cadena pesada que comprende una sustitucion en la posicién 71, 73

ylo78. \

|
i

15. El anticperpo de la reivindicacion 14, en donde la sustitucion es R71 A, N73T

ylo N78A. !

|

|
s

16. El anticherpo de la reivindicacibn 1 o cualquiera de sus modalidades, que
comprende un HVR-L3 que tiene la secuencia de la SEQ ID NO:3.
17. El anticuerpo de la reivindicacion [1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
A8 en una variante HVR-L1 es S.

|

|

18. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde

A8 en una variante HVR-L1 es D.



19. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
A9 en una variante HVR-L{l es L.

20. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o cualquiera de sus modalidades, en donde
la secuencia de estructura entre la secuencia E1-E17 y FI-FI | es HFR3-1-HFR3-31
yen donde HFR3-6is Ao R, HFR3-8esNo T,y HFR3-13es Lo AoF.

|
|

21..Un anticuerpo anti-beta7 humanizado en donde la afinidad monovalente del
anticuerpo al beta7 humgno es sustancialmente el mismo que la afinidad
monovalente del anticuerpgo de rata que comprende una secuencia variable de

cadena ligera y de cadena pesada como se describié en la figura 9.

22. Un anticuerpo anti-beta¥ humanizado en donde la afinidad monovalente del
|

anticuerpo al beta7 humano es al manos tres veces mayor que la afinidad
1

monovalente de un anticueer de rata que comprende una secuencia variable de

cadena ligera y de cadena pgsada como se describié en la figura 9.

23. El anticuerpo humanizadl de la reivindicaciéon 21 0 22 en donde el anticuerpo
de réta se produce mediantle la linea celular de hibridoma depositada bajo el
nimero de acceso ATCC con designacion HB-293 del American Type Culture
Collection.

|

24. El'anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 21-23 en donde la afinidad

de unién se expresa como un Valor Kd.

|
I

25. El lcmticuerpo de cualquieralde las reivindicaciones 21-24 en donde la afinidad

de unién se mide mediante Biacore™ o radio inmuno ensayo.
|

|
|

26. El anticuerpo de la reivindicacién 1 que comprende la secuencia de estructura
| .

de consenso de cadena ligera del sub grupo x humano.

27. El anticuerpo de la reivindicdcion 1 que comprende la secuencia de estructura

de consenso de cadena pesada del sub grupo 11l humano de cadena pesada.

|
|

l
28. El anticuerpo de la reivindi¢acion 27 en donde la secuencia de estructura

comprengie una sustitucion en la posicion 71, 73 y/o 78.
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29. El anticuerpo de la reivindicacion 28 dicha sustitucion es R71A, N73T ylo
N78A 0 en donde el aminoagcido sustituido de la posicion 71 es R o A, y/o la

aminoacido en la posicion 78 es Lo Ao F.

sustitucion de aminoacido en&la posicion 78 es N o T, y/o la sustitucién de
30. El anticuerpo de la reivind\lcacién 28 en donde dicha sustitucion es L78F o
A78F 0 A78L o L78A.

31. Un ‘.‘método para inhibir la linteraccion de la subunidad de integrina beta7
humana l;con una segunda subunidad de integrina y/o un ligando al contactar el
anticuerb}o de cualquiera de las reivindicaciones 1-30 con la segunda subunidad

de integriha y/o de ligando.

}
}

32. El méiodo de la reivindicacion 31, en donde la segunda subunidad de integrina
es una subunidad de integrina alfa4, y en donde el ligando es MAdCAM, VCAM o
fibroalectina.

33. El métddo de la reivindicacion 32, en donde la subunidad de integrina alfa4 es

humana.

34. El método de la reivindicacién 33 en donde el ligando es humano.
35. El métodlp de la reivindicacion 22| en donde la segunda subunidad de integrina

esla subunid.ad de integrina alfak, y en donde el ligando es E-cadereina

36. El métodd de la reivindicacion 35, ien donde la subunidad de integrina alfa E es
humana. l;

37. El método @e la reivindicacion 36, en donde el ligando es humano.

38. El método lide la reivindicacion 31 en donde la inhibicién deduce o alivia los
sintomas de u“n trastorno seleccionado de inflamacién, asma, y enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Chron, colitis ulcerativa, diabetes,
inflamacion resdltante de transplante de| 6rgano, trastorno de injerto Vs. Huésped

e inflamacion asociada con trastornos de|alo injerto

fL
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Las modalidades adicionales de la invencion incluyen sin limitacion las siguientes:
en una, modalidad, un HV-L1/ de la. SEQ ID NO:1, 7, 8, 0 9 0 una variante HVR-

L1 de la SEQIDNO:1,7,8,09
sustituc;iones en las posiciones
siguienfes posiciones: A2 (A, G
A,D,G, H 1K LNQR oV
A G 1, "K, L, M, Q, oR), A7 (D,
G, P, orN) y A9 (Y, L, I, o M),

que comprende 1-10 (1, 2, 3,4,5,6,7, 8, 9, 0 10)
relativas Al-A1l, en cualquier combinacion de las
S, T,oV);A3(S5,G,I,K,N,P,Q,R,0T), Ad (E,
,A5(SA,D,G, H I,K,N,P,R, T, V,0Y), A6 (V,
A E, G HILKLNP ST oV),A8(,S,D,E,
A0 (L, A, I, Mo V), yAl1 (H, F, S, 0Y). En una

modalidéd, un HVR-L2 es la SEQ ID NO:2, 67, o 68 o una variante HVR-L2 de la
SEQ ID‘ NO:2, 67, o 68 cuya variante HVR-L2 comprende 1-4 (1, 2, 3, 4, 4 0 5)

sustituciones en las posiciones

siguientes posiciones : Bl (K,

relativas B1-B8, en cualquier combinacion de las
R, N, V, AF, Q H P, ILL Y o X (donde X

representa cualquier aminoacido), B4 (S), B5 (Q o S),B6(S,RolL),yB7(l,T,E,
K, o V). En una modalidad, un HVR-L3 es la SEQ ID NO: 3 o una variante HVR-L3

de la SEQ ID NO: 3 que comprende al menos una sustitucion en las posiciones

relativas' C1-C8, tales como las p
V). En una modalidad, un HVR-
HVR-H2'es la SEQ ID NO:5 o
variante '[HVR-H2 comprende 1-
relativas E1-E17 e
posiciones: E2 (Y, V, D, o F), E6
D,A,oH),E15(LoV),E17(So

posiciones

osiciones C8 W, Y, R, S,A,F, H,,LLM,N, T, 0
H1 es la SEQ ID NO: 4. En una modalidad, un
una variante HVR-H2 de la SEQ ID NO:5 cuya
7 (1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7) sustituciones en las
n cualquier combinacién de las siguientes
(So0G),EI0O(SoY),E12(N,A,D,0T), E13 (P,

G). En una modalidad, un HVR-H3 es la SEQ ID

NOs:6, 63, 64, 65, 0 66 o una varjante HVR-H3 de la SEQ ID NOs:6, 63, 64, 65, o

66 que comprende las posiciones

o las posiciones relativas F2-F11

relativas FI-FI1 para la SEQ ID NOs:63, 64, y 65
para la SEQ ID NOs:6 y 66, 1 o0 2 sustituciones

en cualquier combinacion de las siguientes posiciones : F2 (M, A, E, G, Q, R, 0 S),

y F11 (F o Y). La letra o letras en
sustitucion ilustrativa (es decir ree
aminodcido como seria evidente p
otros aminoacidos como sustitucic
puede ser rutinariamente evaluad
descritas é?qui.

|
En una deaIidad, un HVR-L1 co

paréntesis luego de cada posicion indican una
mplazo) de aminoacido por un consenso u otro
ara un experto en la técnica, adecuadamente de
n de aminoacidos den el contexto descrito aqui

as utilizando técnicas conocidas en el arte y/o

mprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1. En

una moda[idad, el A8 en una variante HVR-L1 es D. En una modalidad, el A8 en

4
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una variénte HVR-L1 es S. En una modalidad, el A9 en una variante HVR-L1 es L.
En una nﬁodalidad, A8 en una varjante HVR-L1 es D y A9 en una variante HVR-L1
es L. Enuna modalidad, A8 en una variante HVR-L1 es S y A9 en una variante
HVR-L1 \es L. En algunas modalidades de la invencidbn comprende estas
variacionés en el HVR-L1, el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3
comprende o consiste o consiste esencialmente en orden de la SEQ ID NO: 2, 3,
4, 5 vy 6.! En algunas modalidades, HVR-H3 comprende o consiste o consiste
esencialmente de la SEQ ID NO: é 0 66 (para las posiciones relativas F2-F11) o la
SEQID Nb:63 0 64 0 65 (para las [posiciones relativas FI-Fl).

1

En una modalidad, A8 en una variante HVR-L1 es | y el A9 en una variante HVR-
L1eslL, cdya variante comprende Ldemés el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2,
y HVR-H3,‘\ cada HVR comprende, consiste o consiste esenciaimente de, en orden,
la SEQID NO: 2, 3,4,5,y86.

\l
En una m‘\odalidad, A8, A9, y A10 en una variante HVR-L1 son D, L, y V,
respectivamente cuya variante comprende ademas el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1,
HVR-H2, 9 HVR-H3, cada HVR comprende, consiste de, o consiste
esencialmehte, en orden, la SEQ ID|NO: 2, 3, 4, 5, y 6.

|
En una modalidad, A8 y A9 en unavariante HVR-L1 son N y L, respectivamente,
cuya variante comprende ademas el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, cada H</R comprende, consiste|o consiste esencialmente de, en orden como
la SEQIDNO: 2, 3,4,5,y6.

\

En una modélidad, A8 y A9 en una variante HVR-L1 es P y L, respectivamente, y
B6 y B7 entl una varainte HVR-L2 |es R y T, respectivamente, cuya variante
comprende ademas el HVR-L2,
HVR-L3, HVi?-H1, HVR-H2, y HVR1H3, cada HVR comprende, consiste de, o
consiste esedcialmente de, en orden Jr la SEQ ID NO: 3,4, 5,y 6.
En una modalidad, A2, A4, A8, A9, y Al0 en una variante HVR-L1son S, D, S, L, y
V, respectivamente, cuya variante coixprende ademas el HVR-L2, HVR-L3, HVR-
H1, HVR-H2, y HVR- H3, cada
esencialmenté de, en orden la, SEQ ID NO:2, 3,4, 5,y 6.

!

VR comprende, consiste de, o consiste



l
|

En una modalidad, A5 y A9 en|una variante HVR-L1 son D y T, respectivamente
cuya vériante comprende ademas el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, cada HVR comprende, consiste de, 0 consiste esencialmente de, en orden la
SEQID NO: 2,3, 4,5,y6.
|
En una }nodalidad, A5 y A9 en una variante HVR-L1 son N_ y L, respectivamente,
cuya vaﬁiante comprende ademds el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-
H3, cadé;\ HVR comprende. Consiste de, o consiste esencialmente de, en orden la
SEQIDNO: 2,3,4,5,y6.

En una modalidad, A9 en una| variante HVR-L1 es L respectivamente, cuya
variante bomprende ademas el HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3,
cada HVR comprende. Consiste|de, o consiste esencialmente de, en orden Ia,
SEQ ID Np: 2,3,4,5,y6.
!

En una mL)daIidad, el anticuerpo o péptido - anti-beta7 de la invencion comprende
un HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3,LHVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3, cada HVR
comprende. Consiste de, o consiste esencialmente de, en orden la, SEQ ID NO: 9,
2,3,4,5,y 64. En otra modalidad; cada HVR comprende. Consiste de, o consiste
esencialménte de, en orden la, SEQ ID NO: 9, 67, 3, 4, 5, y64. En otra modalidad,
cada HVRl‘ comprende. Consiste de, o consiste esencialmente de, en orden la,
SEQ ID NO:9, 68, 3, 4, 5, y 6
Consiste dé, 0 consiste esencialme\nte de, en orden la, SEQ ID NO:9, 2 0 67 o 68,
3,4,5,y 66?.

|

. En otra modalidad, cada HVR comprende.

En alguna'ls modalidades, dichas| variantes de anticuerpo HVR-L1 variante
comprendelademés HVR-L2, HVR-L3, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2, y HVR-H3, en
donde cada‘l uno comprende, en orden, la secuencia descrita en la SEQ ID NOs:2
3,4,5,y6. “Donde la variante HVR-L1 A8(P) y A9(L) y HVR-L2 B6(R) y B7(T), en
algunas modalidades dicho cada variante HVR-L1, HVR-L2 comprende ademas
HVR-L3, HV\R-H1, HVR-H2, y HVRJF en donde cada una comprende, en orden,

la secuencia‘\descrita enla SEQID NOs:3,4,5,y6.

|
|

En algunas modalidades, estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia

a secuencia de consenso de estructura

de consenso de estructura de cadena pesada del sub grupo [l humano. En una
modalidad d}e estos anticuerpos, \



}

comprende la sustitucion en la posicién 71, 73 y/o 78. En algunas modalidades de
esﬁps anticuerpos, la posicién 71 es A, 73 es T ylo 78 es A. en algunas
modalidades, estos antichrpos, estos anticuerpos comprenden ademas una

secuencia de consenso de estructura de cadena ligera x| humano.

}
}

En pna modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-L1 que
comprende SEQ ID NO:1.| En una modalidad, un anticuerpo variante de la
invehcién comprende una variante HVR-L1 en donde A10 es V. En una modalidad,
dichc‘? anticuerpo variante comprende ademas HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2
y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden, las secuencia descrita en la
SEQ l; ID NOs:2, 3, 4, 5 y 6. En algunas modalidades, estos anticuerpos
comp:renden ademas las secnjencias de consenso de estructura de cadena pesada
[Il humana. En una modalidad de estos anticuerpos, la secuencia consenso de
estrucl,ltura comprende la sustitucion en la posicion 71, 73 y/o 78. En algunas
modalidades de estos anticue pos, la posicién 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En
una ml‘pdalidad de estos anticuerpos, estos anticuerpos comprenden ademas una
secuerﬁcia de consenso de estructura de cadena ligera k| humana.

En uné modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-L3 que
comprel“nde la SEQ ID NO:3. En una modalidad, un anticuerpo variante de la
invencion comprende una varjiante HVR-L3 en donde el C8. es L. En una
modalid“ad, dicho anticuerpo VLriante comprende tradicionalmente un HVR-L1,
HVR-LZL HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden,
la secue%ncia descrita en la SEQ ID NOs: 1, 2, 4, 5 y 6. En una modalidad un
anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-L3 en donde C8 es W.
En una ﬁnodalidad, dicho anticuerpo variante comprende ademas HVR-L1, HVR-
L2, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden, la
secuencié HVR-L1 descrita en la) SEQ ID NO:7, 8, o0 9. En algunas modalidades,
estos anti“cuerpos, comprenden ademas una secuencia de consenso de estructura
de cadena pesada sub grupo Ill humana. En una modalidad de estos anticuerpos,
la secuen%;ia consenso de estructura comprende la sustitucion en la posicion 71,
73 ylo 78.1En algunas modalidadef de estos anticuerpos, la posiciéon 71 es A, 73
es T y/o 78 es A. En algunas modalidades de estos anticuerpos, estos anticuerpos
comprendén ademas una secuencia consenso de estructura de cadena ligera x|

|

humana.
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- En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-H3 que
" comprende la SEQ ID NO:6. En una modalidad, una variante de dicho anticuerpo
comprende una variante HVR-H3 en donde Fl es Q. En una modalidad, una
- variante de dicho anticuerpo comprende una variante HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3,
“ HVR-H1 y HVR-H2, en donde cada una comprende, en orden, la secuencia
'descrita en la SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, y 5. En una modalidad, un anticuerpo de la
invencién comprende una variante HVR-H3 en donde Fl es R. En una modalidad,
'dicho anticuerpo variante comprende ademas HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1
“y HVR-H2, en donde cgda una comprende, en orden, la secuencia descrita en la
SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, y 5. En una modalidad HVR-L1 comprende la SEQ ID
l‘NO:7, 8, 0 9. En algunas modalidades, estos anticuerpos comprende ademas la

secuencia de consenso de estructura de cadena pesada de sub grupo Il humana.
|

\
En una modalidad de estos anticuerpos, la secuencia de consenso de estructura

comprende la sustitucién en la posicién 71, 73 y/o 78. En algunas modalidades de
|

estos anticuerpos, la posicién 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En una modalidad de
estos anticuerpos, estol; anticuerpos comprenden ademas una secuencia de

1

consenso de estructura de cadena ligera x|l humana.

En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-L1 que
comprende la SEQ ID NO:1. En una modalidad, el anticuerpo comprende una
variante HVR-L1 en dondL Ades Q.

|

|
En una modalidad, dicho|anticuerpo variante comprende ademas HVR-L2, HVR-

secuencia descrita en la|SEQ ID NOs:2,\_ 3, 4, 5, y 6. En una modalidad, un

anticuerpo de la invencién\comprende una variante HVR-L1 en donde A6 es |.

En una modalidad, dicho
L3\‘, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden, la
secuencia descrita en la, SFQ ID NOs:2, 3,4, 5,y6.

L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden, la
intcuerpo variante comprende ademas HVR-L2, HVR-

|
Eniuna modalidad, un anticuerpo de la invenciéon comprende una variante HVR-L1
en:donde A7 es S. En una modalidad, dicho anticuerpo variante comprende
adémés HVR-L2, HVR-L3, HVR- HI, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una

conhprende, en orden, la secuencia descrita en la SEQ ID NOs:2, 3, 4, 5,y 6.

l
\
\
|
1 \

X
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En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-L1
en‘i‘ donde A8 es D o L.X/En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comprende una variante HVR-L1 en donde A8 es D o L. En una modalidad, dicho
anticuerpo variante comprende ademas HVR-L2, HVR-L3, HVR-1, HVR-H2 y
HVR-HZ, en donde cada uia comprende, en orden, la secuencia descrita en la
SE@ ID NOs:2, 3, 4, 5|y 6. En algunas modalidades, estos anticuerpos
" comprenden ademas una secuencia consenso de estructura de cadena pesada
sub ‘lgrupo IIl humana. En uha modalidad de estos anticuerpos, la secuencia de
consenso de estructura comA»rende la sustituciéon en la posicion 71, 73 y/o 78. En
algur{as modalidades de estoi anticuerpos, la posicion 71 es A, 73 es T y/o 78 es
A. En una modalidad de estos anticuerpos, estas modalidades comprenden .

ademas una secuencia consel-so de estructura de cadena ligera x| humana.

}
}

En un“a modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-L2 que
comprénde la SEQ ID NO:2. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comprende una variante HVRiL2 en donde B 1 es N. En una modalidad, un
anticuefpo de la invencién com;lrende una variante HVR-L2 en donde B5 es S. En
una modalidad, un anticuerpo de la invencion comprende una variante HVR-L2 en
donde 36 es L. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende una
variante'HVR-L2 en donde B7 es V. In En una modalidad, un anticuerpo de la
invenciéh comprende una variante HVR-L2 en donde B7 es E o K. En algunas
modalidades, dicho anticuerpo \&ariante comprende ademas HVR-L1, HVR-L3,
HVR-H1,{1K HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden Ia
secuenciél descrita en la SEQ ID|NOs: 1, 3, 4, 5, y 6. En algunas modalidades,
HVR-L1 épmprenden la SEQ ID NO:7, 8, o 9. En algunas modalidades, estos
anticuerpos comprenden ademds |una secuencia de consenso de estructura de
cadena pe#ada sub grupo Il humana.

En una médalidad de estos anticuierpos, la secuencia consenso de estructura
comprende la sustitucion en la posicion 71, 73 y/o 78. En algunas modalidades de
estos anticu“lerpos, la posicién 71 esr, 73 es T y/o 78 es A. En una modalidad de
estos anticderpos, estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia de

consenso de estructura de cadena ligera k! humana.
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En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende un HVR-L3 que
comprende SEQ ID NOi3. En una modalidad, un anticuerpo de la invencion
comprende una variante| HVR-L3 en donde C8 es W, Y, R, o S. En algunas
rﬁodalidades, dicho anticuerpo variante comprende ademas HVR-L1, HVR-L2,
HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde cada una comprende, en orden, la
secuencia descrita en la SEQ ID NOs: 1, 2, 4, 5, y 6. En algunas modalidades
H{\/R-L1 comprende la SEQ ID NO:7, 8, o 9. En algunas modalidades, estos
anticuerpos comprenden Ldemés una secuencia de consenso de estructura de
cadena pesada sub grupo|lll humana. En alguna modalidad de estos anticuerpos,
la secuencia de consenso de estructura comprende la sustitucién en la posicion
71?, 73 ylo 78. En algunas jmodalidades de estos anticuerpos, la posicion 71 es A,
73es T y/lo 78 es A. En una modalidad de estos anticuerpos, estos anticuerpos
comprenden ademas una secuencia de consenso de estructura de cadena ligera
Kl F‘wmana.
.\
Enluna modalidad, una anticuerpo de la invencion comprende un HVR-H2 que
comprende la SEQ ID NO!5. En una modalidad, un anticuerpo de la invencion
cor}‘mprende una variante LVR_HZ en donde E2 es F. En una modalidad, un
anticuerpo de la invenciéon comprende una variante HVR-H2 en donde E2 es V o
D. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-
H2 en donde E6 es G. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comiprende una variante H\/R-HZ en donde EI0 es Y. En una modalidad, un
anticuerpo de la invencion lomprende una variante HVR-H2 en donde E12 es A,
D, o T. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende una variante
HVR“-HZ en donde E13 es|D, A, o N. En una modalidad, un anticuerpo de la
invencion comprende una |variante HVR-H2 en donde E15 es V. En una
modalidad, un anticuerpo de la invencién comprende una variante HVR-H2 en
donde E17 es G. En algunas modalidades, dicho anticuerpo variante comprende
adenﬁés HVR-L1, HVR- L2,| HVR-L3, HVR-H1 y HVR-H3, en donde cada uno
comprende, en orden, la secuencia descrita en la SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, y 6. En
I1 comprende la SEQ ID NO:7, 8, o 9. En algunas

modalidades, estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia consenso de

algunas modalidades, HVR-

anticuerpos, la secuencia de

|
estructura de cadena pesada de sub grupo lll humana. En una modalidad de estos
tonsenso de estructura comprende la sustitucion en

la posicion 71, 73 ylo 78.

posicion 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En alguna modalidad de estos anticuerpos,

n algunas modalidades de estos anticuerpos, la
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estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia de consenso de estructura

de cadena ligera k| humana

En ‘pna modalidad, un anticuerpo de la invencion comprende un HVR-H3 que
com“prende la SEQ ID NO:6. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comf?rende una variante HVR-H3 en donde FI 1 es Y. En lagunas modalidades,
dichd anticuerpo variante coanrende ademas HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1
y HVR-H3, en donde cada ur‘a comprende, en orden, la secuencia descrita en la
SEQ i_lD NOs: 1, 2, 3, 4, y 6. En algunas modalidades, HVR-L1 comprende la SEQ
ID NO.l:7, 8, 0 9. En algunas r}wdalidades estos anticuerpos comprenden ademas
una sécuencia de consenso Le estructura de cadena pesada de sub grupo Il
humana. En una modalidad dé estos anticuerpos, la secuencia de consenso de
estructhra comprende la sustitucion en la posicién 71, 73 y/o 78. En algunas
modaliciades de estos anticueers, la posicion 71 es A, 73 es T y/o 78 es A. En
alguna li(nodalidad de estos ant\cuerpos, estos anticuerpos comprenden ademas

una secuencia de consenso de estructura de cadena ligera kl humana.

1
}

En algur{as modalidades, estos anticuerpos comprenden ademas una secuencia
de consénso de estructura de cadena pesada sub grupo Il humana. En una
modalida&j de estos anticuerpos, la secuencia de consenso de estructura
comprend“e sustitucion en la posicion 71, 73 y/o. en algunas modalidades estos
anticuerpd‘g, la posicion 71 es A, 73 es D y/o 78 es A. en una modalidad de estos
anticuerpoé, estos anticuerpos corzprenden ademas una secuencia de consenso
de estructu“lra de cadena ligera k| humana.

|
|

Un agente t%arapéutico para uso en un sujeto huésped preferiblemente elicita poca
0 ninguna ﬁespuesta inmunogénica contra el agente en dicho sujeto. En una
modalidad, Ié invencion suministra tal agente. Por ejemplo, en una modalidad, la
invencién sdglministra un anticuerpo lhumanizado que elifica y/o se espera que
elifique una réspuesta de anticuerpo anti roedor humana (tal como la respuesta de
anti raton o anti rata) o una respuesta antihumana a un nivel sustancialmente
reducido corﬁparado con el anticuerpo que comprende la secuencia que
comprende la "\SEQ ID NOs: 10 y/o 11| (Figs. IAy IB) i la SEQ ID NOs: 12 y/o 13
(Figs. 9A y 98 que describe las secuencias de aminoacido Fib504 anti ratin de
rata) en un sujéto huésped. En otro ejemplo la invenciéon suministra un anticuerpo

humanizado que elicita y/o se espera que elicite una respuesta de anti roedor no
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humana (tal como la anti ratén humana (HAMA) anti ratén humana) o antihumana

humana.

Uné anticuerpo humanizado de la invencion puede comprender una o mas
sed\uencias humanas y/o de region no hipervariable de consenso humano. Se
esp“‘era elicite una respuesti de anticuerpo anti roedor humano (tales como el anti
ratc’)‘_‘h humano (HAMA) o anti ratdbn humano) o anti humano humano (HAHA).

Un anticuerpo humanizado| de la invenciéon puede comprender uno o mas
secuencias humanas o de regién no hipervariable de consenso humana (por
ejemplo estructuras) en su dominio variable de cadena pesada y/o ligera. En
aIgun}as modalidades, una @ mas modificaciones adicionales estan frecuentes
dentrb de las secuencias hLmanas y/o de regidén hipervariable de consenso
humaho. En una modalidad, |el dominio de variable de cadena pesada de un
anticuérpo de la invencion comprende una secuencia de estructura de consenso
human‘la, que en una modalida«L es la secuencia de estructura de consenso del sub
grupo ‘\III. En una modalidad,| un anticuerpo de la invencién comprende una
secuen‘pia de estructura de consenso su grupo Il variante modificada en al menos
una po$icién de aminoacido. Por ejemplo, en una modalidad, una secuencia de
estructul‘ra de consenso de sub grupo lll variante puede comprender una
sustituci\én en una o mas de las| posiciones 71, 73, 78 y/o 94. En una modalidad,
dichas é.ustituciones R71A, N73T, L78A, y/o R94M, en cualquier combinacion de
estas. ‘

|
|
|
|

Como es“ conocido en la técnici, y se describe con mayor detalle adelante, la
posicion / limite del aminoacido que delinea una regién hipervariable de un
anticuerpc}, puede variar, depenc!iiendo del contexto de las varias definiciones
conocidas“l en la técnica (como se |describen adelante). Algunas posiciones dentro
de un donﬁ;inio variable pueden visualizar como posiciones hipervariables hibridas
porque esfas posiciones pueden ser consideradas por estar dentro de una regién
hipervariat;le bajo un conjunto de cLiterios aunque estando considerados por fuera
de la regi()n hipervariable bajo un conjunto diferente de criterios. Como es
conocido erj la técnica, y como se describe con mayor detalle adelante, la posicion
/ limite del ".‘aminoécido que de‘lineL una region hipervariable de un anticuerpo
puede variaf, dependiendo del contexto y de las varias definiciones conocidas en

la técnica (t;omo se describe adela\'lte). Algunas posiciones dentro del dominio

|

&
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\.)‘ariable se pueden visualizar como posiciones hipervariables hibridas porque
estas posiciones pueden| ser consideradas dentro de una region hipervariable y
béjo un conjunto de critefios mientras que pueden ser consideradas por fuera de
uha region hipervariable |bajo otro conjunto de criterios. Una o0 mas de estas
posiciones se puede encontrar en las regiones hipervariables extendidas (como se
define adicionalmente a elante). La invencidon suministra anticuerpo que
cohprenden modificaciones en estas posiciones hipervariables hibridas. En una
modalidad, estas posicione} hipervariables hibridas incluyen una o mas posiciones
26-30, 33-35B, 47-49, 49,

pesada. En una modalidad,| estas posiciones hipervariables hibridas incluyen una

7- 65, 93, 94 y 102 en un dominio variable de cadena

o] rﬁ_és posiciones 24-29, 35-36, 46-49, 49, 56 y 97 en el dominio variable de
cadéna ligera. En una mod}ﬂlidad, un anticuerpo de la invencion comprende una
secu‘pncia de estructura de ionsenso del sub grupo humano variante modificado
en ullna 0 mas posiciones hipervariables. En una modalidad, un anticuerpo de la
inveﬁcién comprende un dorAinio variable de cadena pesada que comprende una
secuéncia de estructura de cclnsenso sub grupo lll humano variante modificado en
una o“\ mas posiciones 28-35, LQ, 50, 52a, 63, 54, 58-61, 63, 65, 94 y 102. En una
modalﬁidad, el anticuerpo con*prende una sustitucion T28F, F29I, S30T, S31N,
Y32N,l\ A33Y, M34W, y S35G! En una modalidad, el anticuerpo comprende una
sustitul‘lcién S49G, en una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucién
V50F q V50D o V50Y. En una ’rljvodalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion
G53Y. En una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion G54S. En una
modalidad, el anticuerpo con‘\prende una sustitucibn En una modalidad, el
anticuerlﬁlpo comprende una suititucién Y58S. En una modalidad, el anticuerpo
comprer‘-yde una sustitucion AGON o A60D o AB0T. En una modalidad, el anticuerpo
compreride una sustitucién D'11P o D61A o D61H. En una modalidad, el
anticuerﬁo comprende una suséitucién B63L. En una modalidad, el anticuerpo
comprenae una sustitucion G658. En una modalidad, el anticuerpo comprende
una susti‘%ucién R94M. En una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucién
R94A o R94B o R94G o R94Q o R94S. En una modalidad, el anticuerpo
comprendie una sustitucion G95T|. En una modalidad, el anticuerpo comprende

\as posiciones 28-35, 49, 50, 52a, 53, 54, 58-61,
63, 65, 94 y 102 y ademas comprende una o mas de las sustituciones en las
posiciones‘; R71A o N73T o L78XA o L78F. En una modalidad el anticuerpo
comprende\ una sustitucion Y102F.\Esta se puede ver como referencia a la figura

}

una o mas de las sustituciones en

LT
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1b que estas sustituciones estan en el HVR-H1, HVR-H2, y/o HVR-H3 de la

cadena pesada.

En una modalidad, el anticuerpo de la invencién comprende un dominio variables
de cadena ligera y iomprende una secuencia de estructura de consenso sub
grupo | humano varia\nte modificado en una 0 mas posiciones 27, 29-31, 33, 34,
49, 50, 53-55, 91 96..En una modalidad, el anticuerpo comprende una
. sustitucion Q27E. En|una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion
" 129B. En una modalid d, el anticuerpo comprende una sustituciéon S30D. En una
modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion N31T o N31S o N31D. En
. una modalidad, el anti uerpo comprende una sustitucion Y32L. En una modalidad,
1 el anticuerpo compren«Le una sustitucion A34H. En una modalidad, el anticuerpo
 comprende una sustituéién Y49K. En una modalidad, el anticuerpo comprende una
'sustitucion A50Y. En ana modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion
:-1853Q. En una modalidgd, el anticuerpo comprende una sustitucion R54S. En una
'modalidad, el anticuerl)o comprende una sustitucion E551 o E55E. En una
ﬁodalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion Y91G. En una modalidad, el
anticuerpo comprende una sustitucion W96N o W96L: En una modalidad, el
énticuerpo comprende una sustitucion A25S. En una modalidad, el anticuerpo
c%omprende una sustitucion A25G, S, T o E. En una modalidad, el anticuerpo
comprende una modificaéién seleccionada de uno o mas de los siguientes grupos
dlx‘e sustituciones. Por ejemplo, En una modalidad, el anticuerpo comprende una
sustitucion S26AG, |, K, N, P, Q o T. En una modalidad, el anticuerpo comprende
una sustitucion Q27AE, A)D, G,H,ILL, M, Q, R o V. En una modalidad, el anticuerpo
cémprende una sustitucign S28A, D, G, H, |, K, N, P, R, T, V, o Y. En una
modalidad, el anticuerpo Jomprende una sustitucion 129A, B, A, G; K; L, M\Q o R.
En una modalidad, el antio\uerpo comprende una sustitucion S30a D; A; E; G, H; |;
N;l*‘P, S, ToV.Enuna mo!dalidad, el anticuerpo comprende una sustitucién N31 a
D, T,E, 0G. Enuna modahidad, el anticuerpo comprende una sustitucion Y32 a L,
| oi‘M. En una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion L33 a A, |, M o
V. En una modalidad, el ankicuerpo comprende una sustitucion A34 aH, F, Y0 S.
En una modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucién Y49 a K o N. En una

moé’alidad, el anticuerpo comprende una sustitucion A50Y. En una modalidad, el
anticuerpo comprende unajsustitucién S53Q. En una modalidad, el anticuerpo

| . Lrd - 13
comprende una sustitucion L54S. En una modalidad, el anticuerpo comprende una

sustitucion E55 a V, | o K. En una modalidad, el anticuerpo comprende una
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sustitucion Y91G. En unha modalidad, el anticuerpo comprende una sustitucion
W96 aN,LLWY R SIAF HILMNR,S T VoY.Esto se puede ver como
réferencia a la Figura . 1A que estas sustituciones estan en el HVR-L1, HVR-L2,
y/o HVR-L3 de la cadenalligera.

Un anticuerpo de la invencion puede comprender cualquiera de las secuencias
h@manas o de estructurg de cadena ligera de consenso humano, siempre y
cuiando el anticuerpo exhiL)a las caracteristicas biolégicas deseadas (por ejemplo
la \‘afinidad de unién deseada). En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comprende al menos una Aroduccién (o todas) de las secuencias de estructura de
la “cadena ligera kIl humana. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comprende al menos una|porciéon (o todas) de la secuencia de consenso de

estructura del sub grupo | ki humana.

l
|
\

En una modalidad, un anticlerpo de la invencién comprende un dominio variable
de cadena pesada y/o li \Fra que comprende las secuencias de estructura
descrltas en la SEQ ID NOS; 34-41 y en las figuras 1, 7 y 8, siempre y cuando las
posmlones 49 de la cadena h\Eera y 94 de la cadena pesada estén incluidas en los
HVRs extendidos, y siempre y cuando dicha posicion 49 sea K y dicha posicién 94
sea p;efenblemente pero no necesariamente N y pueda ser R.

Los éntagonistas de la invencion se pueden utilizar para modular uno o mas
aspectos de efectos asomadoL a beta7, que incluyen pero no estan limitados a la
asociacion con la subunidad de integrina alfa4, la asociacién con la subunidad de
integriﬁ\a alfakE, que se une |a la integrina alfa4 beta7 MAdCAM, VCAM-| o
fibrone‘ctina y que se une de la integrina alfhaEbeta7 a E-caderina. Estos efectos
se pueden modular por cualquier mecanismo biolégicamente relevante, que
incluye'la errupcién de la umork de ligando a la subunidad beta7 o a la integrina
dlmenca alfadbeta7 o alfaEbeta, y/o al irrumpir la asociacion entre las subunidades
de lntegrlna alfa y beta de taltorma de se inhiba la formacién de la integrina
dimérica. De acierto con esto, en una modalidad de la invenciéon suministra un
anticuerbo antagonista beta7 que inhibe la unién del alfa4 al beta7. En una
modalidéd, el anticuerpo antagonista beta7 de la invencion irrumpe la union del
alfa4beté7 al MAdCAM. En una modalidad, un anticuerpo antagonista beta7 de la
invenciéd irrumpe la unién del |\alfadbeta7 al VCAM-1. En una modalidad, el

anticuerpo antagonista beta7 de la invencion irrumpe la union del alfadbeta7 a la

of
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fiproneptina. En una modalidad, el anticuerpo antagonista beta7 de la invencion
irfumpe la union del betal/LaI alfaE. En una modalidad, el anticuerpo antagonista
bgta? de la invencion irrumpe la unién de la integrina alfaEbeta7 a la E-caderina.
La interferencia puede Ler directa o indirecta. Por ejemplo un anticuerpo
ar;tagonista beta7 se pueJe unir al beta7 dentro de una secuencia de la region de
diﬁnerizacién alfadbeta7 o LIfaEbeta?, y de esta manera inhibir la interaccion de las
subunidades de integrina y la formacién de un dimero de integrina. En un ejemplo
adfcional, un anticuerpo arltagonista beta7 se puede unir a una secuencia dentro
dellw dominio de unién de Iigfndo de la subunidad beta7 y de esta manera inhibir la
interaccion de dicho dominio de unidn con su compafiero de unién (tal como la
fibrbneptina, VCAM, y/o MAdCAM para la integrina alfa4beta7; o la —cadherina
paré la integrina alfaEbetaJ). En otro ejemplo, el anticuerpo antagonista beta7 se
puebe unir a una secuencia\ que no esta dentro del dominio de dimerizacién de la
subbnidad de integrina o un dominio de unién de ligando, pero en donde dicho
antiéuerpo antagonista bet%? que une los resultados en la erupcion de la
capacidad del dominio beta7 a interactuar con su compariero de unién (tal como
una subunidad de integrina %Ifa4 o alfakE y/o un ligando tal como la fibroneptina,
VCAM, MAdCAM, o E-cade

de Ia‘1 invencion se une al beta7 (por ejemplo, el dominio extra celular) de tal forma

eina). En una modalidad, un anticuerpo antagonista

que la dimerizacién beta7 con la subunidad alfa4 o alfaE es irrumpida. En una
modglidad, el anticuerpo ant ‘gonista de la invencién se une al beta7 de tal forma
que lg capacidad del beta7 y/o la integrina alfad4beta7 y/o alfaEbeta7 a unirse a su
respectivo ligando o ligandos se irrumpe. Por ejemplo, en una modalidad, la
invenéién suministra un antic&erpo antagonista que luego de unirse a la molécula
beta7‘rinhibe la dimerizacion de dicha molécula. En una modalidad, el anticuerpo
antagﬁ)nista beta7 de la invencién especificamente se une a una secuencia en el
Iigandé) del dominio de union del beta7. En una modalidad, el anticuerpo
antagénista beta7 de la invencién se une especificamente a una secuencia del
dominio de union de ligando del beta7 de tal forma que la unién del ligando (es
decir la fibroneptina, VCAM, y/o MAdCAM) a la integrina alfadbeta7 se irrumpe. En
una modalidad, el anticuerpp antagonista beta7 de la invencion se une
especificamente e una secuencia en el dominio de guién de ligando del beta7 de
tal forma que la unién de Iigantgo (es decir E-cadereina) a la integrina alfaEbeta7

es irrumpida.

l
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En una modalidad, |el anticuerpo antagonista de la invencién irrumpe la
dimerizacion beta7 que comprende la hetero dimerizacién (la dimerizacion beta 7
con una molécula de Sl\lbunidad de integrina alfa4 o alfaE).
l‘ En una modalidad, el anticuerpo antagonista de la invencién se une a un epitopo
“ sobre la subunidad de &ntegrina beta7 que mapea a los aminoacidos 172-237. En
otra modalidad, el anticuerpo antagonista de la invencién se une al mismo epitopo
'sobre la integrina beta7 que es sustancialmente el mismo epitopo que el
Fib504.64 (ATCC HB-293). La determinacion del epitopo que se une mediantes
“sus técnicas estadndar| que incluye sin limitacion al margen de unién de
competicion.

l\

En un aspecto, la invencién suministra un anticuerpo que comprende una
éombinacién de uno, dos, tres, cuatro, cinco, o todas las secuencias HVR

descritas en la tabla de sustitucion de aminoacido en la figura 3.

|
l

Un agente terapéutico para uso en un sujeto huésped preferiblemente elicita poca
o\\ ninguna respuesta inmunogénica contra el agente en dicho sujeto. En otra
rﬁodalidad, la invencion s\uministra tal agente. Por ejemplo, en una modalidad, la
inﬁvencién suministra un anticuerpo humanizado que elicita y/o se espera que
elicite una respuesta de anticuerpo anti rata humana o anti ratén humano o anti
hLngano humano a un|nivel sustancialmente reducido comparado con el
a@ticuerpo que comprende la secuencia de la SEQ ED NOS: 10, 11, 12 y/o SEQ
IDINO: 13 (Fib504 anti ralén de rata (ATCC HB-293), FIGS. 1y 9) en un sujeto
huésped. En otro ejemplo,|la invencién suministra un anticuerpo humanizado que
eliéita y/lo se espera que elicite una respuesta de anticuerpo anti raton humana,

I .

anti rata humana, o anti huerano humano.
|
|

Un“ anticuerpo humanizado de la invencién puede comprender una o mas
secuencias de regiones hqunanas o no hipervariables de consenso humano en su
dorﬁinio variable de cadenzL pesada y/o ligera. En algunas modalidades, una o
méé modificaciones adicionales estan presentes dentro de las secuencias de
regilc’m no hipervariable de las secuencias de regién humana y/o no hipervariables
de dpnsenso humano. En uha modalidad, el dominio variable de cadena pesada
de U\m anticuerpo de la invencién comprende una secuencia de estructura de

consenso humana, la cual én una modalidad es la secuencia de estructura de
|

}
}

|
|
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éonsenso el sub grupo |lll. En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
dpmprende una secuencja de estructura de consenso del sub grupo Il variante
modificada en al menos una posicion de aminoacido. Por ejemplo, en una
modalidad, la secuencia|de estructura de consenso del sub grupo Il variante
puede comprender una sustitucién en una o mas posiciones 71,73, 78 y/o 94,
aﬁnque la posicion 94 es parte de una region hipervariable de cadena pesada
eitendida H3 de la preseiwte invencion. En una modalidad, ducha sustitucion es
R?1A, N73T, N78A, y/o R94M, en cualquier combinacion de estas.

Ur‘] anticuerpo de la invencion puede comprender cualquiera de las secuencias
humanas o de estructur;\ de cadena ligera de consenso humano, siempre y
culemdo el anticuerpo exhiba las caracteristicas bioldégicas deseadas (por ejemplo
uné filial de unién deseada). En una modalidad, un anticuerpo de la invencion
corhprende al menos una posicion (o todas) de las secuencias de estructura de la
cadena ligera kI humana.| En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
con‘pprende al menos una posicién (o todas) de la secuencia del consenso de
estﬁuctura de sub grupo | kl humano.

Losi antagonistas de la invencién se pueden utilizar para modular uno o mas
aspéctos de los efectos asociados beta7. Por ejemplo, un anticuerpo antagonista
beté] se puede unir a beta7 dentro de una secuencia de los efectos asociados.
Por éjemplo, un anticuerpo aLtagonista beta7 se puede unir al beta7 dentro de una
secu\encia de la regién de dirterizacién alfadbeta7 o alfaEbeta7, y de esta manera
inhibir la interaccidn de las subunidades de integrina y la formacién de un dimero
de ir;tegrina. En un ejemplo adicional, un anticuerpo ahtagonista beta7 puede
unirsé a una secuencia dentLo del dominio de unién de ligando de la subunidad
beta71l y de esta manera inhibir la interaccion de dicho dominio de unién con su
compbﬁero de unién (tal como fibroneptina, VCAM, y/o MAdCAM, para la integrina
aIfa4§eta7; o la integrina E-cadereina para el alfaEbeta7). En otro ejemplo, el
anticuerpo antagonista beta7 |[se puede unir a una secuencia que no esta dentro
del dc;minio de dimerizacién le la subunidad integrina o el dominio de unién de
Iigandb, pero en donde dicha union de anticuerpo antagonista beta7 da como
resultédo la irrupcién de la capacidad del dominio beta7 para interactuar con su
compaﬁﬁero (tal como una subunidad de integrina alfad4 o alfakE y/o un ligando tal
como fibroneptina, VCAM, MAdCAM, o E-cadereina). En una modalidad, un

antago‘pista de anticuerpo de I; invencion se une al beta (por ejemplo, el dominio

A
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extré celular,) de tal forma |que la dimerizacion beta7 con la subunidad alfa4 o
alfak es irrumpida. En una modalidad, un anticuerpo antagonista de la invencién
se l;ne a beta7 de tal forma que la capacidad de la integrina beta7 y/o una
alfa4beta7 y/o una aIfaEbel? a unirse a sus respectivos ligando o ligandos se
interrumpe. Por ejemplo, en una modalidad, la invencion suministra un anticuerpo
antaéonista que luego de unirse a una molécula beta7 inhibe la diverizacion de
dicha molécula. En una modalidad, un anticuerpo antagonista beta7 de la
invericién se une especificamente a una secuencia en el dominio de unién del
Iiganao de beta7. En una modalidad, el anticuerpo antagonista beta7 de la
invenbién se une especificamente a una secuencia en el dominio de unién del
ligando de beta7 de tal formJ:x que la unién del ligando (es decir, la fibronectina,
VCAM, y/o MAdCAM) a la integrina alfadbeta7 se rompe. En una modalidad, un
anticu@rpo antagonista beta7| de la invencion, se une especificamente a una
secuencia en el dominio de uLién del ligando de beta7 de tal forma que la union

|
del ligando (es decir E-caderina) a la integrina alfaEbeta7 se rompe.

\
1

En una modalidad, un anticuerpo antagonista de la invencién rompe la
dimeriéacién beta7 que comprgnde la heterodimerizacion (es decir, la dimerizacion
beta7 ¢on una molécula subunitaria de integrina alfa4 o alfaE.

\
En algdnos casos, puede ser ventajoso tener un anticuerpo antagonista beta7 que
no intehiera la unién de un ligando (tal como fibronectina, VCAM, MAdCAM, o

aIfa4befa7 0 una integrina alfa

alfaE) a la subunidad beta7 como parte de una integrina o ahora integrina
beta7, como un dimero. De acuerdo con esto, en

una médalidad, la invencién suministra un anticuerpo que no se une a una
fibronectina, VCAM, MAdCAM, Jr o un sitio de E-caderina, sobre beta7, pero un su
lugar, inihibe la interaccion entr\ la subunidad beta7 y la subunidad alfa (de tal
forma ql‘Tle la subunidad de integrina alfa4 o alfaE) de tal forma que se evita la
formacion de la integrina biolégicamente activa. En un ejemplo, un anticuerpo
antagoniéta de la invencion, se jpuede utilizar en conjunto con no mas de otros
antagoni“ftas, en donde los antagonistas son disparados a procesos diferentes y/o
funciones dentro del eje de la integrina beta7. Asi, en una modalidad, el anticuerpo
antagoniéta beta7 de la invencion de une a un epitopo del beta7 diferente del
epitopo u“nido por otro beta7 o un antagonista de integrina alfa/beta, (tal como un
anticuerpo alfadbeta7, que incIuL/e anticuerpo monoclonal o un anticuerpo, tal

l . . 3 0
como un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo monoclonal derivado de y/o que

(%
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tiene la misma o efectivamente las mismas caracteristicas de unién o especificidad
que un anticuerpo derivado que un anticuerpo de murino.

' En una modalidad, la invencién suministra un anticuerpo antagonista beta7 que
rompe la muitimerizacion beta7-alfa4 o alfakE en la respectiva integrina asi como
1‘ también la unién del ligando. Por ejemplo, un anticuerpo antagonista‘ de la
invencién que inhibe ia dimerizacion beta7 con la subunidad de integrina alfa4 o
. alfaE puede comprender ademas en capacidad competir con el ligando para
| unirse al beta7 o al nimero de integrina (por ejemplo puede interferir con la unién
. de fibronectina, VCAM y/o MAdCAM a beta y/o alfadbeta7; o puede interferir con
+ la unién de E-cadherina a beta7 o alfaEbeta?7.

. En una modalidad del anticuerpo antagonista beta7 de la invencion, la unién del
\: antagonista a beta7 y mide la adhesion unién celular activada por la union del
‘lligando. En otra modalidad de un anticuerpo antagonista beta7 de la invencion,
ﬁque une al antagonista l beta7 en una célula, inhibe el reclutamiento de la célula a

E]as células y/o tejido en LI cual se expresa la integridad que contiene beta 7.

i

En una modalidad, un anticuerpo antagonista beta7 de la invencién, se une

opcionalmente los aminoacidos 176-237) del dominio extracelular beta7 (Tidswell,

M. et al. (1997) J. Immu ~ol. 159: 1497-1505), o una variante de éste, y reduce o
b!oquea la union de los ligandos MAdACAM, VCAM-1, fibronectina y/o E-caderina.

En modalidad, tal bloqueo de la union del ligando rompe, reduce y/o evita la

especificamente a al Fnos una porcion de los aminoacidos 176-250 (ver

ac#hesién de una célula qLe expresa el ligando a la célula que expresa el ligando
que contiene beta7. En u \a modalidad, un anticuerpo antagonista de la invencion
se une especificamente a una secuencia de aminoacido de beta? que comprende
Ios; residuos 176-237. Enh una modalidad, un anticuerpo antagonista de la
invencién, se une especific\camente a una secuencia de aminoacido de beta7 que
coﬁnprende los residuos 17&-237. En una modalidad un anticuerpo antagonista de
la i:‘nvencién, se une especificamente a un epitopo conformacional formado por
parte o todo de al menos |una de las secuencias seleccionadas del grupo que
consiste de los residuos 176-237 de beta7. En una modalidad, un anticuerpo
antégonista de la invencién se ue especificamente a una secuencia de aminoacido
que tiene al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al monees
90%1, al menos 95%, al me\os 98%, al menos 99% de identidad o similitud de

t
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sel‘lcuencia con la secuencia de aminoacido de los residuos 176-237, o los residuos
176-250 del beta7 humano. En una modalidad, el antagonista de anticuerpo anti-
beia? de la invencion se unge al mismo epitopo que el anticuerpo anti-beta7 Fib504
proﬂducido por el hibridoma ATCC HB-293. En un aspecto.

|
|

La invencién suministra composiciones que comprenden uno 0 mas anticuerpos
antagonistas de la invenciéil y un vehiculo. En una modalidad, el vehiculo en

farmacéuticamente aceptable.
|

}
|

En un aspecto, la invencién suministra acidos nucleicos que codifican un

anticuerpo antagonista beta7 de la invencion.

|
|

|

En un aspecto, la invencion suministra vectores que comprenden un acido
-l . . r

nucleico de la invencién.

1
1

Un vec‘gtor puede ser de cualquier tipo, o por ejemplo un vector recombinante tal
como un vector de expresion. (Cualquiera de una variedad de células huéspedes
se puede utilizar. En una modalidad, la célula huésped es una célula procariética,
por ejemplo, E. coli. En una| modalidad, una célula huésped es una célula
eucari()tica, por ejemplo, una céjula de mamifero, tal como una célula de ovario de
hémsteﬁ chino (CHO).

En un as}pecto, la invencion suml\nistra métodos para elaborar un antagonista de la
invenci()r\). Por ejemplo, la invencién suministra un método para elaborar un
anticuerp‘lo antagonista beta7 (el cual, como se define aqui incluye la longitud
completa.o fragmentos de éstos) \dicho método comprende expresar en una célula
huésped adecuada a un vector rLcombinante de la invencion que codifica dicho
anticuerpé (o un fragmento de éstle), y recupera dicho anticuerpo.

En un aspéc’to, la invencion suministra un articulo de manufactura que comprende
un recipiehte; y una composicion| contenida dentro del recipiente, en donde la
composicién comprende uno o |mas anticuerpos antagonistas beta7 de la
invencion. En una modalidad, la composicién comprende un acido nucleico de la
invencion. En una modalidad una| composicion que comprende un anticuerpo
antagonista' ademas comprende un vehiculo el cual en algunas modalidades en

farmaceéuticamente aceptable. En una modalidad, un articulo de elaboracién de la

|
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|
|

invencion comprende ademas instrucciones para administrar la composicion (por
ejeirnplo, el anticuerpo antagonista al sujeto).
‘\

En hn aspecto, la invencion| suministra un kit que comprende un primer recipiente
que“ comprende una composicion que comprende uno o0 mas anticuerpos
antagonistas beta7 de la inyencidn; y un segundo recipiente que comprende un
amortiguador. En una modaITdad el amortiguador es farmacéuticamente aceptable.
En una modalidad, una composicion que comprende un anticuerpo antagonista,
comprende ademas un | vehiculo, que en algunas modalidades es
farmacéuticamente aceptable. En una modalidad, un kit comprende ademas,
instrucciones para administrar la composicién (por ejemplo, el anticuerpo
antadonista) a un sujeto.

|
|

Las iﬁtegrinas beta7 y sus ligandos, son variadamente expresados en estados de
enfermedad [la expresion del MAdCAM-1 sobre el endotelio del intestino se
incren?enta en sitios de inflamacion de mucosa en pacientes con enfermedad
inflam?toria del intestino (UC y CD) y una lamina propia coldnica de pacientes UC
y CD, también muestra células CD3+ y a4b7+ incrementado comparados con los
controles IBS (ver Souza H., et al., Gut 45:856 (1999)). La expresién MAdCAM-|
se observd que estaba asociada con una inflamacion en el tracto portal en
enfermedades del higado yjpuede ser importante en el reclutamiento de
alfadbeta? mas linfocitos, al hi

19(6):509-18 (1999)) MAdCAM-1 sobre vasos hepaticos soporta la adhesion e
Iinfocitoé a4b7+ de pacientes

ado durante la inflamacion. (Hillan, K., et al., Liver.

con IBD y colangitis esclerosante primaria. La
i-MAdCAM-1, anti-alfadbeta? fue inhibida por los
anticue‘rpos anti-MAdCAM-1, 4nti-alfa4beta7 o anti-alfa4. (Grant AJ. et al.,
HepatoIQQy. 33(5): 1065-72 (20‘01)). El MAdACAM-1, VCAM-1 y E-cadherina se

expresa 'en células endoteliales|del cerebro y/o sobre microvasos en el sistema

i
adhesion fue medida por el an
|

nervioso central inflamado. Las| integrinas beta7 contribuyen a la enfermedad
desmielinizante del SNC (Kanwar et al., J. Neuroimmunology 103, 146 (2000)). La
expresion de alfadbeta7 fue significativamente superior en el LPL del CD que en
los controles o pacientes con UC (Oshitani, N. et al., International Journal of
Molecule . Medicine 12, 715-719 (2003)). Los pacientes IEL de CD pueden ser
estimulados cronicamente y el reclutamiento de la periferia ((Meresse, B., et al,,
Human Irﬁmunology, 62, 694-700| (2001)). En la enfermedad del higado humano

las célulaé T alfaEbeta7 (CD4+ y CD8+) son acumuladas preferencialmente en los
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hibados humanos donde|la E-cadherina se expresa sobre los hepatocitos y el
eQiteIio del ducto bilial (Shimizu, Y., et al., Journal of Hepatology 39, 918-924
(2003)). En pancreatitis crEnica las células T CD8+ mas CD103+, analogas a los
Iinfocitos intraepiteliales del intestino, infiltran el pancreas en pancreatitis cronica
((Matthias, P., et al., Am|J Gastroenterol 93:2141-2147 (1998)). La regulacién
positiva del alfaEbeta? se encontr en pacientes eritematosos de lupus sistémico
con involucramiento epitelial especifico (Pang et al., Arthritis & Rheumatism
41:“1456-1463 (1998)). En el sindrome de Sjogren, las células T CD8+alfaEbeta7
se :adhieren y mata las céITIas epiteliales acinara al inducir apoptosis (Kroneld et
al.,“Scand J Rheumatol 271215- 218, 1998). La integrina alfadbeta7 y alfaEbeta7
juega un papel en el epidermotropismo de la célula T, durante la inflamacion de la
piel‘\y contribuye al rechazo de aloinjerto de piel (Sun et al., Transplantation 74,
120?, 2002). Teraki y Shiohara mostraron expresion preferencial de la integrina
aEc‘? sobre las células T CD8+ en epidermis consoriacis (Teraki and Shiohara, Br.
J. Dérmatology 147, 1118, 2002). Los linfocitos T de espoto son activados por los
IEL kCD69+CD103+) es asma, COPD y sujetos normales (Leckie et. al., Thorax
58, 23, 2003). CD103+ (aéb7+) el CTL se acumula con el epitelio de injerto
durante, el rechazo del renal clinico ((Hadley et al., Transplantation 72, 1548,
2001“). Asi, en un aspecto, Ig invencién suministra el uso de un anticuerpo beta7
antabolista beta7 para inhibill en la interaccion integrada y obligando beta7, para
redu¢ir o aliviar la enfermedaL, tal como una o mas de los estados de enfermedad
anteriprmente descritos. En upa modalidad, el anticuerpo de la invencion se utiliza
en la preparaciébn de un llnedicamento para el tratamiento terapéutico y/o
profiléctico de una enfermede, tal como enfermedad inflamatoria que incluye sin
Iimita#ién enfermedad inflamatoria del intestino (tal como enfermedad de Crohn y
colitis ‘\ ulcerativa), enfermedad inflamatoria del higado, inflamacién del SNC,
pancreatitis cronica, lupus sistémico eritematoso, sindrome de Sjogren, soriasis e
inﬂacién de la piel, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD),
enferrr‘pedad pulmonar interstic[:al, alergia, enfermedad auto inmune, rechazo de
transpl“ante, rechazo de injerto renal, enfermedad de injerto versus huésped,

diabetes y cancer.

En un e‘?specto, la invencion suministra el uso de un acido nucleico de la invencidn,
en la 'preparacibn de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o
profilactico de una enfermedaj!, tal como un trastorno inmune (tal como auto

inmune, o inflamatorio) sin limitacién, y de la enfermedad inflamatoria del intestino

!
|
i

i
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(tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa) y la reaccion alérgica (tal
como los trastornos del sistema respiratorio, la piel, articulaciones, asma alérgico,
y otros 6rganos afectados| por la reaccion alérgica mediada por una integrina que
cdntiene beta7).

L

|

Enll un aspecto, la invencion suministra el uso de un vector de expresion de la
invencion en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o
prqfiléctico de una enferrrledad, tal como un trastorno inmune (tal como auto
inrﬁune o inflamatorio) sin \imitacién, la enfermedad inflamatoria del intestino (tal
corho la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa), y la reaccién alérgica (tal
corﬁo los trastornos del sistema respiratorio, la piel, las articulaciones, y otros
()rgénos afectados por la reaccion alérgica mediada por la integrina que contiene
beta?).

|

|
En ‘}m aspecto, la invencidn suministra el uso de una célula huésped de la
invepcién, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento terapéutico
y/o profilactico de una enfermedad, tal como un trastorno inmune (tal como auto
inmune o inflamatorio) que|incluye sin limitacion, enfermedad inflamatoria del
intesiino (tal como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa), y la reaccion
alérgica (tal como el trastorrllo del sistema respiratorio, la piel, articulaciones, y
otros, drganos afectados por| la reaccién alérgica mediada por la integrina que
contiene beta7.

|

|

En uq aspecto, la invencién suministra el uso de un articulo de elaboracion de
manufactura de la invencién en la preparacién de un medicamento para el
tratam{iento terapéutico y/o profilactico de una enfermedad, tal como un trastorno
inmuné (tal como auto inmune, o inflamatorio), que incluye sin limitacion,
enfermedad inflamatoria del intestino (tal como la enfermedad de Crohn o colitis
ulceratﬁva),y reacciones alérgicas (tales como los trastornos del sistema
respiratorio, piel, articulaciones y otros 6rganos afligidos por reaccion alérgica
mediaqa por integrina que contiene beta7).
‘\

En un aspecto, la invencién suministra el uso de un kit de la invencién en la
preparaicién de un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o profilactico de
una en‘lfermedad, tal como UL trastorno inmune (tal como auto inmune, o

inflamatorio), que incluye sin IirrLitacién, enfermedad inflamatoria del intestino (tal

X
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como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerativa),y la reaccion alérgica (tales
como los trastornos del sistema respiratorio, piel, articulaciones y otros érganos

afeoiados por la reaccion alérgica mediada por integrina que contiene beta7).

|
|

|

La invencion suministra métodos y composiciones Utiles para la modulacion de
estados enfermedad que tiene que ver con la desregulacién del proceso de
interécci()n célula-célula mediado por integrina beta7, Las integrinas beta7, estan
involdcradas en multiples funciones bioldgicas vy fisiolégicas, que incluyen, por
ejemf);lo, trastornos inflamatoLios y reacciones alérgicas. Asi, en un aspecto, la
invenf;:ién suministra un méJodo que comprende administrar a un sujeto un

anticuerpo de la invencion.

}
1}
}

En un\l aspecto, la invencion [suministra un método para inhibir la inflamacién
mediaqa por integrina beta7, dicho método comprende poner en contacto una
célula o tejido con una cantid;d efectiva de un anticuerpo de la invencion, por
medio o}el cual la interaccion dgl linfocito o la célula B, y que se une a una célula
que expt‘lresa integrina beta7 se inhibe.

}
|

En un aspecto, la invencion suministra un método, para tratar una condicion
patologica asociada con la desr gulacion de la integrina beta7 que se unen un
sujeto. Dicho método comprender administrar al sujeto una cantidad efectiva de

anticuerpo de la invencién, por medio de la cual, dicha condicion es tratada.

i
i

En un as“pecto, la invencién suministra un método, para inhibir la unién de un
linfocito ql{ue expresa un ligando|de integrina beta7 (tal como una célula que
expresa MAdCAM, VCA,, E-cadherina o fibronectina) a una célula que expresa la
integrina beta? (tal como intngtna alfadbeta7 o alfaEbeta7), dicho método
comprendél poner en contacto dicha célula con un anticuerpo de la invencion,
inhibiendo ‘sje ésta manera, o evitando la adicién de las células. Y originando una

reduccion de la reaccion inflamatoria.

%
}
i

En un aspécto, la invencién suministra un método para tratar o prevenir, un
trastorno infiamatorio asociado con la expresion incrementada o la actividad de la
integrina befa?, o la interaccién incrementada entre una‘integrina beta7 sobre una
celula, y un receptor de integrina beta7 sobre otra célula, dicho método comprende

administrar a?‘ un sujeto necesitado de tal tratamiento una cantidad efectiva de un
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\
apticuerpo de la invencidh, tratando de ésta manera efectivamente o previniendo
dﬁcho trastorno inflamatorio. En una modalidad, dicho trastorno inflamatorio es
enfermedad inflamatoria del intestino (IBD). En otra modalidad, dicho trastorno
ir#flamatorio es una reaccion alérgica.

|
Los métodos de la invencion se pueden utilizar para afectar cualquier estado
patologico adecuado, como por ejemplo, células, y/o tejidos asociados con la
desregulacion de la senda de unién de la integrina beta7. Las integrinas beta?7,
son expresadas primariamente sobre leucocitos (Tidswell, M. et al. (1997) supra).
En una modalidad, un leucocito es apuntado en un método de la invencion que se
evita de la union a una célula que expresa un ligando, de una integrina beta7. Por
ejc?mplo, un linfocito intra-epitelial, que expresa E-cadherina se evita, de acuerdo
cop la invencion, de la unidn de una célula que expresa alfaEbeta7 por medio de
un anticuerpo anti-beta7 antagonista. Las células que expresan MAdCAM, VCAM-
1 o fibronectina, se evitan mediante un anticuerpo anti-beta7 antagonista de la
invlencién de la unidn de un leucocito que expresa alfadbeta7.

|
Los métodos de la invenL;ién, pueden ademas comprender en las etapas de
tratamiento adicionales. Por ejemplo, en una modalidad, el método comprende
ademas una etapa en donde la célula blanco y/o el tejido (por ejemplo, una célula
endotelial del recubrimiento intestinal) expone a un anticuerpo anti-TNF o un
agefnte terapéutico de molécula pequefia que incluye sin limitacion los compuestos
5-AISA (que incluyen sin limitacion).

Como se describié aqui,| las integrinas beta7, median procesos bioldgicos

- . -
importantes, cuyas desregulaciones conducen a numerosas condiciones

patélégicas. De acuerdo con esto, es una modalidad o método de la invencién, la
célula que apuntada (por ejemplo, una célula endotelial) es una en la cual la
adhesion de una célula que|expresa un ligando de integrina beta7 de la integrina
beta7 (donde la célula, puede ser sin limitacion, un linfocito, y el ligando puede ser
MAJCAM, VCAM, o E-caderina), se rompe, inhibe, o evita comparado con las
células en la ausencia de Jos antagonistas anti-beta7 de la invencion. En una
modfllidad, un meétodo de lajdimension inhibe el retorno al linfocito, y viviendo de
ésta manera la inflamacion del sitio de la expresion de integrina beta7. Por

|
ejemplo, el contacto con up antagonista de la invencion, puede resultaren la
l

o0



incapacidad de la célulaja adherirse a una célula que expresa un ligando de una
ibtegrina beta?.

l

|

BREVE|DESCRIPCION DE LOS PROBLEMAS

|

|

Lés figs. 1Ay 1B describen el alineamiento de las secuencias de la luz variable y
las cadenas pesadas paLa lo siguiente: la secuencia de consenso Kapa 1, del
siubgrupo mano de cadena ligera (fig. 1A SEQ ID NO: 23), la secuencia de
consenso subgrupo Il hLmano de cadena pesada (Fig. 1B, SEQ ID NO:24),
calidena ligera variable de\- anticuerpo beta7 anti-ratéon de rata (Fib504) (Fig. 1A,
SI*I:'Q ID NO: 10), cadena pesada variable de anticuerpo beta7 de anti-raton de rata
(Fib504) (cis Fig. 1B, SEQ ID NO: lI), y variantes de anticuerpo humanizado:
calldena variable ligera dejinjerto hu504K humanizado (Fig. 1A, SEQ ID NO: 25),

e injerto (Fig. 1B, SEQ ID NO: 26), variante hu504.5

(val}riaciones de aminoacido del injerto hu504K humanizado, se indica en la Fig. 1A

cadena pesada variable

(cadena ligera) y Fig. 1B (cadena pesada) para las variantes hu504.5, hu504.16, y
hu‘$04.32. Las sustitucionet de aminoacido adicionales en el HVR-H1 y HVR-H2
del' injerto hu504K que resultaron en los anticuerpos de unidén beta7 estan
indicados en la Fig. 1C.

|
|

Las Figs. 2A 'y 2B, describen la secuencia de longitud completa de la cadena ligera
de #ecuencia del subgrupo lll de consenso humano (Fig. 2A, SEQ ID NO: 27) y la
cadena pesada (Fig. 2B, SEQ ID NO: 28). Los HVR estan subrayados.
l\
Las figs. 3A y 3B, describen la secuencia de longitud completa de las regiones
hipe[p"variables Fib504 de rata que contienen injerto humanizado 504(como se
describio aqui), insertado en la cadena ligera de secuencia consenso capa |
huména (Fig. 3A, SEQ IDJNO: 29) y en la cadena pesada de la secuencia
consenso subgrupo HlI humano (Fig. 3B, SEQ ID NO: 30). Los HVR estan
subréyados.
l\

Las figs. 4A y 4B describen|la secuencia de longitud completa del injerto 504K
huma‘\nizado en el cual la posicion 49 de la cadena ligera del injerto hu504 es una
substitucién Y49K. La cadeng ligera hu504Kgraft se describe mediante la SEQ ID
NO: %1 y la cadena pesada hu504Kgraft se describe mediante la SEQ ID NO: 30.

Los HVR estan subrayados.

|
[

Vb
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Las figs. 5A y 5B, describen la secuencia de secuencia de longitud completa del
injprto hu504K-RF en cuyas posiciones 71 y 78 de la cadena pesada del injerto
hu504 esta una substitucion A71R y unas substitucion A78F proveniente de la
se%:uencia hu504Kgraft. La cadena ligera de injerto hu504K-RF, se describe.
médiante la SEQ ID NO: 31, y la cadena pesada de injerto hu504K-RF, se
de#cribe mediante la SEQ ID NO: 32. Los HVR estan subrayados.

Las figs. 6A y 6B, describLn la secuencia de longitud completa de la variante
hu5‘Q4.32 que comprende la cadena pesada del injerto hu504K-RF (SEQ ID NO:
32) 'y las substituciones TB‘*D y Y32L, en la cadena ligera del hu504Kgraft (SEQ
ID NiO: 33). Los HVR estan subrayados.

l
|

La fié. 7A - lafig. 7B y la fig. 8A — la fig. 8B, describen secuencias de estructura de
consenso humana aceptadorLs de ejemplo, para uso en la practica de la presente

invencién con identificadores de secuencia conocidos:

|
|
|

‘\ Estructuras de consenso ligeras variables (VL) (FIG. 7 A, B)

|
|

Estruc#tura de consensos subgrupo |, capa VL humano (SEQ ID NO: 14)

Estructura de consensos subgrupo |, capa VL humano menos extendida HVR-L2
(SEQ ID NO: 15)

Estruc{‘ura de consensos subgrupo Il, capa VL humano (SEQ ID NO: 16)
Estructura de consensos subgrupo lll, capa VL humano (SEQ ID NO: 17)
Estruct1ura de consensos subgrupo IV, capa VL humano (SEQ ID NO: 18)

Las regiones sombreadas representan cadenas ligeras HVR (indicados como LI,
L2,y L?%).

1
I

. Estructuras de consenso pesadas variables (VH) (FIG. 8A, B)

}

Estructu;{a de consensos subgrulo I, VH humano, menos CDR kabat (SEQ ID NO:
19) |

Estructuﬁa de consensos subgrupo I, VH humano, menos las regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 20-22)

Estructuré de consensos subgrupo Il, VH humano, menos CDR Rabat (SEQ ID
NO: 48)
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l*\ Estructura de consensos subgrupo Il, VH humano, menos las regiones
‘hipervariables (SEQ ID NOs: 49-51)

Estructura de consensog subgrupo I, VH humano, menos los CDR kabat (SEQ ID
NO: 52)

Estructura de consensos subgrupo Ill, VH humano, menos las regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOs:53-55)

La estructura aceptadora VH humana, memos los CDR kabat (SEQ ID NO: 56)

LLa estructura aceptadora VH humana, menos las regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID NOS! 57-58)

La estructura aceptadora 2 VH humana, menos los CDR kabat (SEQ ID NO: 59)

Lé estructura aceptadora 2 VH humana, menos las regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID NOs: |60-62)

|
|

Las figs. 9A y 9B despiden una secuencia de aminoacido de las cadenas variables
de‘\l anticuerpo Fib504 betéL? de integrina anti-raton de rata, reducido mediante el
hibridoma ATCC HB-293. |Los HVR estan subrayados. La cadena ligera variable

se. describe en la Fig. 9A (SEQ ID NO: 12), y la cadena pesada variable se
describe en la Fig. 9B (SEQ ID NO: 13).

|
|

La fig. 10A describe posiciones de aminoacido en la cadena pesada de varias
sechencias de consenso (subgrupos hu I-lll). La secuencia de consenso utilizada
paré el desarrollo del anticuerpo anti-HER2 Herceptin®, las estructuras Fib504 de
rata, y hu504-RL y hu504-RF se describen en los ejemplos aqui. La Fig. 10B es
una:gréfica de barras que muestra la unién relativa del anticuerpo alfadbeta7 a
hu5(#4graﬁ y el anticuerpo hu504Kgraft como una funcién de la estructura "RL" o
"RF" como se describio en ellejemplo una parte.

|
i

Las lfigs.11A-11C. La fig. 11A tabula los cambios HVR que resultan de la
madu\‘racién de afinidad desarrollada al ofrecer un rango limitado de las
sustituciones de aminoécido| en la variante hu504.16. Los resultados son de
librerias con los HVR individualmente modificados en la variante hu504.16, como
se describid en el ejemplo 2 aqui. Las abreviaturas del aminoacido de las cajas
son arl‘jninoécidos encontrados| mas frecuentemente en los anticuerpos que unen
beta7 \(anticuerpos seleccionados fago). Las figs. 11B y 11C, son graficas de
barras.de los resultados de la fig. 11A que indica el nimero y el tipo de sustitucion

de aminoacido en la variante hu504.16 (cadena ligera, Fig. 11B; cadena pesada,
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. Fig. 11C), detectable mediante mutagénesis y métodos de seleccion del ejemplo

}

2.

'La fig. 12 tabula los resultados de la maduracién de afinidad desarrollada al
ofrecer un amplio rango|de posibles sustituciones de aminoéacido en los HVR de la
l*\variante' hu504.32 como se describié en el ejemplo 2. Las cajas sombreadas
indican al aminoacido |que se detectdé mas frecuentemente en anticuerpos
@etectados como anticuerpos de unién beta7, mediante la mutagénesis y los

metodos de seleccion de| ejemplo 2.

La fig. 13 describe las secuencias HVR del Fib504 anti-rata (ATCC-293), y el
cﬁonsenso humano (columnas izquierdas). Ejemplos de las substituciones de
aminoacidos observadas para cada posicion HVR (no significan que sean
Iir‘,nitantes), mediante los |ensayos descritos en los ejemplos (substituciones de
ar%winoécido observadas mediante aleatorizacion de aminoacido suave, exploracion
de substitucion de aminoacido amplio, y exploracion de substitucion de
anHinoécido limitado), se muestran a la derecha, (un método util para modificar los
H\;’R para la humanizacirgn, aplicable a variantes de la presente invencion, se
encuentran en la solicitud |US Serial No. 60/545,840, presentada en Febrero 19,
20@4)
\

La fig. 14 es una representacion grafica de ejemplo de la figura Fib504 y la
variante de un anticuerpo variante al MAdCAM como una funcion de la
con%:entracién del anticuerpo como se describid en el ejemplo 3. Se determinaron

los valores ICs e ICq para los anticuerpos determinados.

La fi\\g. 15 describe la secue\‘rcia de aminoacido HVR de cadena ligera y pesada
para, el anticuerpo anti—beta'/L 504.32R con respecto a la posicion de acuerdo al
sistema de numeracion Raba\t en un sistema de numeracion relativo (A-F) para los
seis HVR del anticuerpo. Los animodacidos en las posiciones 71, 73, y 78 de la
regioh FR3 de cadena pesada también se describe. Las sustituciones de
aminoacido Utiles también se listan para muchas de las posiciones en los HVR de
la reg';lc'm FR3 de cadena pesada.

|
l

La fig. 16 muestra unas graficas de barras de la capacidad relativa de los
anticugrpos 504.32M y 504.32R, para bloquear el retorno de las células T radio
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. Mmarcadas al colon de ratones que experimentan enfermedad inflamatoria del
. higado.

‘ MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

. La invencion suminist f metodos, composiciones, kits y articulos de elaboracion
. para identificar y/o utili

ar inhibidores de la celda se sefalizaciéon beta7.
|

|

|
- Los detalles de éstos métodos, composiciones, kits y articulos de elaboracion se
. suministran aqui.

|
|

}
‘"Técnicas Generales
|

|
|

La practica de la presente invencion empleada, a menos que se indique otra cosa,

11 . . . rs . r .
tecnicas convencionales de biologia molecular (que incluyen técnicas
|

recombinantes), microbi%lo
|

gia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que
hacen parte del conocirL1

iento del experto. Tales técnicas son completamente
explicadas en la literatura, tales como "Molecular Cloning: A Laboratory Manual",

second edition (Sambrook et al., 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait,
ed., 1984); "Animal Cell Culture" (R. |

. Freshney, ed.,1987); "Methods in
E\lnzymology" (Academic ILress, 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"

(F*.erbal Bernard V., 1988); "Phage Display: A Laboratory Manual" (Barbas et al.,
|
2001).

|
|

Definiciones

|

}

Po} "subunidad beta7" o "subunidad 7", significa una subunidad de integrina B7
hurﬁana (Erie et al., (1991)|J. Biol. Chem. 266:11009-11016). La subunidad beta?
se asocia con la subunidad de integrina alfa4, tales como la subunidad a4 humana
(Kilger and Holzmann (199 ) J. Mol. Biol. 73:347-354). La integrina alfadbeta7, se
expfesa en la mayoria de Io\s Infocitos maduros, asi como también una poblacién
peqli\lJeﬁa de timocitos, células de médula 6sea y células madre. (Kilshaw and
Murant (1991) Eur. J. Immunpl.21:2591-2597; Gurish et al, (1992) 149: 1964-1972;
and Shaw, S.K. and Brenner, M.B. (1995) Semin. Immunol. 7:335). La subunidad
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| beta7 también se aspcia con la subunidad alfaE, tal como la subunidad de
integrina alfaE humana (Cepek, K.L, et al. (1993) J. Immunol. 150:3459). La
integrina alfaEbeta7 es expresada sobre los epitelios linfocitos intra-intestinales
(los ilEL) (Cepek, K.L. (1993) supra). La subunidad beta7 que se une al anticuerpo
’ anti-beta7 humanizado de la invencién puede ser de ocurrencia natural y puede
~ ser soluble o localizada a la superficie de la célula.

Mediante "dubunidad alfaE" o "subunidad integrina alfaE" o " subunidad aE" +o
’ "subunidad de integrina aE" o "CD 103" significa una subunidad de integrina
. encontrada para estar| asociada con la integrina beta7 sobre los linfocitos intra-

epiteliales, cuya integrina alfaEbeta7 media la unién de los iEL al epitelio intestinal

que expresa la E-cadherina (Cepek, K.L. et al. (1993) J. Immunol. 150:3459;
‘ Shaw, S.K. and Brenner, M.B. (1995) Semin. Immunol. 7:335).

Los "MAdCAM" o "MAdCAM-I" se utilizan intercambiablemente en el contexto de
~la presente invencién,| y se refieren a la molécula 1 de adhesion de célula de
\ adresina mucosal de proteina, que es polipéptido de cadena simple que
' comprende una cola citoplasmatica corta, una regiéon de transmembrana u una

secuencia extracelular compuesta de tres dominios similares a immuno globulina.

Los cDNAs para MAdCAM-1 de murino, humano y macaco, han sido clonados

\(Briskin, et al, (1993)| Nature, 363:461-464; Shyjan et al, (1996) J. Immunol.
. 156:2851-2857).

Los “VCSM-1” o “la molécula 1 de adhesién celular vascular” “CD106” se refieren
{

| a un ligando de alfadbeta7 y alfadbetal, expresado sobre endotelio activado e
' importantes endotelaciones de leucocito endotelial tales como la unién y la

trasmigracion de leucogitos durante la inflamacion.

\ La “E-caderina”, se refiere a un miembro de la familia de las caderinas, en donde
lIa E-cadherina se expresa sobre las células epiteliales. La E-cadherina es un
ligando de Ila integrina alfaEbeta7, y media la union del alfaEbeta7 expresado en
iIEL al epitelio intestinal, aunque su funcién en el retorno de linfocito no es clara

i (expresion de E-cadherina es regulada positivamente por el TGF-beta1).
|

“Fibronectina” se refiere a la fibronectina que esta involucrada en la reparacion del

tejido, embriogénesis, coagulacion de la sangre, y migracion/adhesion de célula.
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|

Este sirve como un ligador en el ECM (matriz extracelular), y como dimero
pncontrado en el plasma (fibronectina de plasma). La forma del plasma, se
sintetiza mediante los hepatocitos, mientras que la forma ECM se hace mediante
fibroblastos, condorcitos, células endoteliales, macréfagos, asi como también
¢ieﬂas células epiteliales. En éste contexto, éste interactia con la integrina
alfadbeta?, para mediar aspectos del retorno o adicién del linfocito. La forma ECM
de la fibronectina, sirve como una molécula de adhesién celular general, mediante
oiélulas ancla al colageno o a los sustratos de proteoglican. La fibronectina,
también puede servir para organizar las interacciones celulares con el ECM al unir
al\ diferentes componentes de la matriz extracelular y a los receptores de
fibronectina unidos a membrana sobre las superficies celulares. Finalmente, la

|

fibronectina es importante en los eventos de migracién de célula durante la

embriogénesis.
|
|

“L‘?s trastornos inflamatarios gastrointestinales” son un grupo de trastornos
crénicos que originan la ilLﬂamaci()n y/o ulceracién en la membrana de mucosa.
Esﬁtos trastornos incluyen Lor ejemplo, enfermedad inflamatoria del intestino (por
ej?mplo enfermedad de Grohn, colitis ulcerativa, colitis indeterminada, y colitis
. infectiva), mucositis (por| ejemplo, mucositis oral, mucositis gastrointestinal,
mdcositis nasal y proctitis), lenterocolitis necrotizante y esofagitis.
|
“Enfermedad inflamatoria del intestino” o “IBD” se utiliza intercambiablemente aqui
paré referirse a enfermedades del intestino que originan la inflamacion y/o
ulce‘\racién e incluyen sin limjtacion la enfermedad de Crohn, y la colitis ulcerativa.
|

‘La \v{enfermedad de Crohn (CD)” o “Colitis ulcerativa (UC)” son las enfermedades
crén‘\icas inflamatorias del intestino de etiologia desconocida. La enfermedad de
Crohn, a diferencia de la colitis ulcerativa, puede afectar cualquier parte del
inteétino. La caracteristica mas prominente de la enfermedad de Crohn es el
engrbsamiento edematoso rajizo-purpura granular de la pared del intestino. Con el
desarrollo de la infeccion, lestos granulomas, a menudo pierden sus bordes
circuhscritos y se integran con el tejido circundante. La diarrea y la instruccion del
intes‘ﬁino son las caracterislicas clinicas predominantes. Como con la colitis
ulcerativa, el curso de la enffrmedad de Crohn puede ser continuo o relaxante,
medié 0 severo, pero a diferencia de la colitis ulcerativa, la enfermedad de Crohn

no es“, curable, mediante recjepci()n del segmento involucrado del intestino. La



44

|
|
‘mayoria de los pacientes con enfermedad de Crohn requiere cirugia en cualquier
punto, pero el relapsus subsecuente es comun y el tratamiento médico continuo es

usual.
|

\La enfermedad de Crohn puede involucrar cualquier parte, desde el tracto
lalimentario, desde la boca hasta el ano, aunque tipicamente éste aparece en las
regiones ileocolica ﬂgel intestino  delgado, o del anorectal-colénica.
Histopatolégicamente, la enfermedad se manifiesta mediante granulomatomas
El
inflamatoria es mezclado, que consiste de linfocitos (tanto de células T como de
q:élulas B), células de p

discontinuos, accesos

encriptados, fisuras y Uulceras aftosas. infiltrado

asmas, macréfagos, y neutréfilos. Existe un incremento

<\1esproporcionado en Itjas células de plasma que secreta IgM- y IgG, los

rinacréfagos y los neutréfilos.

|
Drogas antiinflamatorias sulfasalazina y acido 5- aminosalicilico (5-ASA) son Uutiles

l - . . :
para tratar la enfermedad crénica de Crohn y estd cominmente prescrita para

mantener la remision de la enfermedad. El metroidazol y ciprofloxacina son

similares en la eficacia a |a sulfasalazina y parecen ser particularmente Utiles para

el tratamiento de enfermedad perianal. En casos mas severos, los corticosteroides

son efectivos para tratar

remision. La azatriopina

las exacerbaciones activas y pueden mantener aun la

y la 6-mercaptopurina también han mostrado éxito en

pgcientes que requieren administracién crénica de corticoesteroides. También es

ppsible gque estas droga

Désafortunadamente, pue

s jueguen un papel en la profilaxis de largo plazo.

de ser una demora muy larga (hasta de 6 meses) antes

|
del efecto de accion en alg
l

Junos pacientes.

Las drogas antidiarreicos también suministran alivios sintomaticos en algunos

| . . .. . .
pacientes. La terapia nutricional o la dieta elemental pueden mejorar el estado

nutricional de los pacientes e inducir mejora sintomatica de la enfermedad aguda,

pero esto no induce remisiones clinicas sostenidas. Los antibidticos son utilizados

para atacar sobrecrecimiento secundario bacterial en el intestino delgado y

tratamiento de complicaciones piogénicas
|

La'\ “colitis ulcerativa (UC)"| aflige el intestino grueso. El curso de la enfermedad

puede ser continuo o relapsante, medio o severo. La lesién mas temprana es una

infiltracion inflamatoria cor
|

formacion de acceso en la base de las criptas de

\

\




| Lieberkuhn. La coalescencia de estas criptas distendidas y separadas tiende a
. separar la mucosa |traslapante de su suministro de sangre, conduciendo a
ulceracion. Los sintomas de la enfermedad incluyen espasmos, dolor abdominal
inferior, sangrado lectal y descargas frecuentes sueltas que consisten
principalmente de seLngre, pus y moco con particulas fecales escasas. Una

colectomia total se puede requerir para una colitis aguda, severa o crénica, no
- remitiente.

l Las caracteristicas clinicas de la UC son altamente variables, y la afectacion
. ataque puede ser insidiosa o adulta, y puede incluir diarrea, tenesmus y sangrado
. rectal relaxante con involucramiento fulminante del colon completo,. Megacolon
toxico, y puede ocurrir una emergencia que amenace la vida. Las manifestaciones
. extraintestinales incluyen artritis, pioderma gangrenoum, uveitis, y eritrema
11 nodosum.

1 .

l\ El tratamiento para la UC incluye sulfasalazina y drogas relacionadas que
‘lcontienen salicilato para casos medios y drogas corticosteroides en casos
‘severos. La administral;i()n topica de los salicilatos o de los corticosteroides es
‘lalgunas veces efectiva} particularmente cuando la enfermedad esta limitada al
l\intestino distal, y esta asociada con la dilucién de efectos colaterales comparados
con el uso sistémico. C})n mediciones de soporte tales como la administracion de
hierro y agentes antidiarreicos es algunas veces indicada. La azatioprina, 6-
mercaptopurina y metotrexato son algunas veces también prescritos para uso en

casos refractarios dependientes de corticosteroides.
|
!

WUna “modificacion” de un|residuo /posicion de aminoacido, como se utiliza aqui, se
r%efiere a un cambio de una secuencia de aminoacido primaria comparada con la
secuencia de aminoécidép de partida, en donde el cambio da como resultado de
u{na alteracion de la secuencia que involucra dicho residuo/posiciones de
abinoécidos. Por ejemplo, las modificaciones tipicas incluyen la sustitucion del
residuo (o en dicha posiciéon) con otro aminoacido (por ejemplo una sustitucion
cc}nservadora y no conservadora), inserciébn de uno o mas (generalmente menos
déi 5 o 3) aminoacidos adyacentes a dicho residuo/posicién, y la supresion de
dicho residuo/posicién. Una “sustitucion aminoacido”, o variacion de este, se
refiere al reemplazo de UJ residuo de aminoacido existente en una secuencia de

aminoacido predeterminada (de partida) con un residuo de aminoacido diferente.

<
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' En general y preferiblemente, la modificacion da como resultado la alteracion de al

“menos una actividad fisicobioquimica de los polipéptidos variantes comparados

“con un polipéptido que |comprende la secuencia de aminoacido de partida para (o

|
“tipo silvestre”). Por ejemplo, en el caso de un anticuerpo, una actividad
|

fisicobioquimica que se altera puede ser la afinidad de unién, capacidad de unién

\y/o el efecto de unién luego de la molécula blanco.

)

[El término “aminoécido’J dentro del alcance de la presente invencién se utiliza en

'su sentido mas amplio y significa y pretende incluir los La-aminoacidos o residuos

de ocurrencia natural. Las abreviaturas cominmente utilizadas de una a tres letras

|
para los aminoacidos de ocurrencia natural también se utilizan aqui (Lehninger,
|

A.L. Biochemistry, 2d ed.,
1975). El término incluye

quimicamente modificados

pp. 71-92, (Worth Publishers, New York, New York,
los D-aminoacidos asi como también los aminoacidos

tales como analogos de aminoacido, los aminoacidos

de ocurrencia natural que no son usualmente incorporados dentro de las proteinas

tales como la norleucina y los compuestos quimicamente sintetizados que tienen

|
r.?ropiedades conocidas Jn

la técnica por ser caracteristica de un aminoacido. Por

ejemplo, los analogos o miméticos de fenilalanina o prolina, que permiten la misma

fision conformacional de compuestos de péptido como Phe o Pro estan incluidos

dentro de la definicién de aminoacido. Tales analogos y miméticos se denominan

aqui “equivalentes funciohales” de un aminoéacido. Otros ejemplos de aminoacido
estan listados por Roberts y Vellacio, The peptides: Analisis, Sintesis, Biology,
Gross and Meiehofer, Eds., Vol.5, p. 341 (Academia Press, Inc., New York, New

Ylork, 1983), que se incorpora aqui en la referencia. Donde se utiliza una letra
\

silmple para designar uno de los aminoacidos de ocurrencia natural, las

designaciones son como|se encuentran comdnmente en la literatura relevante

(ver, por ejemplo, Alberts,
Publishing, Inc. 1994, page
|

B. et al. Molecular Biology of Cell, 3rd ed., Garland
57).

Un anticuerpo “aislado” les aquel que ha sido identificado y separado y/o

recuperado de un componente de su medio ambiente natural. Los componentes

contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con el

|
diqgnéstico O Uusos terapé

uticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,

hormonas y otros solutos proteindceos o no proteinaceos. En modalidades

preferidas, el anticuerpo se

determinado mediante el n
|

ra purificado (1) a mas del 95% del peso del anticuerpo

1étodo Lowry, y mas preferiblemente mas del 99% en
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' peso (2) a un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia

' de aminoacido N-termiLaI o internal mediante el uso de un secuenciador de copa

' gigante (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE bajo condiciones
' reductoras o no reductclras utilizando azul coomassie o, (3) preferiblemente, trio de
“plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de las células
‘recombinantes aunque al menos un componente del ambiente natural del
.anticuerpo no estara plesente. De manera ordinaria, sin embargo, el anticuerpo
aislado se preparara me!diante al menos una etapa de purificacion.

El término “enumeracion del dominio variable como en Kabat” o “numeracién de la
bosicién de aminoacido| como en Kabat”, y variaciones de estas, se refiere al
éistema de numeracién utilizado para dominios variables de cadena pesada y los
(ljominios variables de cadena ligera de la compilacidon de anticuerpos en Kabat et
s%l., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Sprvice, Nacional Instituxtes of Health, Bethesda, MD. (1991). Utilizando este
sistema de numeracion, la secuencia de aminoacido lineal actual puede contener
mas pocos adicionales aminoacidos que corresponden al acortamiento de, o
insercién en, un FR o CDR de dominio variable. Por ejemplo, una cadena de
dominio variable de cadena pesada puede incluir un inserto de aminoacido simple
(residuo 52 de acuerdo a Rabat) después del residuo 52 de H2 y residuos
insertados (por ejemplo residuos 82a, 82b, y 82c etc. de acuerdo a Kabat)
deépués del residuo FR de cadena pesada 82. La numeracion Kabat de los
residuos se puede determinar para un anticuerpo dado mediante el alineamiento
deilas regiones de homologia o de la secuencia del anticuerpo con una secuencia

|

numerada Kabat “estandar”
|
|

La lfrase “sustancialmente similar”, o “sustancialmente la misma”, como se utiliza
aquaj, denota suficientemel\te alto grado de similitud entre los dos valores
numericos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la invencion y el otro
asociado con un anticuerpo de referencia/comparado) de tal forma que un experto
en la técnica consideraria upa diferencia entre los dos valores como poca o sin
significado biolégico y/o estadistico dentro del contexto de las caracteristicas
biolébicas medidas por dichos valores (por ejemplo valores Kd). La diferencia
entrell dichos dos valores es| preferiblemente menos de aproximadamente 50%,
preferiblemente menos de aproximadamente 40%, preferiblemente menos de

aproiimadamente 30%, preferiblemente menos de aproximadamente 20%,

|
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preferiblemente menos de aproximadamente 10% como una funcién del valor para

el anticuerpo de referencia/comparador.

“ H ‘ H 4 ” . . .
AfITldad de union” se refiere generalmente a la resistencia de la suma total de las

interacciones no covalentes
anticuerpo) y su compariero
indique otra cosa, como se
de unién intrinseca que refle

unién (por ejemplo, anticuer|

entre un sitio de unién simple de una molécula (un
de unién (por ejemplo un antigeno). A menos que se
utiliza aqui “afinidad de union” se refiere a la afinidad
a una interaccioén 1:1 entre los miembros de un par de

po y antigeno). La afinidad de unién de una molécula

X para su compafiia Y puede generalmente ser representado mediante la

constante de disociacién (Kd). La afinidad se puede medir mediante los métodos

comunes conocidos en el arte, incluyendo los descritos aqui. Los anticuerpos de

baja afinidad generalmente unen antigeno lentamente y tienden a disociarlo

facilmente, mientras los anti

mas; rapido y tienden a pe

cuerpos de alta afinidad unen generalmente antigeno

rmanecer unidos por mas tiempo. Una variedad de

métédos para medir la afinidad de unién son conocidos en la técnica, cualquiera

de Ilos cuales se puede utilizar para los propositos de la presente invencion. Las

modalidades ilustrativas especificas estan descritas en lo siguiente. En una

modalidad, el valor “Kd” o

mediante un ensayo de uni

“valor Kd” de acuerdo con la invencion se mide

on antigeno radiomarcado (RIA) desarrollado con la

version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describié mediante

el siguiente ensayo que mide la afinidad de unién de solucién de los Fabs para el

antig;eno al equilibrar el Fab

con una concentracion minima de antigeno marcado

('*l) mediante una serie de titulaciones de un antigeno no marcado, luego

capturando el antigeno de unién con una placa de cubierta con anticuerpo anti-

Fab (Chen, et al., (1999)

J. Mol Biol 293: 865-881). Para establecer las

condiciones para el ensayo, las placas de microtitulo (Dynex) son recubiertas

durahte toda la noche con 5/ ug/ml de un anticuerpo anti-Fab capturante (Cappel!

Labs) en carbonato de sodio

50 mM (pH 9.6), y subsecuentemente bloqueado con

un 2% (w/v) de suero albumina bovino en PBS por dos a cinco horas a

temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no absorbente

(Nunc#269620), 100 pM o 26 pM ['®’]- antigeno son mezclados con diluciones

seriadas de un Fab de interés (por ejemplo, consistente con la evaluacion de un

anti-YEGF, Fab-12, en Presta et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599). El Fab de
interés es incubado durante toda la noche; sin embargo, la incubacién puede

continuar durante un largo periodo (por ejemplo, 65 horas) para asegurar que se
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. alcance el equilibrio. Posteriormente, la mezcla es transferida a la placa de captura

‘para la incubacion a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). La
‘\‘ solucion es luego removida y la placa lavada ocho veces con 0.1% Tween-20 en
PBS. Cuando las placas se han secado, se agregan 150ul/pozo de scintillan
“(MicroScint—ZO; Packard), y las placas son contadas sobre un contador Topcount

|

éamma (Packard) por dfz minutos. Las concentraciones de cada Fab que dan

menos o igual al 20% de unién maxima son escogidos para uso en ensayos de
uli‘nién competitiva. De ack‘erdo con otra modalidad el Kd o el valor Kd se mide al
utilizar un ensayo de resonancia de plasmol de superficie utilizando un BlAcore ™-
2@00 o un BlAcore ™-3000(BiaCore, Inc., Picataway, NJ) a 25C con chips CM5
arlnltigeno inmovilizado a ~|10 unidades de respuesta (RU). En resumen, los chips
biosensores dextran decarboximetilados (CM5, BlAcore Inc.) son activados con
hidlroclorida N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil)-carodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo a las instrucciones del suministrador. El
antl‘(geno se diluye con acet\ato de sodio 10 mM, pH 4.8, en S5ug/ml(~0.2 uM) antes
de fg inyeccién a una tasa Jle flujo de 5ul/minuto para lograr aproximadamente 10
unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de la inyeccion del
antigeno, se inyecta 1M de Ltanolamina a los grupos no reaccionados en bloque.
Paral\ mediciones simétricas, dos diluciones seriales de Fab (0.78 nM a 500 nM) se
inyedtan en PBS con 0.05% Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de
apro*imadamente 25 uI/min\ Las tasas de asociacion (Ko,) y las tasas de
disociacion (Kox) se caIcuIan!usando un modelo de unién Langmuir uno a uno
simplé (BlAcore Evaluation Software versiéon 3.2) al ajustar de manera simultanea
equilibl‘rio (Kd) se calcula comolel radio Kyrendido/Kapagado- Ver, por ejemplo, Chen Y.,
et al., :‘\(1999) J. Mol Biol 293i865-881. la tasa prendida 10°M™'S_ mediante el

ensayo de resonancia de plasmol de superficie anterior, luego la tasa de prendido

el sensograma de asociaciél\\ y disociacién. La constante de disociacién de

se puede determinar al utilizar|la técnica de apagado fluorescente que mide el
incremé,nto o disminucion de la intensidad de emision de fluorescencia
(excitacilbn=295nm; emisi()n=34éD nm, 16 nm de paso de banda) a 25°C de un
anticuerﬁo anti-antigeno 20nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en la presencia de
concentré‘;ciones crecientes de aLtigeno medido en un espectometro, tal como el
espectrofptémetro de flujo de pa&ada (Instrumentos Aviv) o un espectrofotémetro

8000 serié? SLM-Aminco (Termoespectrénico) con una cubeta roja de agitacion.

}
1

|

|

1
|
1
|
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Una “tasa prendida” o “tasas de asociacion” o “tasas de asociacion” o “Ko,” de
acperdo a esta dimension también se puede determinar con la misma técnica de
resonancia de plasmol de superficie anteriormente descrita utilizando un BlAcore
™_3000 o un BlAcore TM—JXKOOO(BiaCore, Inc., Piscataway, NJ) a 25C con chips
CM5 antigeno hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo a las instrucciones del
sunﬁinistrador. El antigeno |se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4.8, en
5ud/ml(~0.2 uM) antes de la inyeccion a una tasa de flujo de Sul/minuto para lograr
apréximadamente 10 unidacges de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de
la idyecci()n de etanolaminJ 1M para bloquear los grupos no reaccionados. Para
las ‘mediciones cinéticas, dgs diluciones seriales de Fab (0.78 nM a 500 nM) se
inyectan en PBS con 0.05°JG Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de
aproximadamente 25 uI/milL. Las tasas de asociacion (Kon) y las tasas de
disoéiacién (Kotr) s€ caIcuIaJ\ usando un modelo de unién Langmuir 1:1 simple
(BIAéore Evaluation Softere version 3.2) al ajustar simultdneamente el
sensbgrama de asociacion ‘y disociaciéon. La constante de disociacion (Kd) se
calculzlé como la tasa radio ‘Kp,endidoff/Kapagado. Ver, por ejemplo, Chen Y., et al.,
(1999) J. Mol Biol 293:865!881. Sin embargo, si la tasa prendida 10°M"'S.,
mediénte el ensayo de resonancia de plasmol de superficie anterior, entonces la
tasa 'de prendido se puede determinar al utilizar la técnica de apagado
quorefscente que mide el incremento o disminucion de la intensidad de emisién de
fluorescencia (excitacion=295nm; emision=340 nm, 16 nm de paso de banda) a

‘ Ltigeno 20nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en la

presencia de concentraciones crecientes de antigeno medido en un espectdémetro,

25°C de un anticuerpo anti-a

tal corho el espectrofotometro [equipado con flujo de parada (Aviv Instruments) o
un espbctrofotémetro serie 8000 SLM-Aminco (ThermoSpectronic) con una cubeta
agitadaﬁ. El valor “Kd” o “valor Kd” de acuerdo con la invencién es una modalidad
medidé mediante un ensayo de unién antigeno radiomarcado (RIA) desarrollado
con la \*(ersién Fab de un anticuerpo y la molécula de antigeno como se describid
en el siguiente ensayo que midJe la afinidad de unién de solucién de los Fabs para
el antigeno al equilibrar el Fab con una concentracion minima de antigeno
marcadb (125I) mediante una sirie de titulaciones de un antigeno no marcado,
capturando luego el antigeno de unién con una placa de cubierta con anticuerpo
anti-Fab, (Chen, et al., (1999) U. Mol Biol 293: 865-881). Para establecer las
condiciones para el ensayo, las placas de microtitulacién (Dynex) son recubiertas
durante Foda la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab capturante (Cappel
Labs) en carbonato de sodio 50 mM (pH 9.6), y subsecuentemente blogqueado con

|
l
|
|
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}
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un 2% (wlv) de suero albumina bovino en PBS por dos a cinco horas a
temperatura ambiente (aplloximadamente 23°C). En una placa no absorbente
(Nu“\nc#269620), 100 pM o [26 pM ['*°]- antigeno son mezclados con diluciones
seriadas de un Fab de intefés (por ejemplo, consistente con la evaluacion de un
antiiﬁVEGF, Fab-12, en Pres!a et al., (1997) Cancer Res. 57:4593-4599). El Fab de
intefés es incubado durante toda la noche; sin embargo, la incubacién puede
continuar durante un largo periodo (por ejemplo, 65 horas) para asegurar que se
alcaﬁce el equilibrio. Posteriormente, la mezcla es transferida a la placa de captura
para la incubacion a temperatura ambiente durante una hora. La solucién es luego
remolyida y la placa lavada ocho veces con 0.1% Tween-20 en PBS. Cuando las
placas se han secado, se|agregan 150ullpozo de scintillan (MicroScint-20;
Packérd), y las placas son contadas sobre un contador Topcount gamma
(Packard) por diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que dan menos o
igual él 20% de unidon maxima son escogidos para uso en ensayos de union
competitiva. De acuerdo con o\tra modalidad el Kd o el valor Kd se mide al utilizar
un ené@yo de resonancia de pILsmoI de superficie utilizando un BlAcore ™-2000 o
un BlAcore ™-3000(BiaCore, Inc., Picataway, NJ) a 25C con chips CM5 antigeno
inmovilizado a ~ 10 unidades de respuesta (RU). En resumen, los chips
biosenéores de dextran decarbaximetilados (CM5, BlAcore Inc.) son activados con
clorhidrato N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-
hidroxispccinimida (NHS) de acuerdo a las instrucciones del suministrador. El
antigeno se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4.8, en 5ug/mi(~0.2 uM) antes
de inyec%cién a una tasa de flujl de Sul/minuto para lograr aproximadamente 10
unidades de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de la inyeccion del
antigeno; se inyecta 1M de etan&lamina a los grupos no reaccionados en bloque.
Para mediciones cinéticas, diluciones en serie de dos veces de Fab (0.78 nM a
500 nM) :§e inyectan en PBS con| 0.05% Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de
flujo de aproximadamente 25 ul/min. Las tasas de asociacion (Kprendido) Y las tasas
de disociécién (Kapagado) S€ calculan usando un modelo de uni6n Langmuir uno a
uno simple (BlAcore Evaluation|Software versién 3.2) al ajustar de manera
simulténeé el sensograma de |asociacion y disociacion. La constante de
disociacién de equilibrio (Kd) se calcula como el radio Kprendido/Kapagado- VEr, por
-ejemplo, Clhen Y., et al,, (1999) J. Mol Biol 293:865-881. Si la tasa prendida 10°M"
'S.; mediante el ensayo de resonancia de plasmol de superficie anterior, entonces
la tasa dé prendido se puede eterrhinar al utilizar la técnica de apagado

fluorescente que mide el increment!u o disminucién de la intensidad de emisién de
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fluorescencia (excitacion=295nm; emisién=340 nm, 16 nm de paso de banda) a
125°C de un anticuerpolanti-antigeno 20nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en la
presencia de concentragiones crecientes de antigeno medido en un espectometro,
\tal como el espectrofotometro equipado con flujo de parada (Instrumentos Aviv) o
un espectrofotdmetro 8000 serie SLM-Aminco (Thermospectronic) con una cubeta
l“'oja de agitacion.

.\

En una modalidad, unal| “tasa de prendido” o “tasa de asociacion” o “tasa de
a;sociacién” 0 “Kon” de acuerdo con esta invencion se determina con la misma
técnica de resonancia d1 plasmol de superficie anteriormente descrita utilizando
d,n BlAcore ™-2000 o un BlAcore ™-3000(BiaCore, Inc., Picataway, NJ) a 25C con
chips CM5 de antigeno inmoviliado a ~10 unidades de respuesta (RU). En
résumen, los chips biosensores de dextran decarboximetilados (CM5, BlAcore
In‘\c.) son activados conlclorhidrato N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisucci

suministrador. El antigeno se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4.8, en

5|ilg/ml(~0.2 uM) antes de| inyeccion a una tasa de flujo de 5Sul/minuto para lograr
des de respuesta (RU) de proteina acoplada. Luego de
la inyeccién de 1M etanol\ mina para bloquear los grupos no reaccionados. Para
mediciones cinéticas, diIucFones en serie de dos veces de Fab (0.78 nM a 500 nM)
sei inyectan en PBS con 0.05% Tween 20 (PBST) a 25°C a una tasa de flujo de

aproximadamente 25 ul/min. Las tasas de asociacion (Kprendgido) ¥ las tasas de

imida (NHS) de acuerdo a las instrucciones del

aproximadamente 10 unid
|

dislpciacién (Kapagado) S€ calculan usando un modelo de unién Langmuir uno a uno
simple (BlAcore Evaluation| Software version 3.2) al ajustar de manera simultanea
el isensograma de asociacion y disociacién. La constante de disociacion de
equilibrio (Kd) se calcula como el radio Kprendido/Kapagado- Ver, por ejemplo, Chen Y.,
et e‘x\l., (1999) J. Mol Biol 293:865-881. Si la tasa de prendido 10°M™'S_; mediante el
ensayo de resonancia de |plasmol de superficie anterior, entonces la tasa de
prerbdido se puede determinar al utilizar la técnica de apagado fluorescente que
mide el incremento o disminucién de la intensidad de emisién de fluorescencia
(exditacién=295nm; emisién=340 nm, paso de banda de 16 nm) a 25°C de un
anticuerpo anti-antigeno 20nM (Forma Fab) en PBS, pH 7.2, en la presencia de
conéentraciones crecientes Le antigeno medido en un espectrofémetro, tal como
el e;pectrofotémetro equipado con flujo de parada (Instrumentos Aviv) o un
espc%ctrofotémetro serie 8000 SLM-Aminco (Thermospectronic) con una cubeta
agitada.
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La frase “sustancialmente reducida”, o “sustancialmente diferente”, como se
utilizan aqui, denota un alto grado de diferencia entre los dos valores numéricos

(generalmente ung asociado con un anticuerpo de la invencion y el otro asociado
con un anticuerpo| de referencia/comparador) de tal forma que un experto en la

técnica consideraria las diferencias entre los dos valores por ser de significancia

\ estadistica dentro (Lel contexto de las caracteristicas biolégicas medidas mediante

dichos valores (por|ejemplo, valores Kd, respuesta HAMA). Las diferencias entre
\ dichos dos valore

es preferiblemente mayor que aproximadamente 10%,
. preferiblemente maior que aproximadamente el 20%, preferiblemente mayor que
\l aproximadamente el 30%, preferiblemente mayor que el aproximadamente 40%,

preferiblemente mayor que el aproximadamente 50% como una funcién del valor
{

. para el anticuerpo de referencia/comparador.

l\ “La identidad porcentual de secuencia de aminoacido (%)” con respecto a | péptido
1

0 secuencia de polipéptidos se define como el porcentaje de residuos de
aminoacido en una secuencia candidato que son idénticos con los residuos de
|

aminoacido en la secuencia de péptido o polipéptido especifica, después de

alinear las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para lograr la

- identidad de secuencia porcentual maxima, y no considerando ninguna

sustituciones conservadoras como parte de la identidad de secuencia. El
|
.alineamiento para prclpésitos de determinar la identidad de secuencia de

:aminoacido porcentual se puede lograr de varias maneras que corresponden al

‘pxperto en la tecnica,| por ejemplo, utilizando un software de computadora
‘gisponible tal como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (ENASTAR). Aquellos

expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir el
t
alineamiento, incluyend

cualquier algoritmos necesarios para lograr el

alineamiento maximo sobre la longitud completa de la secuencia que esta siendo
comparada. Para los pr

oEésitos de esta, sin embargo, los valores de identidad
porcentual de aminoacido

son generados utilizando un programa de computadora
dc‘? comparacion de secuehcia ALIGN-2, en donde el codigo fuente completo para

el“‘ programa ALIGN-2 se| suministra en la tabla A adelante. El programa de
computadora de comparacién de secuencia ALIGN-2 fue elaborado por
Geﬁnentech, inc y el cédiLo fuente mostrado en la tabla A adelante ha sido
pré‘sentado con documentg\cién de usuario en la oficina de derechos de autor en
los l\\Estados Unidos, Washington D.C., 20559, donde ésta se registré bajo el

}
i



54

registro de derecho de autor No. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta

publicamente disponible mediante Genentech, Inc., South San Francisco,

- California o se puede compilar del cédigo fuente suministrado en la figura 8 de
adelante. El progr\rma ALIGN-2 se debe compilar para uso en un sistema

operativo UNIX, preferiblemente un UNIX V4.0D. Todos los parametros de

comparacion de secuencia se establecen mediante el programa ALIGN-2 y no
varian.

En la situacion donde ALIG-2 se emplea para la comparaciéon de secuencia de
aminoacido, la identigjad de secuencia de aminoacido porcentual de una secuencia
de aminoacido A dado, con, o contra una secuencia de aminoacido B dada (que

puede alternativamerlte ser fraseada como una secuencia de aminoacido A dada
que tiene o comprende una cierta identidad de secuencia de aminoacido

porcentual a, con, o contra una secuencia dada de aminoacido B) se calcula como
sigue:

100 veces la fraccion X/Y

En donde X es el numero de residuos de aminoacidos calificados como de
' coincidencia idéntica mediante el programa de alineacion de secuencia ALIGN-2 y
.en la alineacién del programa de Ay B, y donde Y es el nimero total de residuos

\\de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de

:identidad de secuencia |del aminoacido % de A a B no igualara la identidad de

secuencia de aminoéacido porcentual de B a A.
|

|
|

.aminodcido A no es ig[lal a la longitud de la secuencia del aminoacido B, la

Al menos que especificamente se establezca otra cosa, todos los valores % de
identidad de secuencia |[del aminoacido utilizados aqui se obtendran como se

describe en el paragrafo inmediatamente precedente utilizando el programa de
cbmputador ALIGN-2.

Tabla A

|
|
|
|
|
|
|
|
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wl I*

. * C-C increased from 12 to 18
+* Zis average of EQ
* B is average of ND
lﬁ" match with stop is _M; stop-st

p = 0; J (joker) match =0
f

#define_ M 8 /® yalusiof a match with a stop %/

|

it _day(26](26)={
“ ABCDEFGHIJIKLMNOPQRSTUVWXYZ¥
FAN  {2,042,0,04, 1-11)0-1,2,:1,0,M, 1,02, 1,1,0,0:6,0,3,0},
MB*  {0,34,3,2:50,1,2,0,0-3,22.M-1,1,0,0,0,0.2-5,0.3, 1},
PO (2,8,15:5:5,43,3,2, 0,5,6,-5,-4,_M-3,-5,4, 0,2, 02,8, 0, 0,-5},
D {0,3,5,4,36,1,1-2,0,0-4,3, 2, M-1,2,-1,0,0,0,2,7, 0,4, 2},
FEY {0,245.3, 45,0, 1,2, 0,032, 1,_M.1,2:-1,0,0,0:2-7,0:4, 3},
PR {4,5,4,6,5,9,5:2, 1,05, 2, 0,4,_M:-5,-5,4-3,3,0,-1,0, 0, 7,-5},
PG 1,003,105, 523 0:2,4.3,0, Ms11:3,1,0,0-17,0,5,0),

}
|
|

q
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AHY 1,13, 1, 1,-2,2,642,0,0,2,-2,2, M, 0,3,2,-1,-1,0,2,-3,0,0, 2},
,47 1% {1,2,2,2,2.1,3,-2,5,0,:2, 2, 2,2,_M,;-2,-2,2,-1,0,0,4,-5, 01,2},
#I%  {0,0,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0, M,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0},
FX¥  {1,05,0,0-5-20-2,0,5-3,0,1,M-1,1,3,0,0,0,2,3,0,4,0},
PELH {0,-3,46,-4,3, 24,2, 2, 0,3, 6, 4,-3,_M,-3.2,:3,-31, 0, 2,-2, 0-1,-2},
MR {1,-25,3,2, 0-3,-2, 2, 0,0, 4, 6,2, M,-2,-1,0,-2,-1, 0, 2,4, 0,-2,-1},
PN {0,2:4,2, 1,4,0,2-2,0,1,-3,-2,2,_M-1, 1,0, 1,0,0,-2,-4,0-2, 1},
PO (MMM _

HPE {1,:1,31,-1,5,:1,0,2,0,1,3,2-1, M, 6,0,0, 1,0, 0,-1,6, 0.-5, 6},
EQH  {0,15,2,25,-1,3,2/0, 1,21, 1,_M, 0, 4, 1,1,-1, 0-2,-5, 0,4, 3},
PR {2,0,4,1,1,4:3,2,2/0,3:3,0,0,M,0,1,6,0-1,0,2,2, 04,0},
mS*  {1,0,0,0,0.3,1,1,-1,0,03,2, 1, M, 1-1,0,2, 1,0,-1,2,0,:3, 0},
#TH  {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},
/U {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,M.0.0.0,0,0,0,0,0,0,0,0),
FVH (0,2:2,2,2-1-1,2, 4,02, 2, 2,2, M,-1-2,2,1,0,0, 46, 0,22},
#WEH {-6,5-8,77,0,-7-3,55,0,-3,-2,-4,-4,_M.-6,-5, 2,-2,-5, 0,-6,17, 0, 0,6},
M#X* {0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0_M,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0}
MY (33,0044, 75, 0,1, 04122, M,5,4,4,3.3, 0,2, 0, 0,104},
PZH  {0,1,5,2,3,5,0,2-2, 010,21, 1M, 0, 3,0,0,0,0,2,6, 04, 4}
B

il
#
#include <stdio.h>
#mcimlia <ctype.i>

}
}

$defineMAXIMP 16 /*maXk jumps in a diag %/

#defineMAXGAP 24 /* dont continue to penalize gaps larger than this */
jtdefine TMPS 124  /* max jmps in an path */

#define MX a4 /% save if there's at Jeast MX-1 bases since last jmp */

#define DMAT

3 7* value of matching bases */
#define DMIS 0 #* penalty for mismatched bases %/
#define DINSO 8 !*pena*ty for a gap ¥/
#define DINS1 1 /* penalty per base %/
#define PINSO 8 ## penalty for a gap %/

|
|

|

}



offset;

ijrp;

. structjmp  jp;

k!

\

l\
stract path {

11 int spe;

l*\ short nlJMPS]; )

int  x[IMPS};

ko
charl: *ofile;
char. *namex[2];
char | *prog;
char *seqxf2;
int l\ dmax;
int dmax0;
int | dus;
int l‘\ endgaps;
it gapx, gapy:
int ‘ﬁ len0, leni;
int ngapx, ngapy;
int smax;
int *xbmy;
long offset;
stract cﬁag *dx;
struct path  pp(2);

}

|
}
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/¥ penalty per residue */

;7 size of jmp (neg for dely) ¥/
1, /*base no. of jmp in seq x ¥/
/* Timits seq to 2716 -1 %/

/* score at last jmp */

* offset of prev block #/
/% cugrent jmp index */
/% Tist of jinps %/

/% pumber of leading spaces */
f¥\size of jmp (gap) ¥/
#loc of jmp (last elem hefore gap) */

I* qutput file name ¥/
/* seq names: getseqs() ¥/
* prog name for err msgs */
% seqs: getseqs() */
7* best diag: aw() ¥/
/* final diag */
7* setif dpa: main) */
/* get if penalizing end gaps ¥/
{* total gaps in seqs */
7% seq lens */
/% total size of gaps ¥/
/% max score: nw() ¥/
/* bitmap for matching */
¢ carrent offset in jmp file */
/* holds diagonals */
/% holds path for seqs */

06



char *getseql), ¥8©
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char *calloc(), *malloc(), *index(), *strepy(:

oc();

I"" Needleman-Wunsch ahgmnle program

#

# usage: progs file] file2

*  where file] and file2 are twd
The sequences can be in upp

Any lines beginning with '},

Output is in the file "align.o

ST S T -

*
* The prograin may creafe a
* Original version developed
*
#include "ow.h"
#inclade "day.h"
|
static _dbval[26] = {
};i

gtatic __PbVEl{ZS] ={

1, (1< DA<

Max file length is 65535 (lin
A sequence with 1/3 or more

y dng or two protein sequences.

jor- OF lower-case an may contain ambiguity

' or '<’ are ignored

nited by unsigned short x in the jmp struct)

: of its elements ACGTU is assumed to be DNA

*

file in /imp to hold info sbout traceback.
BSD 4.3 on a vax 8650

1,14,2,13,0,04,11,0,0,12.0,3,15,0,0,0,5,6,8,8,7.9.0,10,0

N'-'A%)), 4, 8, 16, 32, 64,

| 128,256, OXFFFFFFE, 1<10, Le<l], 1<<12, 1<<13, 1<<14,
12«15, 1<<16, 1<<17, 1<<18, 1<<19, 1<<20, 1<<2], 1e<22,
| 1223, 1<<24, 1<<25/(l<<(B-AN|(1<<CQ-'A)

»

main



ow(

{
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\
\ prog = av[0];
e t=3){
ﬁ Fprintf(stderr, usage: %s filel file2\n", prog);
l“  fprintf{stderr,"where file1 and file2 are two dna or two protein sequences.\n");
1 fprintf(stderr,"The sequences can be in upper- or lower-caseln”);
: fp{intf{stdem”ALy Tines beginning with '} or '<' are ignored\n™;
: fprintf(stderr,"Output is in the file \"align out\"n");
1‘ exit(1);
)
. namex[0] =av[1];
© namex(1] =av[2);

. seqx[0] = getseq(namex[0], &len0);
- seq{l]= getseq(namex{l], &lenl);
xbm = (dna)? _dbval : pbva

* e

- endgaps=0;

/* 1 to penalize endgaps */
| ofile = "align.out"; J* output file */
ooy 7¢ fill in the matrix, get the possible jmps */
I

- readjmps();  /* get the actual jmps */
. print(); /% print stats, alignment */

- cleanup(0);  /*unlink anl tmp files */
I

|
!

|
|
|

* do ﬁ;,e alignment, return best score: fnain()
# dna: values in Fitch and Smith, PN/
# pro: PAM 250 values
* Wheﬁ scores are equal, we prefer

* anew gap to extending an ongoing

*toagapinseqy.

#f !

|

. 80, 1382-1386, 1983

|

}

nw
|

i
l
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char *px, *py; * seqs and ptrs */
int *ndely, *dely; | /* keep track of dely ¥/
int ndelx, delx; | /* keep track of delx #/
int #tmp; 1* for swapping row0, row1 */
int mis; #* score for each type */
int ins0, insl; /% insertion penalties *#f
register id; * diagonal index */
régister ij /% jeap index *f
register *col0, *coll;  /* score for curr, last row ¥/
register XX, ¥ * index into seqs ¥/

\

|
dx‘iz {struct diag *)g_calloc("to get diags”, lenO+len1+1, sizeof(struct diag));
|
ndely = (int *)g_calloc("to get ndely", lenk+1, sizeofint));
dely = (int *)g_calloc("to get dely”, lenl+1, sizeof(int));
cold = (int *)g_calloo("to get cowL, lenl+1, sizeof(int));
coll = (int *)g_calloc("to get coll], leal+], sizeofint));
ins0 = (dna)? DINSO : PINSO;
msl = (dna)? DINS1 : PINSI;

smax = -10000; «
if (endgaps) {

- for (colO[0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= lenl; yy++}{

\* col0fyy] = dely[yyl= col0{yy-1] - ins];

ndelylyyl =yy; |

C}

' col0[0]=0;  /* Waterman Bull Math Biol 84 #/

for (yy =1, yy <=lenl; yy+
‘\ dely[yy] = -ins0;

l
1

1% £ill in match matrix
*f !

|
for (px = seqx[0], xx = 1; xx <= lenQ; px+-+, xx++) {
J/* initialize first entry in col

|
M



i

|
i
|
|
|
|
|
|
|
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if {endgaps) {
if (xx==1)

coll{0] = delx = -(insO+insl);

else
col1[0] = delx = col0[0] - ins;
ndelx = xx;

}
else {

collf0] = ;

delx = -ins0;

ndelx = 0;

for (py = seqx[1], yy = 1; yy <= lenl; py++, yy+h)H{

mis = colO{yy-13;
if (dna)

else

mis += (xbm{*px-'A']&xbm[*py-'A")? DMAT : DMIS;

mis += _day[*pk-'AT[*py-AT;

/* update penalty for del jin x seq;

® favor new del over ongong del

* jgnore MAXGAP if weighting endgaps

*

if (endgaps || ndely[yy]l <

XGAP) {

if (colOyy] - ix&s(}lm dely[yyD {
delylyy] = colOfyy] - (insO+insL);
ndelylyyl = 1;

}ekse{

i (colOfyy] - (insO+ns1) >=delylyy]) {
delylyy] = colOfyy] - (insO+ins1);
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ndelyfyy]l = 1;
ndely[yy]++:
/% update penalty for del in y seq;

# favor new
=

1 over ongong del

if (endgaps | < MAXGAF){
if (collfyy-1] - ins0 >=delx) {

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

Jelse {

if (colllyy-1] - {insO+ins1) >= delx) {

delx = col1[yy-1] - (insC+ins1);
ndelx=1;
}else

delxtd;

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

¥

id=xx-yy+leal-1;
if (mis >= delx && mis >= dely{yy])
coll{yy] =mis;

else if (delx >= delylyyD) {
collfyy} =

delx = coli[yy-1] - GnsO+ins1)

AW



|
}
|
}
}

dx[id] jp.n[0] &4 (dna

s
3
}
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if exlid)t 2{0] && (1dna || (ndelx >= MAXIMP
&& xx > dxfid].jp.x[3j1+MX) || mis > dxfid] score+DINS0)} {

0 £ b

xlid]ijmp++;
if (§+ij >= MAXIMF) {
writejmps(id);
i = dx[id}.ijmp = 0;
dxfid].offset = offset;

offset += sizeof(struct jmp) + sizeof{offset);
}
dx[id].jp.olj]\= ndelx;
dxfidljp.xfj] Exx;

dxlid].score =

Ix;
}
else {
coll[yy] = delylyyl;
ij = dx[id}.ijmp;

| (ndelylyy] >= MAXIMP
& xx > dxid],
dx[id].ij
i (+Hj

pxfi-MX) || mis > dx[id].score+DINS0)) {
”

MAXIMP) {
itejmps(id);
ij=dx{id] ijmp = 0;

dl[:f‘oﬁset = offset;

offset 4= sizeof(stroct jinp) + sizeof{offset);

dx[id] jpx[ij] = xx:
dxfid].score = dely

| (xx == lend && yy < lenDi{

|

}

#* last col
*/
if (endgaps)

colifyy] «= insQ+ins1*(JenL-yy);
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if (colllyy] > smax) {
smax = coll{yyl;
dmax = id;

}
if (endgaps && xx <len0)

0011[ , ~‘]_] - %RSG'PiRSl*(lﬂnO-xx);

if (coll[yy-1]|> smax) {
lﬁ smax = coll{yy-1J;
| dmax = id;
| }
lﬁ tmp = colQ; col0 = coll; coll = tmp;
i H
| (void) free((char *)ndaly);
\ {void) free{(char *)dely});
ﬁ (void) free{(char *)cmlz?;
; (void) free({char *)coll); }
!*.l‘l
*
* print() -- only routine visible ontside this module
L
* static:
* getmiat() -- trace back best

count matches: print()
* pr_align() -- print alignment of deseribed in atray p{J: print)
# dompblock() -~ dump a block of lines with mmbers, stars: pr_align0
* nln‘lms(} -- put out a number line:\dompblock()
* pll“laﬂine() - put out a line (name, [[aum], seq, [num]): dumpblock()
* st%m() - -put a line of stars: dumpblock()

# steipname() - strip any path and
T

#include "nw k"

fdefine SPC 3

#define P_LINE 256

|
|
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#define P SPC 3 1% space between name or num and seq ¥/

extern _day[26][26);

int  olen; /* set output line length */
FILE *x; # output file */

~ printD

:\ {

\ int  Ix, Iy, firstgap, lastgap; /* overlap %/

if ((fx = fopen(ofile, "w")) ==0) {
l ‘fpﬁntf{sn:ir,“%s: can't write %s\n", prog, ofile);
\ cleanup(t)
| }
‘ fprintfifx, "<first se
forintf(fx, “<second
olen = 60;
Ix = lend);
ly=lenl;

ce: %s (length = %d)\n", namex[0), lenQ);
uence: %s (length = %d)n”, namex{1], lenl);

ppl0).spe = fisstgap = lenl - dmax - ;
K ly = pp(0).spe
L)
l\ else if (dmax>lenl - 1) { /* leading gap in y */
\ ppl1).spc = fisstgap = dmax - (leal - 1);
Ix = pp[1].spc;
}
. i (dmax0 <len( - 1) { /* trailing gapinx*/
l\‘ lastgap = len0 - dmax0 -1;
| Ix -= lastgap;
1
| elseif (dmax0>len0-1){|  /*mailinggapiny ¥
lastgap = dmax0 - lﬂenﬂ»‘i);
Iy -= lastgap;
\\‘ !
. getmat(Ix, ly, firstgap, lastgap);



f*

* trace back the best path] count matches

¥

pr._align(;

getmat(lx, ty, firstgap, lastgap)

int Ix, ly;
int firstgap, lastgap;

int m, i0, i1, siz0, sizl;
char {32}

double pot;

register a0, ni;
register char s *pl;

7% get total matches, score
&

i0 = 11 = 5iz0 = sizl|= 0;

p0 = seqx[0] + pp[1].spe;

pl = seqx[1] + pp[0.spe;

n0 = pp{i].spc + 1;

nl = pp[0].spe + 1;

nm = 0
while ( *p0 && #pi1) {
if (siz0) {
pla+;
nla;

stz

else if (sizl)

66

1* "core" (minus endgaps) */

M {eading trailing overlap */

getmat
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H-H
$izl;
}
else {
if (xbm[*p0-'A'J&xbm[*p1-AT])
TR
if (004+ == pp[C1.x[0D
§iz0) = pp{0] nli0++];
i (n144 == pp{1].x[i1])
izl = ppillnfil++];
pO++;
pla+;
}
}
/% pet homology:

# if penalizing endgaps, base is the shorter seq

* else, knock off overhangs and take shorter core
¥

 if (endgaps)
Ix = (len0 < len1)? lend : lenl;
l‘x‘e!se

. Ik=Qx<ly?ix:ly;

pet = 100.5(double)nm/(double)ix;
fprintf(Ex, "W);

W{ﬁ, " %d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n”,

fpmtf(fx, "<gaps in first sequence; %d", gapx);
if (gapx)}{
{void) sprintf(outx, " (%d %s%s)",
| ngapx, (dna)? "base":“residuc”, (ngapx == 1)7"""s");

*fprintf(fx,"%s", outx);

wgetmat
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\
|
i
\
|
\L
\
\
\ fprinti(Ex, ", gaps in second sequence: %d", gapy);
\‘ if (gapy) {
\ (void) sprinth(outs, ® (%d %s%s)",
\ DWL, {dna)? "basc":"residue", (ngapy == 1¥? """s");
\ :f_ptimf(fx,“%g", outx};
‘.\ }
& if (dna)
K‘.‘ fprintf(fx,
\ "a<score: %d (match = %, mismatch = %4, gap penalty = %d + %d per base)n”,
\ stax, DMAT, DMIS, DINS0, DINS1);
\ else
b fprintf(fx,
E "n<score: %d (Dayboff PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)in”,
4\ " smax, PINSO, PINS1); -
| i (endgaps)
\\ forintf{fx,
.\ *<endgaps penatized. lefl endgap: %d %os%s, right endgap: %d %s%s\n",
\\ firstgap, (dna)? "base” : "residue", (firstgap == 1)7"" : "¢",
\*. lastgap, (dna)?" " "residue”, (lastgap m D™ 8"y
\\ clse ,
\“\ fpantf(fx, "<endgaps not penalized\n);
M
sf‘atic o 1* matches int core - for checking */
static 1max; 7* lengths of stripped file names */
Siﬁ\tﬁc [2); * jmip index for a path ¥/
stiiﬁc ncl2); " ber st start of current line %/
sta\‘tic 2} /% current elem number -- for gapping */
smhe sizf2];
sta&c char  ¥ps{R]; #* ptr to current element */
stxtic char  *pof2]; /% ptr to next output char slot */
staticchar  out[2][P_LINE]; /¥ outpat line #/
sﬁitiif char  star[P_LINE]; /* set by stars() ¥/
/* K\
- print\ alignment of described in struct path pp(]
®

|
|
|
i
!
|
I
!
}
|
!
L
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static
pr_align(
{
int nm; | /% char count ¥/
int niore!
register

r.‘
5

RC{I] = i;
nifi] =1,
siz]i] =1j{i] = 0;
psfi] = seqxil;
poli] = outfi);

for {nn = am = 0, more = 1 more; ) {

for ( = more = 0; il

n

2;i44)

# do we have more of this sequence?
®t
if (1*psil)

MOred+;

if (pplil-spc) {| #* leading space */
*pofil+=""
ppli].spe—;
}

else if (siz{i]) { J*inagap®/

pr_slign

«~pr_align
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e{ /% we're putting a seq element
i
#pofi] = *pslil;
if (islower(*ps[i]))
*psfi] = toupper(*ps[il);
polil++
psfij+:

il

# gre we at next gap for this seq?
+

if (nifi] = ppRlxGilElD {

fqi

l{ # e need to merge all gaps
\\ * gt this location
‘1\ #]
1
1\ siz{i] = pplil.nfijlil++};
\ while (nifi] == ppli] *{ijlil})
\ sizfi] 4= pplilafilil+]
l: }
lg if {(+-+nn == olen || lmore && m) {
l\l
‘\ }
© o}

b

P

® éamy a block of lines, including numbers, stars: pr_align()

g

static

dumpblock
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ll‘ {
| xegister i
1‘ for (i =0;1<2; i++}
L *pofi}~="0'
{void) putc(\n', £x);
| for i = 0;3 < 2 i++) {
if (ooutfi) & (Pomfi] 1= | {poliD) =" D
\ if (==
ums(i);
if (1 == 0 && *out[1])
ll\ itm’so;
l\ putl'me(g;
| if (i == 0 && out[1]D
1\1 rintf(fx, star);
\ i (i == 1)
\ﬂ ms(i;
\ }
)
} \\
f* ll\ -
* le‘fm a number line: dumpblo
% / ll1
static
oms(ix) |
imt  ix; /% index in out{] holding seq line ¥/
«
char nline[P_LINE};
register ijs

register char  *pn, *px, *py;

flb;r (pﬂ = I}liﬂ.@, iss G; i < lmax+ _.SPC, iH, an)

l ﬁpn = 4 !;

~dumpblock

nums



*p»n =
i else {
Hi%10==0|| (i ==1 &&nclix] I= 1)) {
j=d<0)?-i:];
‘. for (px = pn; ; j /= 10, px--)
} *px = %10 + 0%
| i3 < 0)
.\ *px = !*l;
lll }
‘\l g‘p = i a;
l‘l 44
1\ }
\‘\ *pn = 0",
| mefix] =}
. for (pn = nline; *pn; pn--+)
(void) putc(*pn, fx);
. {void) putc(nt, fx);
} i
/* |
* put out a line (name, [num], seq, [num]): dompblock(
& / l\
static ltl
putline(ix)
mt  ix
\l
\\
int

}

|
}
|
|
|
|
}
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for (i = nclix], py = outlix}; *py; py++ po++) {
if(*‘mrgg”ﬂm == )

for (px = namex[ix], i = 0; ¥px && *px 1= 1", pxt+, i-+)

(void) pute(*px, x);

putline

~putline



}

-int

l\ r’eg.@tw char *POs ’EPL X,

# (ou0] | (out[0] =="*
© trout(1] || (foutf1] ="' &

}
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for (; i <1lmax+P_SPC; i
{void) pute(' ", £x};

I* these count from 1:

* pi[] is current element (from 1)

* ne[] is number st start of current line
¥/

for (px = out[ix]; *pX; pxH+)

(void) pute('w', fx);

'0
i

Pxy

*(pofoD =="% ||

*(poliD==")
o

;&x =star;

for (i =Imax+P_SPC; i; i~}

|
|

}
|
|
}

pxdF ="

for (p0 = out[0], p1 = out[1}; *pQ && *pi; pl++, pl+) {

if (isalpha(*p0) && isalpha(®*p1)} {

if (xbm{'po-W]Lhm{*pi-’A'J} {
oX = "
fa i1l 0 oo

}

else if (Idna && _day[*p0-'AT[*pl-'A'1 > 0)

sturs

N1



ll x - i i’
*\ else i
x\ }
‘\ else
.l oxm="t r’
‘\ #PX_H, = §X;
L}
o FpEab =
\\ lkpx o "\0",
} \l
|
i
1\
L
* sirip path or prefix from pn, return Jen: pr_align0
*f ‘l
stafic
stripname(pn}
_char “*pn; /M file name (Mmay be path) ¥/
{ :

'register char  *px, *py;
py=0;
for (px = pn; *px; px-++)

N if (Fpx == ')

| py=px+1;
if (py)

\ (void) strepy(pn, py);
return(strien(pn));

|
|

74

stripname
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o
* cleanup() — cleanup any tmp
‘f‘ getseq() — read in seq, set len, maxlen
% g calloc() — calloc() with error checkin
¥ readimps() -- get the good jmps, from tmp file if necessary

* writejmps() — write a filled
#

#include "nw.h"

gtinclude <sys/file.h>

|

y of jmps to a trap file: aw()

1
chiar *iname = "ftmp/ho;
FILE *j;

|
l

s 7* tmp file for jmps ¥

int.  cleanup(); * cleanup tmp file ¥/
long  1seek(;
l\
"
* rémove any trop file if we blow
4|
cleatup()
ll it i
{

|

63}
\ {void) unlink(jname)
- exi(i);

L

|
|

L

~
|

"'re‘aq, return pir to seq, set dna, len, 1t

* skip lines starting with 'y, ‘<, or '

* seq in upper or lower case

oo
char L
g%eq(fﬁe, fen)

‘char  *file; /* file name ¥/
int  *len; /*seqlen?

|
!
|
|
|
|
i

cleanup

getseq
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char linﬂifmfl *pseq;

register char  *px, *py;

int natge, tlen;

FILE *f,

if ({fp = fopen(file, ")}
fprintfistder, "%
exit(1);

H

tlen = natge =0,

O{
: can't read %s\n”, prog, file);

while (fgets(line, 1024, fp)) {

i (*tine=="' || %

fing =<' H *ine == ")

continue;

for (px = line; *px ="\n'; px++)
if Gisu l *px) || islower(*px))

tlen-++;

}

if ((pseq = malloc((umsi
fprintf{stder,"%s
exit(1);

}

pseql0] = pseq[1] = pseq]

Py =pseq +4;
*len = tlen;
rewind(fp);

while (fgets(line, 1024, fp
if (¥line == || 1
contine;

for (px = line; *py

ed)(tlen+6))) == 0} {
+ malloc() failed to get %d bytes for %s\n", prog, tien+6, file);

2] = pseq[3] = W0,

H

ine == '<' || #line ==">)

I= \n"; px-F) {

if (isupper(*px))

*

py++ = Fpx;

else if (islower(*px))




*py++ = toupper(*px);
: if (index("ATGCU" *(py-1)))
\‘. natge4;
}
\ }
! Py =0
*py =",
(void) felose(fp);
‘. dna = patge > (ens3);
l‘l return(pseq+4);
)
l\
l\ char *
l\\ g.calloe(msg, nx, sz) g calloc
‘1 char  *msg /* program, calling routine */
1‘1 nt X, 5%; * number and size of elements %/
{
\ char #px, *
! # ((px = calloc{(unsi , (unsigned)sz)) = 0) {
1‘ if (*msg) {
' fprinti(stderr, "%s: g,caEEoc() failed %s {(n=%d, sz=%d)n", prog, msg, nx,
s2);
exit(1);
}
A
. return(px)
} \\
!
~
* géfz final jmps from dx{] or tmp file, set pp{}, reset dmax: main() ' '
€/ |
readjmps() readjmps
{ \\
L int fd=-1;
" int siz, i0, il
. register

: L o XX;



. &

it (i) {

(void) fclose(ff):
if ((fd = open(jname, O_RDONLY, 0)) < 0) {

ﬁprimf(stérm "%s: can't open(} %s\n", prog, jname);
cleanup(l}:

}
for (i = i0 = i] =0, dmax0 & dmax, xx = len0; ; i++) {
while (1) {

for (j = dx{dmax]ijmp; j >=0 && dx{dmax]jp.x[j] >=xx; j—)

=
H

~wreadjmps
f{<0& ldx{dtmx}.offset && 54

(void) lseck(fd, dx{dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax] jp, sizeof(struct jnp));

(v '\ ) read(fd, (char *)&dx{dmax].offset, skeeof(dx[dmax].offset));
dx[dmax].jmp = MAXTMP-1;

else

¥
if (i >=IMPS) {
fprintf(stderr,|"%s: too many gaps in alignment\n”, progh
cleanup(l);
}
itG>=0{
siz = dx[dmax].jpnfj];

dmax -+ 5iz;

Higiz <Oy { /¥ gap in second seq */

pplLlnfil] = iz

KX b= §iZ;
Fid=xx-yy+lenl-1
%/

ppl1ixlil] = xx - dmax + lenl - 1;




|

}

|
}

J* ignore MAXGAP when doing

| }

\ }

i else

1\ break;

\\ }

|

“ * reverse the order of jmps
-

|

l\}

i (fd >=0)

e

|
|
|
|
i

- p
I‘\\ ignore MAXGAP when d&ing,:fdgaps *f

for (j = 0,10~ j < i0; j++, i | )

79

qapy++i
py - siz;
endgaps */

)

else if (s >Q){} 7% gap in first seq %/
{0].0i0] = six;
pp[0).x[i0] = xx;

AP

X += 81z

8iz = (siz < MAXGAP || endgaps)? siz : MAXGAP;

i=pp(0].a[j]; ppl0}.1{i] = pp{0].nfi0]; ppl0]nli0] =i
i = pplOL.xijl; pp(0]-x(i) = pp{0]x[i0L: pp(0}x[i0] =1;

. Tor G=0,1l—;j<il;jon il {

i= pp[T]nfj}; ppil]nli] = ppl1]niil); ppl1lnlil] = §
i= ppl1)xljl; ppl11x[j] = ppl11.x[i1]; pp{1]1.X[il] =4;

(void) close(fd);

{void) unlink{jname);
fi=0;
offset={;

iz = (-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
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i *
' * write a filled jmp struct offset of the prev one Gf any): nw()

\ *

L writejmps(ix) writejmps
i int ix;

A

| char  *mkiempQ

\

i i) ¢

if (mkiempljname) < 0) {
intf(stderr, "%os: can't mktemp() %s\n", prog, jname);

! cleanup(l);

‘ }

| i (5 = fopen(juarme, "w")) == 0)

l fprintf(stderr, "%s: can't write %s\n”, prog, jname);
: Eﬁl&l};

l\ }

| }
(void) fwrite({char *}&dx[ix]jp, sizeof(struct jmp), 1, fj);
‘\ (void) fwrite((char *)&dx[ix].offset, sizeof(dx[ix].offset), 1, );

|

|

|
El término “vector” comol' se utiliza aqui, pretende referirse a una molécula de

é‘f:ido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual este ha sido ligado.

Un tipo de vector es un |‘plasmido” que se refiere a un aro circular de ADN de
hébra doble en el cual los elementos de ADN adicionales pueden estar ligados.
OTro tipo de vector es un vector fago. Otro tipo de vector es un vector de unién, en
donde los elementos de |DN adicionales se pueden ligar en un genoma viral.
Ciiertos vectores son capaces de replicacién autbnoma en una célula huésped en
la icual ellos estan introdugidos (por ejemplo vector y materiales que tienen origen
babterial de replicacion y vectores de mamifero episomales). Otros vectores, (por

ejemplo los vectores de |mamifero no episomales) se pueden integrar en el

genoma de una célula huéTped luego de la introduccién en la célula huésped y de

est:a manera ser replicadoE juntos con los genomas huésped. Mas aln, ciertos

vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los cuales ellos estan

|
operablemente ligados. Talfs vectores son denominados aqui como “vectores de

expresion recombinante” (o simplemente “vectores recombinantes”). En general,
|

los vectores de expresion 1e utilidad y técnicas de ADN recombinantes estan a

l . - . {3 x H n
menudo en la forma de plasmidos. En la presente especificacion, “plasmido” y

|

|

|

0y
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|
L

|

|

|
1
|

}

|
L
|
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“vector” se pueden uilizar intercambiablemente en la medida en que plasmido es

la forma mas comunmente utilizada de vector.

“Polinucledtido”, o “acido nucleico”, como se utiliza intercambiablemente aqui, se
refiere a polimeros de| nucledtidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN.

Los nucledtidos pueden ser desoxiribonucleétidos, ribonucleétidos, nucleétidos o

- bases modificadas, y/o|sus analogos, o cualquier sustrato que se pueda incorporar

l} en un polimero mediante ADN O ARN polimerasa, o mediante una reaccién
“:sintética. Un polinucledtido puede comprender nucledtidos modificados, tales
como nucleédtidos metilados y sus analogos. Si esta presente, la modificacion a la
é?structura del nucledtido|se puede impartir antes o después de montar el polimero.
Qa secuencia de nucledtido se puede interrumpir por, mediante componentes no
nﬁycleétidos. Un polinuclegtido puede ser adicionalmente modificado después de
si‘.lntesis tal como mediante conjugacién con una marca. Otros tipos de
mbdificacién incluyen, par ejemplo, “caps” sustitucién de uno o mas de los
nuli‘cleétidos de ocurrencia, natural con analogo, modificaciones inter nucleétido
talés como, por ejemplo aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo metil
foéfonato, fosfotriésteres, | fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces
carQados, por ejemplo fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.) aquellos que contienen
porc“;iones pendientes, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo nucleasas,
toxiﬁas, anticuerpos, péptidos de sefal ply-lisina, etc.), aquel o los con
intercaladotes (por ejemplo acridina, soralen, etc.), aquellos que contienen
querr‘;lladores (por ejemplo me\tales, metales radioactivos, boro, metales oxidativos,
oxidallntes, etc.), aquellos que contienen alquiladores, aquellos con enlaces
modif‘ilcados (por ejemplo acidos nucleicos alfa numéricos, etc.), asi como también
forma$ no modificadas de pLIinucIec’;tidos. Ademas, cualquiera de los grupos
hidroxilxllo habitualmente presentes en los azucares se puede reemplazar, por
ejemplb, por grupos fosfonato,| grupos fosfato, protegidos por grupos protectores
esténdér, o activados para preparar enlaces adicionales a nucledtidos adicionales
o) pueden estar conjugados a Aoportes sélidos o semisolidos. El OH terminal 5’ y
3 puedé ser fosforilado o sustié ido con aminas o porciones de grupos capaces
orgénicc;‘s o de 1 a 20 atomos de carbono. Otros hidroxilos también se pueden
derivar a grupos protectores estandar. Los polinuecleétidos también pueden
contenerl\ formas andlogas de ribosa y azucar desoxirubosa que sean
generalm‘gnte conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, 2'-O-metil-, 2'-O-

alil, 2'fluoro o 2'-acido-ribosa, ahalogos de azUcar carbociclico, azlcares alfa
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1
|

l. numericos, azucares epiméricos tales como arabinosa, xilosas o lixosas, azlicares
1 piranosa, azucares furanosa, seufoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de
l“nucle()sido abasico tales como metil ribosita. Uno o mas enlaces fosfodiester se
puede reemplazar por grupos enlazantes alternativos. Estos grupos enlazantes
alternativos incluyen, pero no estan limitados a, modalidades en donde el fosfato
es reemplazado por P(O\ S (“tioato”), P(S)S (“ditioato”), “(O)NR. sub.2 (“amidato”),
if’(O)R, P(O)OR’, CO o|CH. sub. 2 (“formacetal’), en el cual cada R o R’ es
independientemente H o|alquilo sustituido o no sustituido (1-20C). Opcionalmente
contiene un enlace éter (LO-) arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, o araldilo.
No todos los enlaces en Ln polinucledtidos necesitan ser idénticos. La descripcion

plrecedente aplica a todos los polinucleétidos a que se hace referencia aqui
incluyendo ARN y ADN.

|
i

“Oligonucledtido”, como se utiliza aqui, generalmente se refiere a polinucleétido de
| . . sy

hebra simple generalmente sintéticos que son en general, pero no
|

necesariamente, menores de 200 nucledtidos de longitud.
|

|

Los términos “oligonucleétido” y “polinucleétido” no son mutuamente exclusivos la

descripcion anterior para polinucledtidos es completamente aplicable a
oligonucledtidos.

|
l

Los términos “anticuerpo” y| “inmunoglobulina” se utilizan intercambiablemente en
el sentido mas amplio e incluyen anticuerpos monoclonales (por ejemplo,
antiéuerpos de longitud |completa o monoclonales intactos), anticuerpos
poliélonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos muitiespecificos (por ejemplos,
antic%uerpos biespecificos tan largos que ellos exhiben la activad biolégica
deseada) y también pueder\ incluir ciertos fragmentos de anticuerpo (como se

describié con mayor detalle aqui). Un anticuerpo puede ser humano, humanizado
y/o de afinidad madurada.

“Fragmentos de anticuerpo”|comprenden solo una porcion de un anticuerpo
intacto, en donde la porcion preferiblemente retiene al menos uno, preferiblemente
la mayoria o todos, y las funciones normalmente asociada con aquella porcién
preseﬁte en el anticuerpo intaLto. En una modalidad, un fragmento de anticuerpo
compr%ande un sitio de unioén de antigeno del anticuerpo intacto y asi retiene la

capacidad de unir antigeno. En otra modalidad, el fragmento de anticuerpo de

|

W
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énticuerpo, por ejemplo uno que comprende la region Fc retiene al menos una de
ﬁlas funciones bioldgicas| normalmente asociadas con la regidn Fc cuando esta
presente en un anticuerpo intacto, tal como unién de FcRn, modulacién de vida
media de anticuerpo, funcion ADCC y unidén de complemento. En una modalidad,
un fragmento de anticuérpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida
media in vivo sustanciallnente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo, tal
fnggmento de anticuerpo ;Luede comprender sobre un brazo que se une a antigeno

ligado a una secuencia Fc capaz de conferir estabilidad in vivo al fragmento.

|

El término “anticuerpo monoclonal” como se utiliza aqui se refiere a un anticuerpo
ot%tenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto
poi posibles mutaciones c!!e ocurrencia natural que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los nticuerpos monoclonales son altamente especificos,
esténdo dirigidos contra |un antigeno simple. Ademas, en contraste a las
preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen tipicamente diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo

! . . . . 3 rd
monoclonal esta dirigido contra un determinante simple sobre el antigeno.

|
|
|

Los' anticuerpos monoclonales aqui especificamente incluyen anticuerpos
“quiméricos” en los cuales IL porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica
con u homoéloga a secuenc};as correspondientes y en anticuerpos derivados de
espe\cies particulares que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo
partic%ular, mientras el resto de la cadena o cadenas es idéntica con u homéloga a
secuencias correspondientes|en anticuerpos derivados de otras especies o0 que
pertehecen a otra clase de a ticuerpo o subclase, asi como también fragmentos
de talés anticuerpos entre tanto ellos exhiban la actividad biolégica deseada (U.S.

Patenie No. 4,816,567; y Morrlison et al., Proc. Natl. Acad. Sci, Usa 81:6851-6855
(1984)).

|

Formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo murino) son
anticuérpos quiméricos que contienen secuencia minima derivada de
inmunqglobulina no humana. ILara la mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en la cual los residuos de la
region hipervariable del receptor son reemplazados por residuos de una regioén

hipervariable de especies no humanas (anticuerpo donador) tal como ratoén, rata,

}

R
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cbnejo o primate no humano que tiene la especificad, afinidad, y capacidad
déseadas. En algunos casos, los residuos de la regiéon de estructura (FR) de la
inﬁunoglobulina human; son reemplazados por residuos no humanos
correspondientes. Ademéjs, los anticuerpos humanizados pueden comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo
donador. Estas modificaLioneS son hechas para refinar adicionalmente el
désempeﬁo de anticuerpo\ En general, el anticuerpo humanizado comprendera
suétancialmente todo o al menos una, y tipicamente dos, dominios de variable, en
los' cuales todos o sustancTalmente todos los aros hipervariables corresponden a
aquellos de una inmunogIoLuIina no humana y todos o sustancialmente todos los
FR son aquellos de una secuencia de inmunoglobulina. El anticuerpo' humanizado
opcionalmente también comprendera al menos una porcién de una regién
con%tante de inmunoglobul\na (Fc), tipicamente aquella de la inmunoglobulina
hum.‘\ana. Para detalles adicionales, ver Jones et al., Nature 321:522-525 (1986);
Riedhmann et al., Nature 33\-2:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2-
593-596 (1992). Ver también los siguientes articulos de revisién y referencias
citadl‘as aqui: Vaswani y Hajnilton, Ann. Allegry, Asthuma & Immunol, 1:105-115
(199?); Harris, Biochem. vSoo. Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross,

Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)

|
|

Un “ahtigeno” es un antigeno| predeterminado en el cual un anticuerpo puede ser
selectivamente unido. El antigeno blanco puede ser polipéptido, carbohidrato,
acido “\nucleico, lipido, hapten,Lu otro compuesto de ocurrencia natural o sintético.
Preferiblemente, el antigeno blanco es un polipéptido. Una “estructura humana
aceptadora” para los propésitos de ésta es una estructura que comprende una
secuencia de aminoacido de una estructura VL o VH derivada de una estructura
de inrﬁunoglobulina humana, o de una estructura de consenso humana. Una
estructlLllra humana aceptadora| “derivada de” una estructura de inmunoglobulina
humana o una estructura de |consenso humana puede comprender la misma
secuencia de aminoacido de ésta o puede contener cambios de secuencias de
aminoacido preexistentes. Cuando los cambios de aminoacido preexistentes estan
presentés, preferiblemente no mas de 5 y preferiblemente cuatro o menos, o tres o
menos ciambios de aminoacido goreexistentes estan presentes. Donde los cambios
de aminpécido preexistentes estan presentes en un VH, preferiblemente aquellos
cambios estan solamente en tres, dos o una de las posiciones 71H, 73H y 78H.

Por ejemplo, los residuos de aminoacido en aquellas posiciones pueden ser 71A,

el
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73T yl/o 78A. En una modalidad, la estructura humana aceptadora VL es idéntica a
Ié secuencia de estructura de inmunoglobulina humana VL o a la secuencia de

estructura de consenso humana.

}

}

Uha “estructura de consenso humana” es una estructura que representa el residuo
dell aminoacido de ocurrencia mas comuin en una seleccion de secuencias de
estructura VL o VH d\e inmunoglobulina humana. La seleccion de la
inmunoglobulina humana. I\En general, la seleccion de las secuencias VL o VH de
inrﬁunoglobulina humana viene de un subgrupo de secuencias de dominio
variable. Generalmente, el subgrupo de las secuencias es un grupo como en
Rablat et al. En una modalidad, para el VL es el subgrupo kappa | como en Rabat
et all,l. En una modalidad, para el VH, el subgrupo es el subgrupo Ill como en Rabat
et al,

Una “estructura de consensb de subgrupo | VL” comprende la secuencia de
consénso obtenida de la secuencia de aminoacido en un subgrupo | capa ligero
variable de Rabat et al. La seiuencia de aminoacido de la estructura de consenso
del su}bgrupo I VL comprende |al menos una porcién de todas de cada una de las

siguientes secuencias:

DIQMTQSPSSLSAVGDRVTITG(SEQ ID NO: 34)-LIWYQQKPGKAPKLLI (SEQ ID
NO: 35)- L2.GVPSRFSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC (SEQ ID NO: 36)-L3-
FGQGTKVIKR (SEQ ID NO: 37)

|
|

Una “es*ructura de consenso del subgrupo Il VH” comprende la secuencia de
consensé obtenida de las secuencias de aminoacido en el subgrupo presado
variable Il\lll de Rabat el al. En una modalidad, la secuencia de aminoacido de la
estructuré" de consenso del subgrupo {ll VH comprende al menos una porcién o
todas ' de cada unaL de las siguientes secuencias:
EVQLVES‘lGGGLVQPGGSLRLSC S (SEQ ID NO: 38)-H1-WVRQAPGKGLEWV
(SEQ ID NO: 39)—H2-RFTISRDNS\<NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA (SEQ ID NO:
40)-H3-WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 41).

|
|

Una “estructura humana no modificada” es la estructura humana que tiene Ia

misma secuencia de aminoacido |que la estructura humana aceptadora, por

|
|
L
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i
|

ejemplo, le falta el o las|sustituciones de aminoacido humano a no humano en la

estructura humana aceptadora.

Una “region hipervariable alterada” para los propésitos de esta es una region
hipervariable que comprehde una o mas sustitucion o sustituciones de aminoacido
(por ejemplo 1 a aproximadamente 16) en esta.

|
|

Una “region hipervariable Xvo modificada” para los propdsitos de esta es una region
hipervariable que tiene la jmisma secuencia de aminoacido que un anticuerpo no
humano del cual este se deriva, es decir, al que le falta una o mas sustituciones de

aminoacido en este.

}
|

El término “region hipervariable”, “HVR, o “HV”, cuando se utiliza aqui se refiere a
las \ﬁregiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en la
sec@encia y/o forman estructuralmente aros definidos. Generalmente, los
antié:uerpos comprenden sels regiones hipervariables; tres en el VH (H1, H2 H3),
Y tres en el VI (L1, L2, L3).{Un nimero de delineaciones de regiéon hipervariable
estéh en uso y estan comprendidas en esta. Las regiones determinantes de
comﬁ;lementariedad Kabat (CDR) estan basadas en la variabilidad de secuencia y
son los mas comunmente utilizados (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immdnoloqical interest, 5th E}d. Public Health Service, National Institutes of Health,

Bethé:sda, MD. (1991)). Chotnia se refiere en su lugar a la localizacion de los aros
esk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). La region
hipervariable AbM representa jun compromiso entre los CDR Kabat y las regiones

estructurales (Chothia and

estruc#urales Chothia, y son| utilizadas por el software de modelamiento de
anticuérpo AbM de Oxford Molecular's. Las regiones hipervariables “de contacto”
estan basadas en andlisis de I\?s estructuras de cristal complejo disponibles. Los

residuos de cada una de estas regiones hipervariables se anotan adelante.

}
}

Tabla 1

Aro Kabat || AbM Chothia Contacto
L1 1 L24-1.34 || L24-L34 L26-L.32 L30-L.36
L2 \ L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-1.55
L3 : L89-L97 L89-L97 L91-LO6 L89-L96
H1 : H31-H35B ' H26-H35B H26-H32 H30-H35B
numeracion

Rabat \

H1 | H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
numeracion \
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Chothia \
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

Lés regiones hipervariables pueden comprender, regiones hipervariables
ektendidas “‘como sigue: 24-36 0 24-34 (L1), 46-56 o 49-56 o 50-56 0 52-56 (L.2) y
89:97 (L3) en el VL y 26-35 (H1), 50-65 o0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102
(Hé) en el VH. Los residuos de dominio variable estan numerados de acuerdo a

Kabat et al., supra para cada una de estas definiciones.

“estructura” o “FR” son aquellos residuos de dominio variable diferentes de los

residuos de region hipervariable como se definieron aqui.

Un “a“nticuerpo humano” es aquel que posee una secuencia de aminoacido que
corresl'ponde a aquella de un|anticuerpo producido por un humano y/o ha sido
hecha l‘\utilizando cualquiera de las técnicas para elaborar anticuerpos humanos
como 'se describié aqui. EstL definicion de un anticuerpo humano excluye
especifipamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién de
antigentb no humanos.

Un “antid‘uerpo madurado de afinidad” es aquel con una o mas alteraciones en uno
0 mas dl\e los CDR de estos que resuita en una mejora en la afinidad del
anticuerpé;) para el antigeno, con‘\parado con el anticuerpo padre que no posee
aquella o équellas alteraciones. L \s anticuerpos madurados de afinidad preferidos
tendran afinidades nanomolares o\aun picomolares para el antigeno blanco. Los
anticuerpoé madurados de afinidad son producidos mediante procedimientos
conocidos én la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 (1992) describe
la maduracic’m de afinidad mediante barajamiento del dominio VH y VL. Una
mutagénesi§f aleatoria de CDR y/o |los residuos de estructura se describen en:
Barbas et alll Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene
169:147-155“.‘(1995); Yelton et al. J. [mmunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et
al., J. Immunc}l. 154(7):3310-9 (1995);|and Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226:889-896

(1992).

Un anticuerpo “bloqueante” o un anticuerpo “antagonista’ es aquel que exhibe o

reduce la actividad de logica del antigeno a que este se une. Los anticuerpos

'
}
|

b
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l

bquiJeantes preferidos o los anticuerpos antagonistas inhiben sustancial o
completamente la actividad Jiolégica del antigeno.

}

Un “anticuerpo antagonista” como se utiliza aqui es un anticuerpo que semeja al

menos una de las actividades| funcionales de un polipéptido de interés.

}

|
|

Un “qlesorden” es una condjcién que se beneficiaria del tratamiento con una
sustancia/molécula o método|de la invencién. Este incluye trastornos crénicos y
agudos o enfermedades que incluyen aquellas condiciones patoldgicas que
predisponen al mamifero al traStorno en cuestion.

'

i

Ejempios no limitantes de trastornos a ser tratados aqui incluyen tumores
malign%)s y benignos; malignidades no leucemias y linfoides; neuronales, gliales,
astrocit\ales, hipotalamicas y otfos trastornos glandulares, macrdfagos, epiteliales,
estromales y blastocoelicos; y trastornos inflamatorios, inmunolégicos y otros
relacionados con angiogénesis.
l\

El térmi\,no “enfermedad inmune relacionada” significa una enfermedad en la cual
un componente del sistema inmine de un mamifero origina, mediante o contribuye
de otra' forma a la morbilidad) en el mamifero. También incluidos estan las
enfermedades en las cuales el estimulo o la intervencion de la respuesta inmune
tiene un efecto de mejora sobre|la progresién de la enfermedad. Incluidos dentro
de ese término estan las enfermedades inflamatorias mediadas por inmunidad,
enfermedades  inflamatorias nL ‘mediadas por inmunidad, enfermedades

infecciosas, enfermedades de inmunodeficiencia, neoplasia, etc.
|

|
!

Ejemplos de enfermedades relacionadas con la inmunidad e inflamatorias, algunas
de las cuales son mediadas por inmunidad o célula T, que se pueden tratar de
acuerdo con la invencion incluyen Jupus eritematosis sistémico, artritis reumatoide,
artritis crénica juvenil, espondiloartropatias, esclerosis sistémica (escleroderma)
miopatias l\inflamatorias idiopéticaL (dermatomiositis, piolimiositis), sindrome de
Sjoégren, \lbasculitis sistémica, sarcoidosis, anemia hemolitica autoinmune
(pancitopenia inmune, hemoglubinuria nocturna paroxismal), trombocitopenia
autoinmune (trombocitopenia idiolética purpura, trombocitopenia mediada por
inmunidad), tiroiditis (enfermedad |de Grave's, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis

linfositica jdvenil, tiroiditis atréfica),| diabetes melitus, enfermedad renal mediada

}

X
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|

por inmunidad (glomerulonefritis, nefritis tubulointersticial), enfermedades
degmielinisantes del sistema nervioso central y periférico tales como esclerosis
multiple, sindrome de poIiLeuropatia diesmielinisante idiopatica, o sindrome de
Guiillain-Barré, y polineuropatia diesmielinisante inflamatoria, enfermedades
hepatobiliares tales como hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, D, E Y otros virus
no hepatotropicos), hepatitis activa cronica autoinmune, cirrosis biliar primaria,
hep:atitis granuldmatosa, y |colangitis esclerosante, enfermedad inflamatoria del

intestini (colitis ulcerativa: e ’lfermedad de Crohn), enteropatia sensible a gluten, y

enfermedad de Whipple, enfermedades de la piel autoinmunes o mediadas por
inm@nidad que incluyen enfermedades de la piel bulosa, dermatitis multiforme de
eritema y contacto, soriasis, enfermedades alérgicas tales como asma, rinitis
aléréica, dermatitis atopica, hipersensibilidad a los alimentos vy urticaria,
enfermedades inmunolégicas del pulmén tal como neumonias eosindfilicas,
fibrosis pulmonar idiopéticJ y neumonitis de hipersensibilidad, enfermedades
asociadas a transplante que|incluyen rechazo de injerto y enfermedad de injerto

versus huésped.
|

|

Las enfermedades infecciosas incluyen enfermedades virales tales como SIDA
(infeccion por VIH), hepatitis A, B, C, D Y E, herpes, etc, infeccién bacterial,
infecéiones fungosas, infecciopes de protozoarios y infecciones de parasitos.

Un “trastorno autoinmune” o| a una “enfermedad autoinmune” como se utiliza
intercambiablemente aqui es Una enfermedad no maligna o trastorno que surge y
esta \\dirigida contra los tejidos propios del individuo. Las enfermedades
autoinmunes descritas aqui excluyen especificamente las enfermedades malignas
o] canc%erosas o condiciones, ;Jarticularmente que excluyen el linfoma de célula B,
la leucemia linfoblastica agcha, (ALL), la leucemia linfositica cronica (CLL), la
leucemia de célula vellosa, y la leucemia mieloblastica crénica. Ejemplos de
enfermiedades autoinmunes o trastornos incluyen, pero no estan limitados a,
respuestas inflamatorias tales|como enfermedades inflamatorias de la piel que
incluyen soriasis y dermatitis| (por ejemplo dermatitis atopica); esclerodermia
sistémi#:a y esclerosis; respuestas asociadas con enfermedades inflamatorias del
intestino (tal como enfermedad|de Cronh y colitis ulcerativa): sindrome de estrés
respiratbrio (que incluye sindrome de estrés respiratorio en adultos; ARDS);
dermatil;is; meningitis; encefalitis; uveitis; colitis; glomérulo nefritis; condiciones
alérgicas tales como eccema |y asma y otras condiciones que involucran la
infiltracici')n de células T y respuestas inflamatorias cronicas; ateroesclerosis;

|
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|

deficiencia de adicién de leucocito; artritis reumatoide; lupus eritematoso sistémico
($LE); diabetes melitus (por ejemplo diabetes melitus tipo 1 o diabetes melitus
dependiente de insulina); esclerosis multiple; sindrome de Reynaud; tiroiditis
at;ltoinmune; ensefalomielitis alérgica; sindrome de Sjorgen diabetes de ataque
juvenil; y respuestas inmunes asociadas con hipersensibilidad aguada y retrasada
médida por sitoquinas vy |linfocitos T tipicamente encontrados en tuberculosis,
sarcoidosis, polimiositis, | granulomatosis y basculitis; anemia perniciosa
(eﬁfermedad de Addison); lenfermedades que involucran diapedesis de leucocito;
trastorno inflamatorio del sistema nerviosa central (SNC); sindrome de dafio de
érgl“ano multiple; anemia |hemolitica (Que incluye, pero no esta limitado a
crioglobinemia o anemia |positiva Coombs); miastenia gravis; enfermedades
mediadas por complejo de antigeno-anticuerpo; enfermedad de membrana de

|

base anti-glomerular; sindro\Te de antifosfolipido; neuritis alergia; enfermedad de

Graves; sindrome miastehica Lambert-Eaton; bolo pemfigoide; pemfigus;

poliéndocrinopatias autoinanes; enfermedad de Reiter; sindrome de hombre
rigido; enfermedad de Behcet; artritis de célula gigante; nefritis de complejo
inmu:ne; nefropatia IgA; polineuropatias IgM; trombocitopenia purpura Ainmune
(ITP)l\o trombocitopenia autoilw

|

|

mune etc.

1}

El término “trastornos inflamatorios gastrointestinales” es un grupo de trastornos
crénioﬁos que origina la ianamchién y/o la euceracion de la membrana de mucosa.
Como, tales, los términos |incluyen enfermedad inflamatoria del intestino
(enferfmedad de Crohn, colitis lulcerativa, colitis indeterminada y colitis infecciosa)
mucositis (por ejemplo mucositis oral, mucositis gastrointestinal, mucositis nasal y
proctitills), enterocolitis necrotizante y esofagitis.

|
|

|
El término “trastorno proliferativo de células” y “trastorno proliferativo” se refieren a
trastornos que estan asociados| con algun grado de proliferacion celular anormal.

En una modalidad, el trastorno proliferativo de la célula es cancer.

l
L

“tumor”,lll como se utilizan aqui se refiere a todos los crecimientos celulares
neoplasicos y de proliferacion sean malignos o benignos, y a todos las células y
tejidos pl%ecancerosos y cancerosos. Los términos “cancer” “canceroso”, “trastorno
proliferativo de células”, “trastorncL proliferativo” y “tumor” como se tratan aqui.

|

U
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}

EI termino “cancer” y “canceroso” se refiere o describe la condicion fisiologica en
Ibs mamiferos que esta Lpicamente caracterizada por el crecimiento/proliferacion
de células no reguladas\. Ejemplos de cancer incluyen pero no es limitado a,
darcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de
téles canceres incluyen canceres de célula escamosa, cancer pulmonar de célula
péqueﬁa, cancer pulmon$r de célula no pequefa, adenocarcinoma del pulmén,
cércinoma escamoso del| pulmén, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular,
cé}‘ncer gastrointestinal, cdncer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer
de\l ovario, cancer del higado, cancer de la vejiga, epitoma y cancer de mama,
cér\)cer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma
de gléndula salival, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de préstata, cancer
vulval, cancer de tiroides, carcinoma hepatico y varios tipos de cancer de cabezay

cuello.

La desregulacic')n de la Angiogénesis puede conducir a muchos trastornbs que se
pueden tratar mediante las| composiciones y métodos de la invencion. Esos
trastéprnos incluyen tanto condiciones no neoplasticas como neoplasticas. Las
neopiésticas se incluyen lpero no estan limitadas a aquellas descritas
anteriormente. Lo trastornos rxo neoplasticos se incluyen pero no estan limitados a
hiperfrofia indeseada o aberrante, artritis, artritis reumatoide (RA), soriasis, placas
soriétilcas, sarcoidosis, ater\osclerosis, placas ateroscleréticas, retinopatias
diabéticas y otras proliferativas que incluyen retinopatia de premadurez, fibroplasia
retrolehtal, glaucoma neovascular, degeneracion macular relacionada con la edad,
edemail macular diabético, neoJascuIarizacién de la coérnea, neovascularizacion del
injerto . corneal, rechazo de injerto corneal, neovascularizacion de la
retino/c;‘loroidal, neovascularizacion del angulo (rubeosis), enfermedad neovascular
ocular, l;restenosis vascular, mglformaciones ateriovenosas (AVM), meningioma,
hemangl‘\ioma, angiofibroma, hiperplasias de tiroides (incluyendo enfermedad de
Grave), l‘ltrasplante de cornea y| otro tejido, inflamacién crénica, inflamacion del
pulm()n,l"daﬁo del pulmoén agudo/ARDS, sepsis, hipertension pulmonar primaria,
efusione$ pulmonares malignas, \edema cerebral (por ejemplo asociado a ataque
agudo/dano de cabeza cerrada/trauma), inflamacion sinovial, formacion de pannus
en RA, fpiositis osificante, formacién de hueso hipertréfica, osteoartritis (OA),
ascites réfractaria, ovariana policistica, endometriosis, tercer desplazamiento de
enfermedé?des de fluidos (pancreatitis, sindrome de compartimiento, quemaduras,

enfermedad del intestino), fibrosis |uterinos, trabajo prematuro, inflamacién crénica

|
|

NE
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tél como IBD (enfermedad de Crohn y colitis ulcerativas), rechazo de autoinjerto
renal, enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome nefrético, crecimiento de
rriasa de tejido no deseada o aberrante (no cancer), articulaciones homofilicas,
pé?laduras hipertréficas, inhibicién de crecimiento de cabello, sindrome de Osler-
Weber, fibroplastias retroantaIes de granuloma piogénico, escleroderma, tracoma,
adhesiones vasculares, |sinovitis, dermatitis, preeclampsia, ascites, efusion

pericardial (tal como aquella asociada con pericarditis), y efusion pleural.

}

|

Como se utilizan aqui, “tratamiento” se refiere a la intervenciéon clinica en un
inténto de alterar el curso Latural de los individuos o las células que estan siendo
tra’?fadas, y se pueden deJarrollar por profilaxis durante el curso de la patologia
clinica. Los efectos deseaLios del tratamiento incluyen prevenir la ocurrencia u
reciurrencia de enfermedad, alivio de sintomas, disminucién de cualesquier
consecuencias directas o |indirectas de la enfermedad, metastasis preventiva,
disr\\ninucién de la tasa de progresion de enfermedad, mejoramiento o paliamiento
del “\ estado de enfermedad, y remisibn o prognosis mejorada. En algunas
modalidades como los anticuerpos de la invencién son utilizados para retrasar el
des?rrollo de una enfermedad o desorden.
\

Una‘i “Cantidad efectiva” se refiere a una cantidad efectiva en dosis durante
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico

|
deseado.

|

l . . -
Una , “cantidad terapéuticamente efectiva” de una sustancia/molécula de Ia
inveﬁcién, agonista o antagortsta puede variar de acuerdo con factores tales como

el estado de la enfermedad, la edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad de
la su#tancia/molécula, agonista o antagonista a elicitar la respuesta deseada en el
individuo. Una cantidad terapéuticamente efectiva es también aquella en la cual
los éfectos toxicos o de \etrimento de la sustancia/molécula, agonista o
antagonista son compensados por los efectos terapéuticamente benéficos. Una
“Canti:dad profilacticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva en dosis y
durantp periodos de tiempo| necesarios para lograr el resultado profilactico
deseado. Tipicamente, pero no necesariamente, en razén a que utiliza la dosis
profilé#:tica en sujetos antes |0 en una etapa temprana de la enfermedad, la
cantidad profilacticamente efectiva ser4& menor de la cantidad terapéuticamente

|
efectiva.

|
|
|
|
|

'
|
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El término “‘Agente citotoxico” como se utiliza aqui se refiere a una sustancia que
inhibe o previene la funcién de células y/o origina la destruccién de células. El
término esta destinado a incluir is6topos radiactivos (por ejemplo At?'", 131 1125,
)‘(90, Re'®, Re'™ sm'P Bi*'?, P e isotopos radiactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos por | ejemplo metotrexato, adriamicina, alcaloides Vinca
(vincristina, vinblastina,| etoposida), doxorubicina, melfalan, mitomicina C,
clorambucil, daunorubicina, y ofros agentes intercalantes, enzimas y fragmentos
d:e estos tales como enzimas nucleoliticas, antibioticos y toxinas tales como
téxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente activas de bacterias,
hbngos, plantas y de ori%en animal, que incluyen fragmentos y/o variantes de
e$tos, y agentes antitumorales o anticancerigenos varios descritos adelante. Otros
agentes citotoxicos se c!lescriben adelante. Un agente tumoricida origina la

destruccion de las células tumorales.
I

l
\

Un “Agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Gtil en el tratamiento de
céhcer. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilatantes
tales como tiotepa y CYTIOXAN®, ciclofosfamida; alquil sulfonatos tales como
buéulfan, improsulfan, y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona,
meturedopa, y uredopa: etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina,
trietilenomelamina, trietilenefosforamida, trietilenotiofosforamida, y
trimfptilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona);
delta-9-tetrahidrocanabinol {dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol;
coléhicinas; acido betulinico; una camptotecina (que incluye topotecam analogo
sintético (HYCAMTIM®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina,
escc;polectina, y 9-aminclcamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065
(inclhyendo su aadozelesinL; carzelesina y analogos sintéticos de biselesina);
poddfilotoxina; acido podofilinico; teniposida, criptoficinas (particularmente
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que incluye los analogos
sinté’gicos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; sarcodictina;
espongistatina; mostazas dé nitrégeno tales como clorambucil, clornafacina,
colofésfamida, estramustina; Efosfamida; mecloretamina; hidroclorato de 6xido de
mecldretamina, melfalan, noJembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida,
mostéza uracilo; nitrosoureas|tales como carmustina, clorosotocina, fotemustina,
lomusiina, nimustina, y ranimnustina; antibiéticos tales como antibidticos de

|

enediina (ejemplo caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gammail y

L
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caliqueamicina omegal1 (ver, ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186
(1994)); la dinemicina, incluye dinemicina A;una esperamicina; asi como también
cromoforo de negcarzinostatina y cromoéforos antibidticos de enedina
cromoproteina), aclasinomicinas, actinomicina, antramicina, azerina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carcindfilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina,6-diazo-5-oxo-L-

norleucina, ADRIAM \CIN®, doxorubicina (que incluye morfolino-doxorubicina,

- cianomorfolino-doxorubicina, 2-pirrolino-doxorubicina, deoxidoxorubicina),

. epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como

|

. mitomicina C, acido | micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomecina,
|

" potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
\* ‘estreptosocina, tubercidina, ubenimex, sinostatina, sorubicina antimetabélicos
xtales como metotrexatc[j y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido folico tales
Lcomo denopterina, metri)texato, teropterina, trimetrexato,; analogos de purina tales
pomo fludarabina, 6-me faptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina
{_\ales como ancitabina, asacitidina, 6-asauridina, carmofur, citarabina,
@ideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, dromostanolona propionato, epitiostanolm mepitiostano, testolactona;

antiadrenales tales como| aminoglutetimida, mitotane, trilostano; rellenadores de

acido folico tales como acido frolinico; aceglatona; aldofosmamida glicésido; acido

airninolevulinico eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato;
defofamlna demecolcina; |diasiquona; elformitina; acetato de eliptinio; y epotilona:;
etoglumdo nitrato de galio} hidroxiurea; lentinan; yonidainina; maitansinoides tales
como maitansina y ansamitocina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitﬁaerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilhidracida;
procarbasina; PSK® complejo de polisacarido (JHS Natura Products=, Eugene,
OR>; razoxano; rizoxin; sizofiran; espirogermanium; acido tenuazonico; triasicona:
2,2’11,2”-triclorotrietilamina; tricotexenos (especialmente toxina T-2, verracurina A,
rori@ina A y anguidina); uretano; vindecina (ELDESINE®, FILDESIN®);
dacarbasina; manomustina, mitobronitos; mitolactol, pipobromano; gacitosina;
aratiinésido (“Ara-C"); tiotepa; taxoides; por ejemplo TAXOL®; paclitaxel (Bristol-
Myel%s Squibb oncology, |Princeton, N.J.), ABRAXANE™ formulacion de
nandparticulas de ingenieria de albimina libres de creméforo de paclitaxel
(Américan Pharmaceutical |Partners, Schaumberg, Illinois) y TAXOTERE®
doxeﬁaxel (Rhone Poukenc |Rorer, Anthony, France); cloranbucil; gemcitabina

(GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina, metotrexato; analogos de platino tales
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l'xcomo cisplatina y carboplatina; vinblastina (VELBAN®); platino; etoposido (VP-16);
l‘.u'fosfamida; mitoxantroja; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatina; leucovovina;
{/inorelbina (NAAVELBINE®); novantrona; edatrezato; daunomicina; aminopterina;
ibandronato; inhibidores| de topoisomerasa RFS 2000; difluorometil ornitina
(DMFO); retinoles tales \como é&cido retindico; capecitabina (XELODA®); sales
férmacéuticamente aceptables, acidos derivados de cualquiera de los anteriores;
aé_i como también combiLaciones de dos o mas de los anteriores tales como
CF;IOP, una abreviatura\ para una terapia combinada de ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para el
rééimen de tratamiento con oxaliplatina (ELOXATIN™) combinada con 5-FU y
Ieu%:ovovina.

1
1

Tarﬁbién incluidas en esta definicion estan agentes antihormonales que actuan
para}l regular, reducir, bloquear o inhibir los efectos de hormonas que -pueden
prorﬁ_‘over el crecimiento de cancer; y estdn a menudo en la forma de un
trataﬁniento sistémico, o de (\cuerpo entero. Ellos pueden ser hormonas mismas.
Ejemplos incluyen anti-estrégenos y moduladores de receptor de estrogeno
selec’f%jvo (SRM), que incluye,&por ejemplo, tamoxifen, (que incluye NOLVADEX®
EVISTA® raloxifeno, droloxi

LY117018, onapristona, y FARESTON® toremifeno; anti-progesteronas; sub-

‘ Jor de st

no, 4-hidroxitamoxifeno, trioxofeno, queoxifeno,

I3

reguladores delreceptor de estrogeno (ERD); agentes que funcionan para suprimir
o] cortat los ovarios; por ejemplE, agonistas de hormona de liberacion de hormona
Ieutinizénte (LHRH) tal como lLUPRON@ y ELIGARD® acetato de leuprolide,
acetato l‘.lde goserelina, acetato de buserelina y tripterelkina; otros antiandrogenos
tales coﬁpo flutamifda, nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de aromatasa para
inhibir la enzima de aromataz que regula la produccién de estrogeno en
gléndulaé adrenales, tales como, |por ejemplo, 4 (5) —imidazoles, aminogluetimida,
MEGASE@ megestrol acetato AROMASIN® exemestano, fomestanie, fadrosole,
REVISOR® verozol, FEMARA® letrozol, Y ARIMIDEX® anastrozol, Ademas, tales
definicione%s de agentes quimioterapeuticos incluyen bifosfonatos tales como
clodronato: (por ejemplo, BONEFO%@ U OSTAC® DIDOCAL® ETIDRONATO, NE-
58095, ZbMETA® acido zoledlénico/zoledronato FOSAMAX® alendronato,
AREDIA® éamidronato, SKELID® tiludronato o ACTONEL® risedronato; asi como
también troxacitabina (unanalogo de 1,3-dioxolano nucleosido citosina,
oligonucleétlidos contra sentido, particularmente aquellos que inhiben la expresion

de generen' sendas de sefializacidn implicadas en la proliferacion de célula

U
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aberrante, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, y receptor de factor de
. crecimiento epidérmico (EGF-R) ; vacunas tales como vacuna THERATOPE® y
l\ vacunas de terapia de gen, por ejemplo, la vacuna ALLOVETIN®, la vacuna
LEUVECTIN®, Y LA VACUNA vaxid®, el inhibidor de topoisomerasa |
li LURTOTECAN®; ABARELIX® mRH; ditioxilato de lapatinib (un ErB-2 y EGFR
también conocido comao GW57201); y sales farmacéuticamente aceptables acidos
ixlo derivados de cualquigra de los anteriores. Un “agente inhibidor de crecimiento”
l;cuando se utiliza aqui |se refiere a un compuesto o composicidon que inhibe el
brecimiento de una célula cuyo crecimiento es dependiente de la activacion p7
bien sea in Vitro o in vivl;. Asi, el agente inhibidor del crecimiento puede ser aquel
due reduce significativamente el porcentaje de células dependientes de B7 en la
f:ase S. Ejemplos de ag\entes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que
B.quuean la progresion del ciclo de la célula (en un lugar diferente de la fase S),
téles como agentes que inducen la disminucion G1 y la disminucién de fase M.
B[oqueadores de clase fase incluyen las vincas, (vincristina y vinblastina),
ta§(anos, e inhibidores de|tipoisomerasas Il tales como doxorubicina epirubicina,
dé‘lunorubicina, etopoxido,| y bleomicina. Aquellos agentes que disminuyen G1
también que se vierten en la disminucién de fase S, por ejemplo, agentes
alduilatantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbazina,
mécloretamina, cisplatina, metotrexato, 5-fluoracilo, y ara-C. Informacion adicional
se buede encontrar en The|Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn e Israel, eds,
Chaipter 1, entlited “Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs” By
- Mur?kami et al, (WB saunders: Philadelphia, 1995), especialmente p.13 Los
taxahos (paclitaxel y docetexel) son drogas anti cancer ambas derivadas del arbol
de tejo. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone, Poulenc Rorer) se deriva del Europeo
es dn analogo semisentica de placlitaxel (TAXOL® Bristol-MyersSquibb. El
Paclifaxel y el docetaxel proL-uueven el montaje de microtibulos de dimeros de
tubulil‘na y estabiliza los micrthubqus al evitar la despolimerizacion que da como

resultado la inhibicion de la mitosis en las células.

“Doxon"jubicina” es un antibidtico de antraciclina. El nombre quimico completo de la
doxoru\‘bicina es (8S-cis 10+[de la 3-amino -2,3,6-trideoxi-q-L-Lixo-hexapiranosilo)
oxi]-7, ‘18, 9, 10 tetrahidro-6, 8, 11, -trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-metoxi-5, 12 —
naftacel;‘nodiona.

1

L
i
|
|

N
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Los compuestos Utiles en la terapia de combinacion con los antagonistas del
anticuerpo anti-B de Ia invencion incluyen anticuerpos (que incluyen si limitacion
otros anticuerpos antagonistas incluyendo beta7 (Fib 21, 22, 27, 30 (Tidswell, M.
. (1997) supra) o derivados humanizados de estos), los anticuerpos anti-alfa 4
‘}(ANTEGEN®), anti-TNF| (REMICADE®)) 0 compuestos sin proteina que
incluyen sin limkitacién dompuestos 5-ASA, ASACOL®, PENTASA™, ROWASA™
COLAZAL™, y OTROS| COMPUESTOS TALES COMO Purinetol y esteroides
f'ales como prednisona. En una modalidad, la invencion comprende un método
pl\‘ara tratar un paciente, tal como un paciente humano, con el antagonista de del
ahticuerpo anti-beta 7 de la invencién solo o en combinacién con un segundo
cémpuesto que también ei uatil en el tratamiento de inflamacion. En una modalidad
el \segundo compuesto se

o) derivados humanizados Ae estos), anticuerpos anti-alfa4, ANTEGEN®, anti-TNF,
RéMICADES@ compuesto E-ASA, ASACOL®, PENTASA™, ROWASA™,
COLAZAL™, purinetol, esteroides y prednisona. En una modalidad de Ia

elecciona del grupo que consiste de Fib 21, 22, 27, 30,

invel‘lncién, la administracion |del anticuerpo anti-beta 7 antagonista de la invencion
redu"lce sustancialmente la dasis del segundo compuesto. En una modalidad, dicha
redubcién en la dosis del segundo compuesto es al menos el 30 al menos el 40%,
al ménos 50%, al menos 60, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
mend§ 95%. En una modalidad de la invencion, la combinacion del anticuerpo de
la invéncién y la dosis reducida del segundo compuesto alivia los sintomas en el
pacierlilte a sustancialmente el mismo grado o mejor que la administracién del
segundfo compuesto solo.

}

General‘pién de anticuerpos variantes que exhiben respuesta de HAMA reducida o
ausente“;l.

Reduccién o eliminacion de HAMA (respuesta anti-raton humana (también
aplicable‘ﬁlante rata humana o antihumano humano) es un aspecto significativo del
desarrolld clinico de los agentes terapéuticos adecuados. Ver, por ejemplo,
Khaxzaeli‘\‘et al., J. Natl. Cancer Inst. (1988), 80: 937; Jaffers et al., Trnsplantation
(1986), 41 972; Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135: 1530; Sears et al., J. Biol.
Response l\Mod. (1984), 3: 138; Miller (1988), 332: 323; Junghans et al., Cancer
Res. (199()), 50: 1495. Como se describi6 aqui, la invencién suministra
anticuerposl\lque son humanizados de tal forma que la respuesta HAMA se reduce

o elimina. “.lLas variantes de estos anticuerpos se pueden ademas obtener
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l‘z utilizando métodos de rutina conocidos en la técnica, algunos de los cuales son
l\l adicionalmente descritos adelante.

Por ejemplo, una secuencia de aminoacido proveniente del anticuerpo como se
“;describié aqui puede| servir como secuencia de partida (padre) para la
llldiversificaci()n de la estructura y/o el o las secuencias hipervariables. Una
$ecuencia de estructurj seleccionada a la cual la secuencia hipervariable de

partida esta ligada se denomina aqui como una estructura humana aceptadora.

Aunque las estructuras humanas aceptadoras pueden ser de, o derivarse de, una
in“\munoglobulina humana |(las regiones VL y/o VH de éstas), preferiblemente las
eétructuras humanas aceptadoras son de, o se derivan de, secuencias de
esl‘tructura de consenso hu\mano tales como estructuras que han demostrado tener

minimo, o ninguna, inmunogenicidad en pacientes humanos.

|

Donde el aceptador se deriva de una inmunoglobulina humana, uno puede
opcipnalmente seleccionar| una secuencia de estructura humana que se
sele‘;:ciona con base en su homologia a la secuencia de estructura donadora al
alinéar la secuencia de estructura donadora con carias secuencias de estructura
huména en una coleccion de secuencias de estructura humana, y seleccionar la

secuencia de estructura mas ILoméloga como el aceptador.

En unl‘la modalidad, las estructuras de consenso humanas aqui son de, o se
derivaﬁ de, las secuencias delestructura de consenso del subgrupo Il VH y/o el
subgrul‘po | kappa VL.

l\x
Asi, la ‘estructura humana aceptadora VH puede comprender uno, dos, tres o
todas Ia’§ siguientes secuencias Lie estructura:

FR1 quel‘lcomprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:38).

FR2 que ‘pomprende WVRQAPGKGLEWYV (SEQ ID NO:39).

FR3 que - comprende FR3 comprende
RFTISX1I‘?X2SKNTX3YLQMNSLI=Q\ EDTAVYYCA (SEQ ID NO:42), en donde X1
esAoR, X2esToNyX3esA, L|oF,

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:41).

Ejemplos dé estructuras de consenso VH incluye:

|

ot
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La Estructura de consenso subgrupo | VH humano menos los CDR Kabat (SEQ ID
NO:19); l
La Estructura de consenso del subgrupo | VH humano menos las regiones
hipervariables extendi{ias (SEQ ID Nos:20-22);
~ La Estructura de consenso del subgrupo Il VH humano menos los CDR Kabat
- (SEQ ID NO:48);
“‘.‘ La Estructura de consenso del subgrupo Il VH humano menos las regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID Nos:49-51);
l‘wlLa Estructura de consénso del subgrupo Il VH humano menos los CDR Kabat
(SEQ ID NO:52): \n
i”x,a Estructura de consenso del subgrupo Il VH humano menos las regiones
hipervariables extendidas| (SEQ ID Nos:53-55):
L? Estructura aceptadora VH humana menos los CDR KRabat (SEQ ID NO:56);
Estructura aceptadora VH|humana menos las regiones hipervaribales extendidas
(SlEQ ID Nos:57-58);
Eslgructura aceptadora 2 VH humana menos los CDR Rabat (SEQ ID NO:59); o
La ' Estructura aceptadora |2 VH humana menos las regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID Nos:60-62)
En U}na modalidad, la estructura humana aceptadora VH comprende una, dos, tres
0 tod‘as las siguientes secuencias de estructura:
FR1 "que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO:38),
FR2 que comprende WVRQAPGKGLEWY (SEQ ID NO:39),

FR3 ‘:‘ que comprende FR3 comprende
RFTIS‘ADTSKNTAYLQMNSL EDTAVYYCA (SEQ ID NO:43),
RFTISRDTSKNTAYLQMNSLR}\EDTAVYYCA (SEQ ID NO:44),
RFTISRDTSKNTFYLQMNSL \EDTAVYYCA (SEQ ID NO:45),

RFTISADTSKNTFYLQMNSLRAEDTAVYYCA (SEQ ID NO:46),
FR4 que comprende WGQGTLVSTVSS (SEQ ID NO:41).

La estructura humana aceptadora|VL puede comprender uno, dos, tres o todas las
siguientes secuencias de estructu

FR1 que cll‘olmprende DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO:34),

FR2 que comprende WYQQKPGKAPKLLI (SEQ ID NO:35),

FR3 que comprende GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID
NO:36),
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l‘. FR4 que comprende FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:37).

. Ejemplos de estructuras de consenso VL incluyen:

. Estructura de consenso del subgrupo | kappa VL humano (SEQ ID NO:14);
\Estructura de conseLso del subgrupo | kappa VL humano (HVR-L2
“Lextendido)(SEQ ID NO:14);

Estructura de consenso del subgrupo Il kappa VL humano (SEQ ID NO:16);
Estructura de consenso del subgrupo Hll kappa VL humano (SEQ ID NO:17); o
?structura de consenso del subgrupo IV kappa VL humano (SEQ ID NO:18);
Aunque el aceptador puede ser idéntico en secuencia a la secuencia de estructura
humana seleccionada, la ésta de una estructura de inmunoglobulina humana o
d\r\e consenso humano, \Ia presente invencion contempla que la secuencia
a‘peptadora puede comprender sustituciones de aminoacido preexistentes con
ré,laci()n.a la secuencia de inmunoglobulina humana o a la secuencia de estructura

' dc% consenso humana. Estas sustituciones preexistentes son preferiblemente
minimas; usualmente cuatro, tres, dos o una diferencias de aminoacido solamente
con relacion a la secuentia de inmunoglobulina humana o a la secuencia de
estructura de consenso.

Lo§ residuos de region hipervariable del anticuerpo no humano estan incorporados
en la estructura humana aclaptadora VL y/o VH. Por ejemplo, uno puede incorporar
resi{duos que corresponden q los residuos CDR Kabat, los residuos de aro
hipervariable Chothia, Iosl residuos Abm, y/o los residuos de contacto.
Opcionalmente, los residuols de region hipervariable extendida como siguen son
inco\rporados: 24-34 (L1), 49-56 (L2) y 89-97 (L3), 26-35 (H1), 50-65 O 49-65 (H2)
y 931-102, 94-102, 0 95-102 (H3).

|
|

Mientras “incorporacion” de los residuos de region hipervariable como se discute
aqui,i se apreciara que se Eeden lograr de varias formas, por ejemplo, acido
nucle‘lico que codifica la secuencia de aminoacido deseada se puede generar
mediante acido nucleico muta\génico que codifica la secuencia de dominio variable
de tal forma que los residuos Lje estructura de éstos son cambiados a residuos de
estruc%tura humana aceptadora, o al mutar acido nucleico que codifica la secuencia
de d(?minio variable humana de tal forma que los residuos de dominio
hipervariables son cambiados la residuos no humanos, o mediante acido nucleico

. - \ . g .
sintetizante que codifica la secuencia deseada, etc.

i

\
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Enl‘ los ejemplo de aqui, \las variantes injertadas de regién hipervariable son
ger{meradas mediante mutagénesis Kunkel de acido nucleico que codifica las
secuencias aceptadoras humanas, que utilizan un oligonucleétido separado para
cada region hipervariable. Kunkel et al., Methods Enzymol. 154:367-382 (1987).
Los cambios apropiados se |pueden introducir dentro de la estructura y/o la regién
hipéwariable, utilizando técnicas de rutina, para corregir y reestablecer las

interacciones de antigeno de region hipervariable propias.

|

}

El despliegue de fago(mid)(también se denomina aqui como despliegue de fago
en algunos contextos) se plede utilizar como un método conveniente y rapido
para generar y seleccionar muchos anticuerpos variantes diferentes potenciales en
una libreria generada media:te aleatorizacion de secuencia. Sin embargo, otros
métoaos para elaborar y seIeLcionar anticuerpos alterados estan disponibles para

la persona experta.
i\

La tecnologia de despliegue de fago(mid) ha suministrado una herramienta para
generar y seleccionar proteinas novedosas que se unan a un ligando, tal como un
antigeho. Utilizando las técnjcas de despliegue de fago(mid) se permite la
generécién de grandes Iibrelias de variantes de proteina que puedan ser
répidarﬁente escogidas de aquellas secuencias que se unen a la molécula blanco
con alté afinidad. Los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos variantes son
generalmente fusionados a la| secuencia de &cido nucleico que codifica una
proteina de recubrimiento viral,| tal como la proteina del gen Il o la proteina del
gen VIII. Los sistemas de d spliegue de fagemido monovalentes donde la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina o el polipéptido esta
fusionado a una secuencia de| acido nucleico que codifica una porcion de la
proteina\\ de gen Il se ha desarrollado. (Bass, S., Proteins, 8:309 (1990); Lowman
and Well!s, Methods: A Companion to Methods in Enzymology, 3:205 (1991)). En

un sistema de despliegue de fagémido monovalente, la fusion de gen se expresa a

bajos niveles y las proteinas del|gen Il tipo silvestre también se expresan de tal _

forma que se retiene la infectividad de las particulas. Los métodos para generar
librerias ae peptido y seleccionar aquellas librerias que han sido descritas en
muchas ﬁatentes (por ejemplo, Patente U.S. No. 5,723,286, Patente U.S. No.
5,432,018:, Patente U.S. No. 5,580,717, Patente U.S. No. 5,427,908 y Patente U.S.
No.5,498,$30).

|

}
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Lé‘s librerias de los anticuerpos de los polipéptidos que se unen a antigeno se han
préparado en un numero de formas que incluyen al alterar un gen simple mediante
la ilnsercién de secuencias| de ADN aleatorias o al clonar una familia de genes
relacionados. Los métodos|para desplegar los anticuerpos de los fragmentos de
union de antigeno que utilizan despliegue de fago(mid) se han descrito en la
Paténtes US. Nos. 5,750,373, 5,733,743, 5,837,242, 5,969,108, 6,172,197,
5,580,717, y 5,668,727. La Ii\breria es entonces seleccionada para la expresion de

anticuerpos y las proteinas de unién de antigeno con las caracteristicas deseadas.

Los métodos para sustituir un aminoacido de escogencia en un acido nucleico de
moldé son bien establecidos|en la técnica, algunos de los cuales se describen
aqui. \‘ Por ejemplo, los residuos de region hipervariable se pueden sustituir
utilizahdo el método Kunkel. Ver, por ejemplo, Kunkel et al., Methods Enzymol.
154:367-382 (1987).
1\

La secilencia de oligonucleétidos incluyen una o mas de los conjuntos de codones
designédos para los residuos de regién hipervariable a ser alterados. Un conjunto
de coddn es un conjunto de |diferentes secuencias de tripleta de nucelétido
diferente utilizado para codifiTar los aminoacidos variantes deseados. Los
conjuntos de codon se pueden representar utilizando para designar los nucleétidos
particulafes o0 mezclas equimolares de nucleétidos como se muestran delante de
acuerdo ?l caodigo IUB.

1

1
1
1

CODIGOS 1UB
G Guanina
A Aijenina
T Ti@ina
C Citosina
R (A0 G)
Y(CoT)
M (Ao C)
K(GoT)
S(Co0)
W(AOT)
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H(AoCoT)
B(CoGoT)
V(AoCoQG)
D(AoGoT)H
NAoCoGoT)

Por{ejemplo, en el conjunto |[de codén DVK, D pueden ser los nucleétidos A o G o
T; V puede ser Ao G o C; iy K puede ser G o T. Este conjunto de codén puede
représentar 18 diferentes c&dones y pueden codificar los aminoacidos Ala, Trp,

Tyr, Lys, Thr, Asn, Lys, Ser, Arg, Asp, Glu, Gly, y Cys.

El ofigonucledtido o primer| conjunto se puede sintetizar utilizando métodos
estandar. Un conjunto de oligonucledtidos se puede sintetizar, por ejemplo,
mediante sintesis de fase solida, que contiene secuencias que representan todas
las posibles combinaciones de las tripletas de nucleétido suministradas mediante

el conjunto de codoén y que codificaran el grupo deseado de aminoacidos.
|

La sintesis de los oligonucleétidos con la “degeneracion” del nucleétido en

ciertas l;posiciones es bien conc&cida en la técnica. Tales conjuntos de nucledtidos
que tiénen ciertos conjuntoL de coddn se pueden sintetizar utilizando
sintetizédores de acido nucleico comerciales (disponibles de, por ejemplo, Applied
Biosyste'm, Foster City, CA), o se pueden obtener comercialmente, (por ejemplo,
de Life Technologies, Rockville, MD). Por lo tanto un conjunto de oligonucleétidos
sintetiza{jos que tienen un conjunto de codén parﬁcular incluiran tipicamente una
pluralidad de oligonucledtidos| con diferentes secuencias, las diferencias
estableciaas por el conjunto de coddn dentro de la secuencia total., Los
oligonucléétidos, son utilizados (;e acuerdo con la invencion, tienen secuencias
que perm\'{iten la hibridizacion a ur\a molde de acido nucleico de dominio variable y
también puéden incluir sitios de enzima de restriccion para propdsitos de
clonaci()n.l‘l

En un método, las secuencias de acido nucleico que codifican aminoacidos
variantes ée pueden crear media)ﬂe mutagenesis mediada por oligonucleoétido.
Esta técnic? es bien conocida en e\ arte como se describe en Zoller et al, Nucleic
Acids Res. ‘\10: 6487-6504 (1987), En resumen, las secuencias de acido nucleico

que codifican los aminoacidos variantes son creados al hibridizar un conjunto de

|
|

|



104

|

oligonucleétido que codifica los conjuntos de codén deseados a un molde de ADN,
dohde el molde es una farma de hebra simple del plasmido que contiene una
seéuencia de molde de écicio nucleico regiéon variable. Después de la hibridizacion,
la piolimerasa de ADN se utiliza para sintetizar una segunda hebra complementaria
entﬁsra del molde que incorporara asi el iniciador de oligonucleétido, y contendra

los conjuntos de codones como se suministran por el conjunto de oligonucleétidos.

En general, los oligonucledtidos de al menos 25 nulcedtidos de longitud se utilizan.
Un (pligonucleétido optimo tlendré 12 a 15 nucleétidos que son completamente
complementarios con el molde en cualquier lado del o los oligonucleétidos que
codiffycan para el o las mutaciones. Esto asegura que el oligonucledtido se
hibrid‘jzaré adecuadamente a una molécula de molde de ADN de hebra simple.
Los dlligonucleétidos son facilmente sintetizados utilizando técnicas conocidas en
el arte'l tales como las descritas en Crea et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 5765
(19781

|
l

El molhe de ADN es generadp por aquellos vectores que son derivados de los
vectorés M13 de bacteriéfago (los vectores M13mp 18 y m13MP 19
comerdlialmente disponible son Jos adecuados), o aquellos vectores que contienen
un origen de fago de hebra simple de replicacién como se describié en Viera et al.,
Meth. Enzymol. 183: 3 (1987)£Asi, el ADN que puede ser mutado se puede
insertar‘{en uno de estos vectores con el fin de generar moldes de hebra simple. La
producci‘ién del molde de hebra simple se describe en las secciones 4:21-4.41 de
Sambroqk et al., anterior.

Para altel‘rar la secuencia de ADN | nativo, el oligonucleétido se hibridiza a un molde
de hebréy simple bajo condiciones de hibridizaciéon adecuadas. Una enzima
polimerizénte de ADN, usualmette la polimerasa de ADN T7 o el fragmento
Klenow de la polimerasa de ADN es luego agregada a la sintasa la hebra
compleméntaria del molde utilizando el oligonucleétido como un iniciador para la
sintesis. Ljna molécula heteroduplex es entonces formada de tal forma que una
hebra de ADN codifica la forma montada del gen 1, y la otra hebra (el molde
original) codifica la secuencia nativa, no alterada del gen 1. La molécula
heterodupléx es luego transformada a una célula huésp.ed adecuada, usualmente
un procaric;{te tal como E. coli JM1E1. Después de agregar las células, ellas son

puestas en placas sobre placas de azarosa y se seleccionan utilizando el iniciador
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LL de oligonucledtido radiomarcado con 32-fosfato para identificar las colonias
l\lbacteriales que contienen en ADN mutado. EI método descrito inmediatamente
‘llantes se puede modific\ar de tal forma que la molécula homodtplex se crea en
donde ambas hebras| del plasmido contienen el o las mutaciones. Las
modificaciones son como siguen: el oligonucleétido de hebra simple es recocido al
ﬁqolde de hebra simple como se describié anteriormente. Es la mezcla de tres
desoxiribonucleétidos, desoxiriboadenosina (dATP), desoxiriboguanosina (dGTP),
y desoxiribotimidina (dPT), se combina con una tiodesoxiribocitosina modificada
d‘lenominada Dctp-(aS) (que se puede obtener de Amersham). Esta mezcla es
agregada al complejo mplde-oligonucleédtido. Luego de la adicién de la ADN
pc'?limerasa a esta mezcla, la hebra de ADN idéntica al molde excepto por las
béses mutadas se generaLAdemés, esta nueva hebra de ADN contendra dCTP-
(a$) en lugar de dCTP, que sirve como protector de la digestién de endonucleasa
de\‘lrestriccic’)n, Después de|que la hebra doble del heterodliplex de hebra doble es
digérida con una enzima de restriccion apropiada, la hebra del molde se puede
dig{erir con una nucleasa Exolll u otra nucleasa apropiada que pasa la regién que
contiene el o los sitios a ser mutagenizados. La reaccion es luego detenida para
deje{r una molécula que es|solo parcialmente hebra simple. Un homoduplex de
ADN de hebra doble completo se transforma luego utilizando ADN polimerasa en
la pi(esencia de cuatro desijiribonucleétido trifosfatos ATP, y ADN ligasa. La
moléﬂcula homoduplex se puede entonces transformar en una célula huésped
adechada. Como se indicé, previamente la secuencia del conjunto de
oligoﬁucleétido es de suficienle longitud para hibridizar el acido nucleico del molde
y puel‘ge también, pero no necesariamente, contener sitios de restriccién. El molde
de AQN se puede generar mediante vectores que son derivados de los vectores
del bécteriofago M13 que contienen un origen de fago de hebra simple de
replica'pién como se describié en Viera et al. Meth. Enzimol. 153:3 (1987). Asi, el
ADN qLJe va a ser multado se niebe insertar en uno de estos vectores con el fin de
generaf un molde de hebra simple. La produccién del molde de hebra simple se
escribe‘:en las secciones 4.21-4141 de Sambrook et al., supra. De acuerdo con otro
método; la libreria se puede generar al suministrar conjuntos de oligonucleétidos
corriente arriba y corriente abajo, cada conjunto tiene una pluralidad de
oligonuclle()tido con diferentes seLcuencias, las diferentes secuencias establecidas
por los l\lconjuntos de codon s&:ministrados dentro de las secuencias de los
oligonuclbétido. Los conjuntos de oligonucledtidos corriente arriba y corriente

abajo, jurlpto con la secuencia de lacido nucleico de molde de domino variable, se
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puede utilizar en la reaccién de cadena de polimerasa para generar una “libreria”,
d“\e los productos PCR. Los productos PCR se pueden denominar como “casetes
dé acido nucleico”, en lajmedida en que ellas puedan ser fusionados con otras
secuencias de &cido nugleico relacionada so no relacionadas, por ejemplo,
pﬁoteinas de recubrimiento viral y dominios de dimerizacion, que utilizan técnicas

de biologia molecular establecidas.

La'secuencia de los iniciadores PCR incluyen uno o mas de los conjuntos de de
cod()n designados para las [posiciones accesibles de solvente y altamente diversas
en .una region hipervariable. Como se describid anteriormente, un conjunto de
codon es un conjunto de secuencias de triplete de nucleétido diferente utilizadas
paré codificar los aminoacidos variantes deseados.

1

i

Los | seleccionados de anticuerpo que cumplen los criterios deseados, como
|
seleccionados a través de ILs etapas de selecciéon o de escogimiento/seleccion

1 » . op. r I3 .
apropiada se pueden aislar y|clonar utilizando técnicas recombinantes.
|

}
}

Vectores, Células Huéspedes y Métodos Recombinantes

Para la produccién recombinante de un anticuerpo de la invencion, el acido
nuclei#:o que codifica es aislacjo e insertado en un vector replicable para clonacién
adiciorbal (amplificaciéon del ADN) o para expresion. EI ADN que codifica el
anticuérpo es faciimente aislado y secuenciado utilizando procedimientos
convencionales (por ejemplo allutilizar sondas de oligonucleétido que son capaces
de unir?e especificamente a los genes que codifican las cadenas pesada o ligera

del anticuerpo). Muchos vectores estan disponibles. La escogencia del vector

depende en parte de aquella célula a ser utilizada. En general, las células huésped
preferidas son de cualquier origen procariético o eucaridtico (generalmente de
mamifero).

|

GenerarlAnticuerpos Utilizando Células huésped Procariéticas:

|

Construccion de Vector.

}

Secuencias de polinucledtido que codifica los componentes de polipéptido del

anticuerpo de la invencién se pueden obtener utilizando técnicas recombinantes

}
i
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}

estéhdar. Las secuencias de polinucledtido se pueden aislar y secuenciar de las
células que producen anticuerpo como células hibridoma. Alternativamente, los
oligoﬁucleétidos se pueden| sintetizar utilizando sintetizador de nucleétido o
técnidas PCR. Una vez obtenido, las secuencias que codifican los polipéptidos son
insertadas en un vector recombinante capaz de replicar y expresar los
polinucledtidos heterdlogos en huéspedes procariéticos. Muchos vectores que
estan ‘l‘disponibles y son conocidos en la técnica se pueden utilizar para el
propés‘l:to de la presente invencién. La seleccidbn de un vector apropiado
dependera principalmente del tamario de los acidos nucleicos a ser insertados en
el vectér y la célula huésped particular a ser transformada con el vector. Cada
vector cﬁlontiene varios componentes dependiendo de su funcion (amplificacion o
expresic')‘\n del polinucleétido heterélogo, o ambos) y su compatibilidad con la célula
huésped particular en la cue!l este reside. Los componentes del vector
generalrﬁente incluyen, pero no estan limitados a: un origen de replicacién, un gen
de marcador de seleccion, un promotor, un sitio de union de ribosoma (RBS), una
secuencia de sefial, el inserto de acido nucleico heterélogo y la secuencia de

terminacién de transcripcion.

En generail, los vectores de plasmido que contienen helicon y secuencias de
control qué son derivadas de especies compatibles con la célula huésped son
utilizados e‘h relacién con estos huéspedes. El vector ordinariamente lleva un sitio
de replicacion, asi como también secuencias de marcacion gue son capaces de
suministrar “Ila seleccion genotipica en células transformadas. Por ejemplo, la E,
coli es tipicé!mente transformada uti\izando pBR322, un plasmido derivado de E,
coli de espeéies de E, coli. El pBR322 contiene genes que codifican la resistencia
ala ampicilinl‘a (Amp) y la tetraciclina| (Eet) y suministran asi cualesquiera medios
para identific{ar las células transformadas. El pBR322, sus derivados, y otros
plasmidos m“icrobianos o} bacterié’)} gos también pueden contener, o ser
modificados, para contener, promotores que se pueden utilizar en el organismo
microbiano pal‘(a la expresidn de las proteinas endogenas. Ejemplos de derivados
pBR322 utilizados para la expresion de anticuerpos particulares se describen en
detallen Car‘[erl\et al., U. S. Patente No. 5,648,237.

1
i

Ademas, los vectores de fago que contienen el replicon y las secuencias de
control que son compatibles con el mi roorganismo huésped se pueden utilizar

como vectores de transformacién en relacion con estos huéspedes. Por ejemplo,

|
|

|



\ \ 108

el bacteriéfago tal como el AGEM.TM. -11 se puede utilizar para elaborar un vector

recombinante que se puede |utilizar para transformar las células huéspedes

|
|

susceptibles tales como la E. co\l;' LE932.
vV

El vectdr de expresion de la invencion puede comprender dos 0 mas pares de de

promotor—cistron, que codifica ¢ada uno de os componentes de polipéptido, Un
promotolir €s una secuencia regulatoria no traducida localizada corriente arriba (5')
a un cistron que modula su expresion. Los promotores procariéticos tipicamente
caen en l‘lestas dos clases, inducibles y constitutivos. El promotor inducible es un
promotorﬂ\que inicia los niveles crecientes de trascripcion del cistron bajo su control
en respuesta a los cambios en ai:ndc()n del cultivo, por ejemplo en la presencia

0 ausencia de un nutriente a un cambio de temperatura.

'

|

Un gran ‘nimero de promotores reconocidos por una variedad de células

huéspedes potenciales son bien conocidos. El promotor seleccionado puede estar

pesada al remover el promotor de la fuente de ADN por via de digestion de enzima

operablemente ligado a un ADN}de cistron que codifica una cadena ligera y
de restriccion al insertar la secuencia promotora aislada en el vector de la
invencion. Ambas secuencias promotora nativas y muchos promotores
heterdlogos se pueden utilizar para dirigir la amplificacién y/o la expresion de los
genes bIanc%o. En algunas modalidaLes, son utilizados promotores heterélogos, en
la medida eh que a ellos se les pernLite mayor trascripcion y mayor produccion del

gen blanco éxpresado comparado con el promotor de polipéptido blanco nativo.

|
|

Los promotores adecuados para uso con huéspedes procaridticos incluyen un
promotor de“\ PhoA, los sistemas promotores de B-galactamasa y lactosa y el
sistema de promotor triptéfano (trp) y los promotores hibridos tales como el
promotor tacl‘\ o fer. Sin embargo, btros promotores que son funcionales en
bacterias (talés como otros promotores bacteriales o de fago conocidos) son
también adel“lcuaos. Sus secuencias de nucledtido han sido publicadas,
posibilitando de esta manera al experto ligar los operablemente acistrones que
codifican la cadena ligera y pesada blanco (Siebenlist et al., (1980) utilizando

|
ligadores o adaptadores para suministrLr cualquier sitio de restriccion requeridos.

}

|

En un aspecto de la invencion, cada cistron dentro del vector recombinante

comprende una secuencia de sefial de [secrecion que dirige la traslocacion de los
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polfpéptidos expresados a través de una membrana. En general, la secuencia de
seﬁél puede ser un componente del vector, o esta puede ser un ADN de
polipéptido blanco que estéd insertado en el vector. La secuencia de senal
seleécionada para el proposito de esta invencion debe ser aquella que es
recoripcida y procesada (es ch.ir clivada por una sefial peptidasa) por medio de la
célulé\lhuésped. Para la célula huésped procariética que no reconoce y procesa las
secuehcias de sefial nativas allos polipéptidos heterdlogos, la secuencia de sefal
es susi:ituida por una secuencia de sefial procariética seleccionada, por ejemplo,
del grﬂ;po que consiste de fosfatas alcalina, penicilina, lpp, o lideres de
enterotdxina Il (ST Il) estables calientes LamB, PhoE, PelB, OmpA y MBP. En una
modalidépd de la invencion, la secuencia de sefial utilizada en ambos citrones del
sistema de expresion son las secuencias de sefal STl o las variantes de estos.

En otro éspecto, la produccion |de las inmunoglobulinas de acuerdo con la
invencion l‘puede ocurrir en el citoplasma de la célula huésped, y por lo tato no
requiere Ial‘\lpresencia de secuencias de sefial de secrecion dentro de cada cistron.
A este reséecto, la cadena pesada)y ligera de inmunoglobulina son expreéadas,
plegadas yl‘;ensambladas para formar inmunoglobulinas funcionales dentro del
citoplasma. ¢ienas cepas huéspedes (por ejemplo la cepa E, coli trxB) suministran
condiciones l‘.de citoplasma que son favorables para la formacion de enlaces
disulfuro, per}fnitiendo de esta manera el plegamiento y el montaje adecuado de
las subunidades de proteina expresadas. Proba and Pluckthun Gene 159:203
(1995). R

'
|
|

La presente invéncién suministra un sistema de expresion en el cual la proporcion
cuantitativa de Ibs componentes de polipéptido expresados se puede modular con
el fin de maximiiar el rendimiento de los anticuerpos secretados y adecuadamente
ensamblados de“\l la invencion. Tal modulacién se logra al menos en parte al
modular simulténéamente las resistencias| trasduccional para los componentes de
polipéptido. |

|
|
'

Una técnica para rﬁodular la resistencia trasduccional se describe en Simmons et
al.,, U.S. Pat. No. 5,840,523. Esta utiliza eriantes de la regién de iniciacion de
trasduccional (TIR) dentro de cistron. Para un TIR, como una serie de variantes de
secuencia de acido “lde aminoacido o de acido nucleico se pueden crear con un

rango de resistencia$ de traduccién, suministrando de esta manera unos medios
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convehcionales a los cuales ajustar este factor al nivel de expresién deseado de la
cadené especifica. Las variantes TIR se pueden generar mediante técnicas de
metagépesis convencional que dan como resultado en cambios del coddon que
pueden alterar la secuencia dia aminoacido, aunque los cambios silentes en la
secuenbia de nucledtido se prefieren. Las alteraciones del TIR pueden incluir, por
ejemplol, alteraciones en el nﬂ&nero o0 espaciamiento de las secuencias Shine-
Dalgarnb, junto con alteraciones|en la secuencia de sefal. El método para generar
secuenc}ias de sefial multadas es la generacion de un “banco de codoén” al inicio
de la se‘c;uencia de codificacion gue no cambia la secuencia de aminoacido de la
sefal de secuencia (es decir los cambios son silentes). Esto se puede lograr al
cambiar la tercera posicion de nucleétido de cada coddn; adicionalmente, algunos
aminoécidos, tales como la Ieucilva, serina y arginina, tienen multiples posiciones
primera y"l segunda que pueden aLregar complejidad en la elaboracion del banco.
Este métépdo de mutagénesis se| describe en detalle en Mansura et al. (1992)

METODOS: A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158.

|
!

Preﬁeriblemente, un conjunto de vectores es generado con un rango de
resistenciaé TIR para cada cistrén alli. Este conjunto limitado suministra una
comparacién de niveles de expresion de cada cadena asi como también del
rendimientd de los productos de anticuerpo deseados bajo varias condiciones de
resistencias'l TIR. Las resistencias TIR se pueden determinar al cuantificar el nivel
de expresion de un gen reportero como se describid con detalle en Simmons et al.
Patente U.S. No. 5,840,523. Con|base en la comparacién de la resistencia
transnacionail, los TIR individuales deseados se seleccionan para ser combinados

en las construcciones del vector de expresion de la invencion.

}
|

Las cé‘llulas huespedes procaribticas adecuadas para expresar anticuerpos
de la invencién incluyen Arquebacterias y Eubacterias, tales como los organismos
Gram negativlc‘_)s o Gam positivos. Ejemplos de bacterias dtiles incluye Escherichia
(por ejemplo, le. coli), Bacilli (por ejemplo, subtilis), Enterobacteria, especies de
Pseudomonasl\ (por ejemplo, P. aerLginosa), Salmonella Tifimurium, Serratia
marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, o Paracoccus. En
una modalidadL\ se utilizan células Gram negativas. En una modalidad, las células
de E. coli son utilizadas como huéspedes por la invencién. Ejemplos de sepas de

E. coli incluyen sepas W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2
(Washington, D.C.: American Society |for Microbiology, 1987), pp. 1190-1219;

i



111

l:‘ATCC Deposit No. 27,325) y derivados de éstos, que incluyen sepas 33D3 que
tienen el genotipo WB3110 AfhuA (AtonA)ptr3 lac Iq lacL8 AompTA(nmpc-
".fepE)degP41 kan® (Patente U.S. No. 5,639,635). Otras sepas y derivados de
éstas, tales como E. coli294 (ATCC 31,446), E. coli B, E.coliy 1776 (ATCC 31,537)
y E. coli RV308 (atcc \::1,608) también son adecuadas. Estos ejemplos son
illystrados en lugar de métodos limitantes para construir derivados de cualquiera
de las bacterias anteriormente mencionadas que tienen genotipos definidos que
sén conocidas en la técnica y descritas en, por ejemplo, Bass et al., Proteins,
§.$09-314 (1990). Es Xgeneralmente necesario seleccionar las bacterias
apropiadas que toman en consideracion la replicabilidad del replicén en las células
del‘.l una bacteria. Por ejemplo, E. coli, Serratia, o las especies de Salmonella
pueden ser adecuadamen:% utilizadas como huéspedes cuando plasmidos bien
coﬁ':pcidos tales como pBR322, pBR325, pACYC177, o pKN410 son utilizados
paré suministrar el replicon. Tipicamente la célula huésped debe secretar
cant“jdades minimas de enzimas proteoliticas, y los inhibidores de proteasa

adicionales pueden ser deseablemente incorporados en los cultivos de célula.
Produccién de Anticuerpo

Las E;élulas huésped son \transformadas con los vectores de expresion
anteriérmente descritos y cultivadas en medio de nutriente convencional
modificado segin sea apixopiado para inducir promotores, seleccionar
transfoir\mantes, o amplificar los|genes que codifican las secuencias deseadas.

Los meﬁios de transformacion introducen ADN en el huésped procariético de tal
forma qige el ADN es replicable, como un elemento extracromosomail o mediante
un integrante cromosomal. Dependiendo de la célula huésped utilizada, la
transformacion es hecha utilizando técnicas estandar apropiadas a tales células.
El trétani\jento de calcio que emplea cloruro de calcio es generalmente utilizado
para céluias bacterianas que contienen barreras de pared de célula sustanciales.
Otro mét'g)do para la transformacién emplea polietilenglico/DMSO. Aun otra
técnica utilizada es electroporacion.

Las células procariéticas utilizadas| para producir los polipéptidos de la invencion
crecen en medios conocidos en la técnica y son adecuadas en cultivos de las

células huéspedes seleccionables| Ejemplos de medios adecuados incluyen
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|

|

+ caldos luria (LB) mas los suplementos de nutrientes necesarios. En algunas
- modalidades, el medio también contiene un agente de seleccion, escogido con
. base en la construccion del vector de expresidn, para permitir selectivamente el
. crecimiento de células procariéticas que contienen el vector de expresion. Por
ejemplo, la ampicilina| se agrega al medio de crecimiento de las células que
expresan el gen resistente a la ampicilina.
.Cualquier suplemento hecesario ademas del carbono, nitrégeno, y fuentes de
fosfato inorganico también se pueden incluir a una concentracién apropiada
lalintroducida sola o comg un mezcla con otro suplemento o medio tal como una
_fuente de nitrégeno complejo. Opcionalmente el medio de cultivo puede contener
. @no 0 mas agentes reduétores seleccionados del grupo que consiste de glutationa,

cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.
|

1
i

Lllas células huéspedes procaridticas son cultivadas a temperaturas adecuadas.
P?ra el crecimiento de E.| coli, por ejemplo, los rangos de temperatura preferidos
varian desde aproximadamente 20°C a 39°C, mas preferiblemente desde
abroximadamente 25°C a aproximadamente 37°C, aun mas preferiblemente desde
apl;roximadamente 30°C. El pH del medio puede ser cualquier pH que varie desde
apllroximadamente S a aproximadamente 9, dependiendo principalmente del
organismo huésped. Para E. coli el pH es preferiblemente desde
aproximadamente 6.8 a | aproximadamente 7.4, y mas preferiblemente a
‘ aprbximadamente 7.0.

i
|

Si slle utiliza un promotor inducible en el vector de expresién de la invencion, la
expresion de la proteina les inducida bajo condiciones adecuadas para la
activlacién del promotor. En un aspecto de la invencion, los promotores PhoA son
utilizédos para controlar la tlJascripcién de los polipéptidos. De acuerdo con esto,
las délulas huéspedes trans*ormadas son cultivadas en un medio que limita el
fosfatllo para induccion. Preferiblemente, el medio que limita el fosfato es el medio
C.R.A.P. (ver, por ejemplo, Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-
147). liUna variedad de otros |inductores pueden ser utilizados, de acuerdo a la
constﬁuccién del vector empleado, como es conocido en |a técnica.

|

En una modalidad, los polipéptidos expresados de la presente invencién son

secretados y recuperados del periplasma de las células huésped. La recuperacion
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.de la proteina tipicamente involucra la rotura del microorganismo, generalmente
.por tales medios como choque osmético, sonicacién o lisis. Una vez que las

‘células se han roto, los|desechos de la célula o las células completas se pueden

lﬁremover mediante centrifugacién o filtracion. Las proteinas pueden ser
édicionalmente purificadas, por ejemplo, mediante cromatografia de resina de
éfinidad. Alternativamente, las proteinas se pueden transporar en el medio de
¢ultivo y aislar alli. Las células se pueden remover del cultivo y del sobrenadante
dlel cultivo siendo filtradas y concentradas para purificacion adicional de las
pfoteinas producidas. Las polipéptidos expresados pueden ser adicionalmente
ai\slados e identificados utilizando métodos cominmente conocidos tales como

electroforesis de gel de poliacrilamida (PAGE) y ensayo Western biot.

i
i

Eﬁ un aspecto de la invencion, la produccién de anticuerpo es conducida en gran
cahtidad por procesos de|fermentacion. Varios procedimientos de fermentacién
COI%\ alimentacion de tanda |a gran escala estan disponibles para la produccién de
prol,lteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala tienen al menos 100
Iitrd§ de capacidad, preferiblemente aproximadamente 1,000 a 100,000 litros de
cap'acidad. Estos fermentadores utilizan propulsores agitadores para distribuir
oxigeno y nutrientes, especialmente glucosa (la fuente de carbono/energia
preferida). Los fermentadores a pequefia escala se refieren generalmente a la
ferm‘ﬁentacién en un fermentador que no tiene mas de aproximadamente 100 litros
en ciapacidad volumétrica, i/ pueden variar desde aproximadamente 1 litro a

aprofgimadamente 100 litros.

|
|
|

En un proceso de fermentacion, la induccién de la expresion de proteina es
tipicamente iniciada después|de que las células han crecido bajo condiciones
adecuadas a una densidad deseada, por ejemplo, un ODss¢ de aproximadamente
180-220, en la cual la etapa de las células estan en una fase estacionaria
tempréna. Una variedad de inductores se pueden utilizar, de acuerdo con la
constr(qccién del vector empleado, como es conocido en la técnica y descrito
anteriofmente. Las células pueden crecer durante periodos cortos antes de la
inducci(’?n. Las células son usualmente inducidas durante aproximadamente 12-50

horas, aunque se puede utilizar una induccion mayor o menor.

|
|
|

Para mejorar el rendimiento o calidad de la produccion de los polipéptidos de la

invencion, se pueden modificar las condiciones de fermentacion. Por ejemplo, para

'
L
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mejorar el montaje adecuado y el plegamiento de los polipéptidos de anticuerpo
secretados, los vectores adicionales que sobre expresan las proteinas chaperona,
tales como las proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y o DsbG) o FkpA (un
peptidilpropil cis,transtisomerasa con actividad chaperona) se pueden utilizar para

co-transformar las células procaridticas huésped. Las proteinas chaperona han

. demostrado facilitar el plegamiento adecuado y la solubilidad de las proteinas
" heterdlogas producidas en células huéspedes bacteriales. Chen et al. (1999) J Bio
. Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente U.S. No. 6,083,715; Georgiou et
‘. al., Patente U.S. 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 et al. (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210.

|
|

\ElPara minimizar la protedlisis de las proteinas heterdlogas expresadas
(especialmente aquellat que son proteoliticamente sensibles), ciertas sepas
El‘huésped deficientes para enzimas proteoliticas se pueden utilizar para la presente
lf!nvenci()n. Por ejemplo,|las sepas de célula huésped se pueden modificar para
efectuar mutacién o mutaciones genéticas en los genes que codifican las
broteasas bacteriales conocidas tales como la Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp,
ﬁ?roteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI y combinaciones de éstas.
Algunas sepas deficientels en proteasa E. coli estan disponibles y se describen en,
por ejmplo, Joly et al. (1&98), supra, Georgiou et al., Patente U.S. No. 5,264,365;
Qeorgiou et al, Patente US. No. 5508,192; Hara et al., Microbial Drug
Resistance, 2:63-72 (1996).

|
En una modalidad, las stas de E. coli deficientes en enzimas proteoliticas y
transformadas con plésmic%os que sobre expresan una o0 mas proteinas chaperona

son utilizadas como células huésped in el sistema de expresion de la invencion.

i
|

Purificacion de Anticuerp

En.una modalidad, la proteina de anticuerpo producida aqui es purificada
adiélionalmente para obtener las preparaciones que son sustancialmente
homogéneas para ensayosLy usos adicionales. Los métodos de purificacion de
proteina estandar conocidos en la técnica se pueden emplear. Los siguientes
procﬁredimientos son ejemplos de procedimientos de purificacion adecuados:
fraccionamiento o inmunoafinidad o columnas de intercambio de i6n, precipitacion

|
i
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de etanol, HPLC de| fase inversa, cromatografia sobre silice o sobre resina de
intercambio de cation tal como DEAE, cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion
de sulfato de amonio, y filtracion de gel utilizando, por ejemplo, Sefadex G-75.

En una aspecto, la Proteina A inmovilizada sobre la fase sdlida se utiliza para
purificacién de inmurLoafinidad de los productos de anticuerpo de longitud
'i‘ completa de la invencil&n. La proteina A es una proteina de pared celular 41kD de
- Staphylococcus aureas que se une con una alta afinidad a la region Fc de los
l‘.} anticuerpos. Lindmark elet al (1983) J. Immunol. Merh. 62:1-13. La fase soélida a la
‘cual la Proteina A se inmoviliza es preferiblemente ‘una columna que comprende
“.luna superficie vitrea o| de silice, mas preferiblemente una columna de vidrio
porosa controlada o una columna de acido silicico. En algunas aplicaciones, la
él:olumna se ha recubierto con un reactivo, tal como glicerol, en un intento por
evitar la adherencia no especifica de contaminantes.
|

Eh una primer etapa de |purificacién, la preparaciéon derivada del cultivo celular
como se describié anteriormente se aplica sobre la fase sélida inmovilizada de
Pﬁoteina A para permitir la union especifica del anticuerpo de interés a la proteina
A La fase solida es luego lavada para remover los contaminantes no
esbeciﬁcamente unidos a Ja fase sélida. Finalmente el anticuerpo de interés se

recupera de la fase sélida mediante elusion.

|
}

Generar anticuerpos utilizando células huéspedes eucariéticas:

|

1
1
i

Los componentes del vector generalmente incluyen, pero no estan limitados a, uno
0 més de los siguientes: una secuencia de sefial, un origen de replicacién, uno o
mas benes marcadores, un e\lemento mejorador, un promotor, y una secuencia de
termihaci()n de transcripcion.
‘l‘. (i) Componente de secuencia de sefial

Un vector para uso en una célula huésped eucarittica puede también contener
una sécuencia de sefal u otro| polipéptido que tiene un sitio de clivaje especifico
en el N-terminal de la proteinalmadura o polipéptido de interés. La secuencia de
sefal ﬁeterologa seleccionada | preferiblemente es aquella que es reconocida y
procesada (es degir, clivada poriuna peptidasa de sefal) por la célula huésped. En
la exprési()n de célula de mamifero, las secuencias de sefales de mamifero asi
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simples gD, estan disponibles.

que caodifica el anticuerpo.

ii) Origen de replicacion

. Generalmente, un componente de replicacion de origen no es necesario para los

vectores de expresion de mamifero. Por ejemplo, el origen SV40 puede

. tipicamente ser utiIizacJo solamente porque éste contiene el promotor temprano.

: iii) Seleccion del componente de gen
|

\Los vectores de expresion y de clonacion pueden contener un gen de seleccion,
‘también denominado rLarcador seleccionable. Los genes de seleccidn tipicos
ljcodifican las proteinas|que (a) confieren resistencia a los antibidticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomincina, metotrexato, o tetraciclina, (b)
lg:omplementa las deficiencias auxotropicas, donde sea relevante, o (c) suministran

nutrientes criticos no disponibles de medios de complejo.

Un ejemplo de un esquema

de seleccion utiliza una droga para disminuir el
crecimiento de una céIL

la huésped. Aquellas células que son exitosamente
transformadas con un gen heterélogo producen una proteina que confiere
resistencia a la droga y asi sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos de tal

seleccion dominante utjliza las drogas neomicina, acido micofendlico e
higromicina.

Otro ejemplo de marcadoris seleccionables adecuados para células de mamifero

soh aquellos que posibilita A

la identificacion de células competentes para tomar el
acido nucleico de anticuer

o, tal como DHFR, timidina quinaza, metalotionenina-I

y —ll, preferiblemente genes de metalotioneina de primate, adenosin deaminaza,
ormitina descarboxilasa, etc.,

|
|
|

Por .ejemplo, las células transformadas con gen de seleccion DHFR son primero

identificadas al cultivar todos los transformantes en un medio de cultivo que
|

como también los lideres de secretorios virales, por ejemplo, la sefial de herpes

El ADN para tal region precursora esta ligado en la estructura de lectura al ADN

Ra!
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c%)ntiene metotrexato (Mtx), un agonista competitivo de DHFR. Una célula huésped
apropiada cuando se emplea un DHFR tipo silvestre es la linea de célula de ovario
de hamster chino (CHO) deficiente en actividad DHFR (por ejemplo, ATCC CRL-
9096).

Alternativamente, las células huéspedes (particularmente los huéspedes tipo
silvestre que contiene DHFR endoégeno) transformados o co-transformados con
se%:uencias de ADN que Ccodifican un anticuerpo, una proteina de DHFR tipo
silvestre, y otro marcador seleccionable tal como aminoglicésido 3'-
fosfotransferaza (APH) se|puede seleccionar mediante crecimiento celular en
medio que contiene un agente de seleccion un agente de seleccion para el
mar‘}cador seleccionable tal| como tal como un antibiético aminoglicosidico, por
ejemplo, Canamicina, neomicina, o0 G418. Ver Patente U.S. No. 4,965.199.

|
|

*l (iv) Componente promotor

|
|

la expresion y los vectores de clonacién usualmente contienen un promotor que es
reconocido por el organismr\u huésped y esta operablemente ligado al acido
nucleico de polipéptido de anticuerpo. Las secuencias promotoras son conocidas
por los eucariotes. Virtualmente los genes aleucaritticos tienen una region rica en
AT localizada aproximadamente 25 a 30 horas corriente arriba del sitio donde se
inicié ‘s‘la trascripcion. Otra seguencia encontré 70 a 80 bases corriente arriba del
inicio de la trascripcion de muchos genes es una region CNCAAT donde el N
puede. ser cualquier nucledtido. En el extremo 3’ de la mayoria de los genes
eucariclTl)ticos se encuentra una secuencia AATAAA que puede ser la sefial para la
adicion de la cola Poli A al extremo 3’ de la secuencia codificante. Todas las
secuencias son adecuadamente insertadas en los vectores de expresion

eucariotica.

|

La trascripcion del péptido de| anticuerpo proveniente de los vectores en las
células . de huésped de mamifero se controla, por ejemplo, mediante los
promoto‘res obtenidos de los gersiomas de los virus tales como virus polioma, virus
de la vinpla del pollo, adenovirus (tales como Adenovirus 2), virus del papiloma
bovino, virus del sarcoma de ave, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis
B y virus 40 de Simio (Sv40), derkjromotores de mamifero heterélogo, por ejemplo,

el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, de los promotores de
|
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choque térmico, siempre y cuando tales promotores sean compatibles con los
sistemas de célula huésped.

|

b

Los promotores tempranos y tardios del virus' SV40 son convenientemente
é)btenidos como un fragnLento de restriccion SV40 que también contiene el origen
viral SV40 de la replicaJién. El promotor inmediato temprano del citomegalovirus
ﬁnumano es convencionalmente obtenido como un fragmento de restriccion Hindlll
E. Un sistema para expresar el ADN en mamifero huésped que utiliza el virus del
ﬁapiloma bovino como ut vector se describe en la Patente U.S. No. 4,419,446.
Una modificacién de este sistema también se describe en la Patente U.S. No.
4;601,978. Ver también| Reyes et al, Nature 297:598-601 (1982) sobre la
e)‘\(presién de cADN de B-interferon humano en células de ratén bajo el control de
un promotor de timiding quinaza proveniente del virus de herpes simplex.
Alilernativamente, la repetlicién terminal larga del Virus Rous Sarcoma se puede

I
utilizar como el promotor.

|
|

' (v) Componente del elemento mejorador

Laitrascripcién del ADN quL codifica el polipéptido de anticuerpo de esta invencion
mediante eucariotes superiores es a menudo incrementada al insertar una
seguencia mejoradota en ¢l vector. Muchas secuencias mejoradotas son ahora
conocidas de los genes de|mamifero (globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina,
e inisulina). Tipicamente, sin embargo, uno utilizara un mejorador de un virus de la
célula eucariotica. Ejemploi incluyen el mejorador SV40 sobre el lado tardio del
orig‘len de replicacion (bp {100-270), el mejorador del promotor temprano de
citomegalovirus, el mejorador de polioma sobre el lado tardio del origen de
repli\cacic')n, y los mejoradores de adenovirus. Ver también Yaniv, Nature 297:17-
18 (1982) sobre mejorar los elementos para la activacion de los promotores
eucariéticos. Este mejoradorise puede aplicar en el vector en una posicién 5’ 0 3’ a
la sgcuencia que codifica el |polipéptido de anticuerpo, pero esta preferiblemente
localizado en el sitio 5’ del promotor.

‘\ (vi) Componentes de \terminacién de trascripcion

|

Los wvectores de expresion utilizados en células huéspedes eucaridticas

tipicamente también contendran secuencias necesarias para la terminacion de la

|
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trascripcion y para estabilizar el mARN. Tales secuencias estan cominmente
ll‘ disponibles de las regjones no traducidas 5’ y, ocasionalmente 3', de los ADN o
© cADN eucariéticos o lirales. Estas regiones contienen segmentos de nucleétido
l‘.‘ transcritos como fragrrlentos poliadenilados en la porcion no traducida del mARN
- que codifica un anticuerpo. Un componente de terminacion de trascripcion util en
la regién de poliadenillién de hormona de crecimiento bovino. Ver W094/11026 y
“lel vector de expresion descrito alli.

(vii) Seleccion y transformacion de las células huéspedes

Las células huéspedes adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores
équi incluyen celulas eugariéticas superiores descritas aqui, que incluyen células
hl‘luéspedes de vertebrado. La propagacion de las células de vertebrado en el
clgltivo (cultivo de tejido) se ha vuelto un procedimiento de rutina. Los ejemplos de
Iiﬁeas de células huéspedes de mamifero (tiles son la linea CV1 de rifion de mono
transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de riion embriénico
hd}mano (293 o 293 células subclonadas para crecimiento en cultivo de
suépensién, Graham et al.,\XJ. Gen Viro. 36:59 (1977)); células de rifidon de hamster
cachorro (BHK, ATCC CC 10); células/DHFR de ovario de hamster chino (CHO,
Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células de sertoli raton
(TM4, Mather, Biol, reprod.|23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1
ATCC CCL 70); células de fifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-
158?); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de
pulmllén humano (W138, ATCC CCL 75); células TRI (Mather et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de
hemétoma humana (Hep G2).

Las células huéspedes se transforman con los vectores de expresién o clonacion
anteriérmente descritos para IL produccion de anticuerpos y cultivados en medios
de nul‘.triente convencionales X}modificados segun sea apropiado para inducir
promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las

secuencias deseadas.
(viii) Cultivo de Células huéspedes

|
Las celulas huéspedes utilizadas| para producir un anticuerpo de esta invencion se

pueden ‘cultivar en una variedad de medios. Los medios comercialmente
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- disponibles tales como el Ham’s F10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Medio

" Esencial Minimo (MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y el Medio de Eagle

‘Modificado de Dulbecco (DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células

huéspedes. Ademas, cu%lquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz.
58:44 (1979), Barnes ef al., Anal. Biochem. 102:255 (1980), Patente U.S. Nos.
4,767,704; 4,657,866; 1,927,762; 4,560,655, o 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; o la Patente

para las células huéspe fs. Cualquiera de estos medios podria ser suplementario
|

.S. Re. 30,985 se pueden utilizar como medio de cultivo
segun sea necesario con las hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales
d\omo la insulina, transfel\ina, o un factor de crecimiento epidérmico), sales (tales
cbmo cloruro de sodio, (Jalcio, magnesio, y fosfato), amortiguadores (tales como
HEPES), nucleétidos (taé como adenosina y timidina) antibiéticos (tal como la
dlrzoga GENTAMICIN™), | elementos en trazas (definidos como compuestos
inbrgénicos usualmente presentes a las concentraciones finales en el rango
m}cromolar), y glucosa o| una fuente de energia equivalente. Cualquiera otros
su&plementos necesarios |también se pueden incluir en las concentraciones
apropiadas que se conocefan de aquellos expertos en la técnica. Las condiciones
de, cultivo, tales como la ftemperatura, pH, y similar, son aquellos previamente
utilizados con la célula huésped seleccionada para la expresion, y sera evidente
para el exprerto.

. (ix) Purificacion de anticuerpo

|
|

Cuando se utilizan técnical de recombinacién, el anticuerpo se puede producir

intracelularmente, o secretaL directamente al medio. Si el anticuerpo se produce

|

intracelularmente, como un primera etapa, los desechos de particula, sea de

celulas huéspedes o fragmentos lizados, se remueven, por ejemplo, mediante

|

cent}ifugaci()n o ultrafiitracion. Donde el anticuerpo se secreta al medio, los
sobrc%nadantes de tales sistemas de expresion son generalmente primero
concgntrados utilizando un filtro de concentracion de proteina comercialmente
disponible, por ejemplo, unar\:midad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon.

Un inhibidor de proteasa como un PMSF se puede incluir en cualquiera de las

etapas anteriores para inhibirrLa protedlisis y los antibiéticos se pueden incluir para
evitar el crecimiento de contaminantes adventicios
|

|

&



121

l'g La composicion de anticuerpo preparada de las células se puede purificar
ll‘. utilizando, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel,
+ dilisis, y cromatografia de afinidad, siendo Ia cromatografia de actividad la técnica
l‘.l de purificacion preferida. La adecuabilidad de la proteina A como el ligando de
-afinidad depende de las especies y el isotipo del dominio Fc de la inmunoglobulina
l‘.‘que esta presente en e\ anticuerpo. La proteina A se puede utilizar para purificar

l\anticuerpos que estan Lasados en las cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas

“(lLindmark et al, J. Immunol. Match. 62:1-13 (1983)). La proteina G es
ﬁecomendada para todos los isotipos de ratén y para el y3 humano (Guss et al.,
EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual el ligando de afinidad esta unido
es mas a menudo agaro\sa pero estan disponibles otras matrices. Las matrices
rﬁlecénicamente establei tales como e! vidrio de poro controlado o el
poli(estirenodivinil) bencer\no permite las tasas de flujo méas rapidas y los tiempos
de“l procesamiento mas cortos que se pueden lograr con agarosa. Cuando el
anllticuerpo comprende un dominio Cy3, la recina Bakerbond ABX™ (J.T. Baker,

Phlilllipsburg, NJ) es util para purificacion. Otras técnicas para purificacién de

proteina tales como el fraciionamiento sobre una columna de intercambio de lon,

pre‘g:ipitacién de etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice,
cromatografia de SEPHAROSE™ de heparina o una resina de intercambio de
anidn o cation (tal como ur\a columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque,
SDS-PAGE, y precipitacién| de sulfato de amonio también estan disponibles
depé.lndiendo del anticuerpo a ser recuperado.

Luegé estan la etapa o etapax de purificacion preliminar la mezcla que comprende
el anticuerpo o de interés y Ioi contaminantes se pueden someter a cromatografia
de intéraccién hidrofoba de plli bajo utilizando un amortiguador de elusion en un
pH de entre aproximadaante 2.5-45, preferiblemente desarrollado con
conceﬁtraciones bajas de sal (por ejemplo desde aproximadamente 0-0.25M de

sal)

Ensayos de Actividad

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden caracterizar por sus
propiedades fisicas/quimicas y| las funciones biologicas de varios ensayos

conocidos en la técnica.

J



.
|

|

|
|

|

122

Las inmunoglobulinas purificadas se pueden caracterizar adicionalmente por una
serie de ensayos gue incluyen, pero no estan limitados a, secuenciacion N-
terminal, analisis de; aminoacido, cromatografia liquida de alta presion con ensayo
de tamario no desnaturalizante (HPLC), espectrometria de masa, cromatografia de
intercambio de ion y\digestion de papaina.

En ciertas modalidades de la invencion, las inmunoglobulinas producidas aqui son
analizadas por su actividad biolégica. En algunas modalidades, las

inmunoglobulinas de|la presente invencién son ensayadas para su actividad de

. union de antigeno. Los ensayos de union de antigeno que son conocidos en la

|

- técnica y se pueden utilizar aqui incluyen sin limitacion cualquier ensayo de unién

. directo o competitivo utilizando técnicas tales como los western blots, los

|
l

. radioinmunoensayos, | ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado encima),
- inmunoensayos “sandwich” ensayos de inmunoprecipitacion, inmunoensayos
| .

. fluorescentes, e inmunﬁensayos de proteina A. Un ensayo que se une al antigeno

1
' llustrativo es suministrado adelante en la seccion de ejemplos.

|
|

En una modalidad, la presente invencion contempla una anticuerpo alterado que
iposee algunas pero n\o todas las funciones efectuadotas, que lo hacen un
l‘lcandidato deseable para muchas aplicaciones en la cual la vida media del
“lanticuerpo in vivo es importante si aun ciertas funciones efectuadoras (tales como
él complemento del ADCC) sean necesarias o deletéreas. En ciertas modalidades,
Iés actividades Fc de la inmunoglobulina producida medida para asegurar que
unicamente las propiedades deseadas se mantengan. Los ensayos de
c;jtotoxicidad in Vitro y/o in vivo se pueden conducir para confirmar la
pfoduccién/supresién de CDC y/o actividades ADCC. Por ejemplo, el receptor Fc
(FcR) que se une a los ensayos se puede conducir para asegurar que al
aripticuerpo le falta la union FcyR (aqui probablemente falta la actividad ADCC)
pero retiene la capacidad de union FcRn. Las células primarias para mediar a
AI?CC, células NK, expr«Lsan FcyRIll solamente, mientras que los monocitos
expresan la expresion FLVRI, FcyRll y FCyRIIl la expresion sobre células
he;fnatopoyéticas se resume en la tabla 3 de la pagina 464 de Ravetch and Kinet,
Anhu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). UN ejemplo de un ensayo in Vitro para
evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés se describe en la patente
us lliNo. 5,500,362 0 5,821,337. Las células efectuadoras dtiles para tales ensayos
i

|
|
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incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células asesinas
naturales (NK).

Alternativamente o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés
. puede ser evaluada in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el descrito
li en Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998). El ensayo de union a Clqg
© también se puede IIe\) r a cabo para confirmar que el anticuerpo es incapaz de
unirse a Clq y de esta Tanera les falta la actividad CDC. Para evaluar la activacion
- competente, un ensayo CDC, por ejemplo como se describe en Gazzano-Santoro
~etal., J. Immunol. Methk’ds 202:163 (1996), se puede desarrollar. La union FcRn y
el espaciamiento/determinaciones de vida media in vivo también se pueden
i‘.ldesarrollar utilizéndo chs métodos conocidos en el arte, por ejemplo aquellos

descritos en la seccién d ejemplos.

'
|
i

Anticuerpos Humanizado

Lé presente invencién comprende anticuerpos humanizados. Varios métodos para
h@manizar anticuerpos nol humanos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, un
anticuerpo  humanizado puede tener uno o mas residuos de aminoacido
introducidos en este desde una fuente que es no humana estos residuos de
aﬁinoécido no humano {son a menudo denominados como residuos “de
importacion”, que son tipicamente tomados del dominio variable de “‘importacién”.
La humanizacion puede ser esencialmente desarrollada luego de que el método
de lilWinter y los co-trabajadores (Jones et al. (1986) Nature 321:522-525;
Rieéhmann et al. (1988) NLture 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science
239:\‘1534-1536), al sustituir las secuencias de region hipervariable por las
secd‘encias correspondientes del anticuerpo humano. De acuerdo con esto, tales
antic‘perpos ‘humanizados” | son anticuerpos quiméricos (patente U.S No
4,816,567) en donde sustancialmente menos de un dominio variable humano
intactl‘p sera sustituido por la secuencia correspondiente de especies no humanas.
La practica, los anticuerpos Aumanizados son anticuerpos tipicamente humanos
en los cuales algunos residuos de region hipervariable y posiblemente algunos

residuos FR son sustituidos pgr residuos de los sitios analogos en anticuerpos de

roedor: l
La seleccion de los dominios variables humanos, tanto como ligero como pesado,

a ser utilizados en la elaboracion de los anticuerpos humanizados es importante

1%
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para reducir la antigenicidad. De acuerdo al método asi llamado “mejor ajuste”, la
secuencia del domilxxio variable del anticuerpo del roedor es seleccionada contra la
libreria completa de|las secuencias de dominio variable humanas conocidas. Las
secuencias humanas que son mas cercanas a los roedores son luego aceptadas
como la estructura humana para el anticuerpo humanizado (ver et al. (1993) J.
Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901. Otros métodos

utilizan una estructura particular derivada de la secuencia de consenso para todos

. los anticuerpos de un|subgrupo particular de cadenas ligera o pesada. La misma

estructura se puede | utilizar para varios diferentes anticuerpos humanizados
. (Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad .Sci. USA, 89:4285; Presta et al. (1993) J.
- Immunol., 151:2623.

}

Es adicionalmente que |los anticuerpos sean humanizados con la retencién de la
‘\\alta afinidad para el antigeno y otras propiedades bioldgicas favorables. Para
iograr esta meta, de acuerdo con un método, las propiedades humanizadas son
éreparadas mediante uniproceso de analisis de las secuencias parientes y barios
ﬁroductos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las
sl‘lecuencias parientes humanizadas. Tres modelos de inmunoglobulina
tridimensionales estan cominmente disponibles y son familiares para aquellos
ekpertos en la técnica. Lo\s programas de computador estan disponible los cuales
ilu‘:stran y despliegan estructuras conformacionales tridimensionales probables de
Ias“l secuencias de inmunoglobulina candidata seleccionadas. Las inspecciones de
esf‘ps despliegues permite\ el analisis del papel probable de los residuos en el
funé:ionamiento de la secujncia de inmunoglobulina candidata es decir el analisis
quel‘.\ influencian la capacidad de la inmunoglobulina candidata a unirse a su
antigeno. De esta manera, los residuos FR pueden ser seleccionados y
combinados de secuencias| receptoras e importantes de tal forma que las
caraé;teristicas de anticuerpo deseadas, tales como los residuos estén
direc’ﬁamente y mas sustancialmente involucrados en influenciar la unién de
anﬁgéno.

'
|

Variantes de Anticuerpo

En un aspecto, la invencion suministra un fragmento de anticuerpo que comprende
las modificaciones en la interfase de los polipéptidos Fc que comprenden la region
Fc, en donde las modificaciones facilitan y/o promueven la eterodimerizacion.

Estas modificaciones comprenden la introducciéon de una protuberancia en el

b
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primer polipéptido de Fc y una cavidad en el segundo polipéptido de Fc, en donde
“*.‘ la protuberancia es &osicionable en la cavidad con el fin de promover la
. complejidad del primer y segundo polipéptido Fc. Los métodos para generar
‘\anticuerpos con estas modificaciones son conocidos en el arte, por ejemplo, como
“Xse describe en la patente U.S. No. 5,731,168.

En algunas modalidades,| el o las modificaciones de secuencia de aminoacido de
Id;s anticuerpos descritos laqui se contemplan. Por ejemplo, puede ser deseable
méjorar la afinidad de uni¢n y/o otras propiedades bioldgicas del anticuerpo. Las
val'rliantes de la secuencia de aminoacido del anticuerpo son preparadas al
intfpducir los cambios de nk‘cle()tido apropiados en el acido nucleico y anticuerpo,
o} ml'llediante la sintesis de péptido. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, las
supfesiones de, y/o la insekcic’m en y/o las sustituciones de residuos dentro de
secu“‘.‘encias de aminoacido Ael anticuerpo. Cualquier combinacion de supresién,
inserf;ién, y sustituciones se ihace para llegar a la construccién final, siempre y

cuandp la construccién final posea las caracteristicas deseadas.

Las alteraciones del aminoagido se pueden introducir en la secuencia de

aminoacido del anticuerpo objeto al momento en que se hace la secuencia.

Un método dtil para la identificacion de ciertos residuos o regiones del anticuerpo
que son ":lsitios preferidos para ol&as mutaciones se denominan “mutagénesis de
exploracién de alanina” como se describi6 por Cunningham y Wells (1989)
Science, 244:1081-1085. Aqui, un residuo o grupo de residuos blancos son
identificadds (por ejemplo residuos cargados tales como arg, asp, his, lys, and glu)
y reempla%ados por aminoacidos neutros o negativamente cargados (mas
preferibleménte alanina o poliala\ﬂna) para afectar la interacciéon de los
aminoa’cidos\.‘ con antigeno. Los sitios de aminoacido que demuestran sensibilidad
funcional a Iél sustitucion son entonces refinados al introducir variantes adicionales
o para, los sitips de sustitucién.

Asi, aunque elll sitio para introducir la variacion de la secuencia de aminoacidos
esta predeterminado, la naturaleza de la mutaciéon per se no necesita ser
predeterminada"; Por ejemplo, al analizar el desempefio de la mutaciéon aun sitio

dado, la exploracién ala de la mutagénesis aleatoria se conduce en el codén o la

'
|
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region blanco y las inmunoglobulinas expresadas son seleccionadas para la

aétividad deseada.

Las inserciones de la secuencia de aminoacido incluyen fusiones amino y/o
cafboxil-terminales que varkan en longitud desde un residuo a los polipéptidos que
coﬁtienen cientos o mas residuos, asi como también inserciones de intrasecuencia
de : residuos de aminoacido simples o mudltiples. Ejemplos de inserciones
ternﬁinales incluyen un ant\cuerpo con un residuo de metionil N-terminal o el

anticuerpo fusionado a un Aolipéptido citotoxico. Otras variantes insercionales de

- la molécula de anticuerpo iniluye la fusidn del terminal N- o c¢- del anticuerpo a un

enziﬁna (por ejemplo a un ADEPT) o un polipéptido que incremente la vida media
del suero del anticuerpo.

}
}

Otro ﬁipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacido. Estas variantes
tieneri al menos un residu% de aminoacido en la molécula de anticuerpo
reemb‘.lazado por un residuo diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis sustitucional incluyen las regiones hipervariables, pero las
alteraciones FR también se t&ontemplan. Las sustituciones conservadoras son
mostradas en la tabla 2 bajo el encabezamiento de “sustituciones preferidas”. Si
tales s{ustituciones dan como{& resultado un cambio en la actividad bioldgica,
entonces mas cambios sustanciales, denominados “sustituciones de ejemplo” en
la tabla\ 2, o descritas adicionalmente adelante en referencia alas clases de

aminoacido, se pueden introduci)r y seleccionar los productos.
|

i
1
|

TABLA 2
Residuo briginal Sustituciones de ejemplo Sustituciones
preferidas
Ala (A) VaI;Leu;i\Ie Val
Arg (R) . Lys;GIn;ﬁ‘sn Lys
Asn (N) GIn;His;A%p;Lys;Arg Gin
Asp (D) Glu;Asn \ Glu
Cys(C) Ser;Ala \ Ser
GiIn (Q) x Asn:Glu \ Asn
Glu (E) "a Asp;GIn \ Asp
Gly (G) Ala \ Ala
His (H) ! Asn;Gln;Lyé\,;Arg | Arg
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l';lue 0

Leu;Val;Met;Ala; Leu
-. \Phe;Norleucine
lLeu (L) orleucine;lle;Val; lle
MetAla;Phe
Lys (K) /i‘rg; Gin; Asn Arg
Mé—;t (M) L?u; Phe; lle Leu
Ph'g (F) TﬁP;Leu;VaI;IIe;AIa;tyr Tyr
Pro“‘ (P) Alé\ Ala
Ser (S) Th Thr
Resig uo original Sustituciones de ejemplo Sustituciones
preferidas
Thr (T) Val; \Ser Ser
Trp (\N) Tyr; I?he Tyr
Tyr (Y)‘. Trp; P\he; Thr; Ser Phe
Val (V)‘\‘ Leu

lle; Lei; Met; Phe

Ala; N \rleucine

Las modl"ificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del anticuerpo se
logran al "‘:seleccionar las sustituciones que difieren significativamente en su efecto
(o] manteh‘er (@) la estructura de \el esqueleto del polipéptido en el area de la
sustitucién“.‘, por ejemplo, una conformacién de lamina helicoidal (b) loa carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio blanco, o (c) la masa de la cadena lateral.
Los aminolécidos se pueden agrupar de acuerdo a las similitudes en las
propiedades\‘l de sus cadenas laterales (in A.L. Lehninger, in Biochemistry, second
ed., pp. 73-7‘5, Worth Publishers, New Cork (1975)):

1 no lbolar: Ala (A), Val (V), Leu (L), lle (1), Pro (p), Phe (F), Trp (W), Met

(M)

(2) pola:\rl no cargada: Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), GIn

Q) -

(3)  4cida: Asp (D), Glu (E)

(4)  basica: Lys (K), Arg (R), His (
Alternativaménte, los residuos de

cgcurrencia natural se pueden dividir en

grupos basados en las propiedades de cadena lateral comun:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala| Val, Leu, lle;



128

(2) hirofilica neutra: Cys, Ser, Thr, Asn,GIn
(3) Acida: Asp, Glu
(4) Basica: His, \_ys, Arg;
(5)  Residuos que influencian la orientacion de la cadena: Gly, Pro;
(6)  Aromatica: Trp, Tyr, Phe.

‘Las sustituciones no copservadoras implican intercambiar un miembro de una de
l'.‘estas clases por otra|clase. Tales residuos sustituidos también se pueden
introducir en los sitios de sustitucién conservadora o, mas preferiblemente, en los
sitios restantes (no conservados).

Un tipo de variante sustitucional involucra sustituir uno o mas residuos de region
hlpervarlable de un antcherpo padre (por ejemplo un anticuerpo humanizado o
humano) En general, Ig o las variantes resultantes seleccionadas para el
desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas mejoradas con relacion al
anticuerpo padre del cual ellas se generan. Una forma conveniente para generar
tales variantes sustitucion les, involucran la maduracién de afinidad utilizando el
de%pliegue de fago. En sumen varios sitios de region hiepervariable (por
ejemplo 6-7 sitios) son mut dos para generar todas las posibles sustituciones de
ami‘noécido en cada sitio. Los anticuerpos asi generados son despegados de las
particulas de fago filamentosa como fusiones al producto de gen Il del M13
empiacado dentro de cada r%articula. Las variantes desplegadas por el fago son
entonces seleccionadas para su actividad biolégica (por ejemplo, afinidad de
uniéﬁ) como se describen lqui. Con el fin de identificar los sitios de regién
hiper{/ariable candidatos para la modificacion, la mutagénesis de exploracién de
alanité se puede desarrollar para identificar los residuos de regién hipervariable
que 6ontribuyen significativamente a la unién de antigeno. Alternativamente, o
adicionalmente, puede ser benéfico analizar Ia estructura de cristal del complejo
de antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo vy el
antigeﬁo. Tales residuos de contacto y residuos vecinos son candidatos para la
sustitucion de acuerdo a las técnicas elaboradas aqui. Una de tales variantes se
genera, el panel de las variantes se somete a seleccion como se describe aqui y
los anticuerpos con sus propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes
se pueden seleccionar para desarrollo adicional.
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}

Las‘: moléculas de acido nucleico que codifican las variantes de la secuencia de
aminoacido del anticuerpo |se preparan mediante una variedad de métodos
condcidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no estan limitados a,
aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de
aminoacido de ocurrencia na\lural) o la preparaciéon de mutagénesis mediada por
oligoﬁucleétido (o dirigida de sitio), mutagénesis PCR, y mutagénesis de cassette
de un? variante preparada temprana o una versioén no variante del anticuerpo.
Puedelf.l ser deseable introducit una 0 mas modificaciones de aminoacido en la
region .Fc de los polipéptidos 1e inmunoglobulina de la invencién, generando de
esta rﬁanera una variante de regién Fc. La variante de regién Fc puede
compré‘.pder una secuencia de region Fc humana (por ejemplo, regién IgG1, 1gG2,
IgG3, o IgG4 Fc humana) que \comprende una modificacion de aminoacido (por
ejemplol‘, una sustitucion) en una o mas posiciones de aminoacido que incluyen
aquella @e una cisteina pivote.

}

De acuerdo con esta descripcion y las ensefianzas de la técnica, se contempla

que en algunas modalidades, unjanticuerpo utilizado en métodos de la invencién

pueda comprender una o mds alteraciones comparados con el anticuerpo
contraparte tipo silvestre, por ejemplo en la regidén Fc. Estos anticuerpos, sin
embargo, “.lretendrén sustancialmente la mismas caracteristicas requeridas para la
utilidad terapéutica comparados con sus contrapartes tipo silvestre. Por ejemplo,
se cree que ciertas alteraciones se pueden hacer en la region Fc que darian como
resultado en una union Clq alterada (es decir, mejorada o disminuida) y/o
Citotoxicidég Dependiente de Complemento (CDC), por ejemplo, como se
describié en la W099/51642. Ver %ambién Duncan & Winter Nature 322:738-40
(1988); Paténte US No. 5,648,260: Ratente US No. 5,624,821; y W094/29351 que

relaciona otros ejemplos de las variantes de region Fc.

}
}

Inmunoconjugados

La invencién\ también corresponde| a inmunoconjugados, o conjugados de
anticuerpo-droga (ADC), que comprende un anticuerpo conjugado a un agente
citotoxico tal como un agente quimiotefpéutico, una droga, un agente inhibidor de

crecimiento, una toxina (por ejemplo una toxina enzimaticamente activa de
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bacterias, hongos, plantas, o de origen animal, o fragmentos de éstos), o un
isGtopo radioactivo (es decir, un radioconjugado).
EEI uso de los conjugados anticuerpo-droga para el suministro Iocai de los agentes
‘citotéxicos o] citoestéticéws, es decir, las drogas que matan o inhiben las células
tumorales en los tratarrjentos de céncer (Syrigos y Epenetos (1999) Anticancer
Research 19:605-614;
26:151-172; patente U.S. 4,975,278) te6ricamente permiten el suministro

iculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv. Drg Del. Rev.

diseccionado de la porcion de droga a los tumores, y la acumulacién intracelular
aili, donde la administracién sistémica de estos agentes de droga no conjugados
ppede resultar en niveles|inaceptables de de toxicidad para las células normales
aéi como tambien las células tumorales que se busca eliminar (Baldwin et al.,
(1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05; Thorpe, (1985) ‘Antibody Carriers of
Cﬁotoxic Agents In Canc\Er Therapy: A Review”, in Monoclonal Antibodies ’84:
Bi(l‘)logical and Clinical Applications, A. Pinchera et al. (ed.s), pp. 475-506). La
efiéacia maxima con la {oxicidad minima se busca de esta forma. Ambos
antﬂicuerpos policlonales y Jnticuerpos monoclonales se han reportado como Utiles
en l‘lestas estrategias (Rowland et al., (1986) Cancer Immunol. Immunother.,
21:183-87). Las drogas ufilizadas en estos métodos incluyen daunomicina,
dox'c;rubicina, metotrexato, Jl vindesina (Rowland et al., (1986) supra). Las toxinas
utilizadas en conjugados de toxina de anticuerpo incluyen toxinas bacterianas
taleé como toxina de difteria, toxinas de planta tales como ricina, toxinas de
molé‘cula pequefia tales como geldanamicina (Mandler et al (2000) Jour. Of the
Nat. "iCancer Inst. 92(19):15‘(3-1581; Mandler et al (2000) Bioorganic & Med.
Cherﬁ. Letters 10:1025-1028; Mandler et al (2002) Bioconjugate Chem. 13:786-
791),|\maitansinoides (EP 1331213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:86?']8-8623), y caliqueamicina (Lode et al(1998) Cancer Res. 58:2928; Hinman
et al (1993) Cancer Res.53:3336-3342). Las toxinas pueden efectuar sus efectos
citotc’)xl}icos y citoestaticos mediante mecanismos que incluyen la unién de tubulina,
la unién de ADN, o la inhibicién de topoisomerasa. Algunas drogas citotdxicas
tienderj a ser inactivas o rLenos activas cuando se conjugan a grandes

anticuerpos o a ligandos receptores de proteina.

}

}

La ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/Ildec) es un conjugado de anticuerpo-
radioisdtopo compuesto de un| anticuerpo monoclonal kappa IgG1 de murino

dirigido contra el antigeno CD20 encontrado sobre la superficie de los linfocitos

}
|
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}

}

normales y malignos B y el radioisétopo ''In o *°Y unido a un quelador ligador de
fiourea (Wiseman et al )\2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77; Wiseman et al
%2002) Blood 99(12):433‘6-42; Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63;
Witzig et al (2002) J. Clin. Oncol. 20(15):3262-69). Aunque el ZEVALIN tiene
actividad contra linfoma r\o Hodgkin de célula B (NHL), la administracion resulta en
citopenias severas y pro‘ongadas en la mayoria de los pacientes. MILOTARG™
(gemtuzumab ozogamicin, Wyeth Pharmaceuticals), un conjugado de droga de
anticuerpo compuesto de un anticuerpo hu CD33 ligado a la caliqueamicina, se
abrobé en 2000 para \I tratamiento de leucemia mieloide aguda mediante
inllyeccién (Drugs of theTFuture (2000) 25(7):686; Patentes US No. 4970198;
5679233; 9585089; 5606040, 5693762; 5739116; 5767285; 5773001). El
céntuzumab mertansine (Inmunogen, Inc.), un conjugado de droga de anticuerpo
coimpuesto del anticuerpo huC242 ligado por via del ligador bisulfuro SPP a la
porcion de droga maitansinoide, DM1, esta avanzando en los ensayos Fase |l para
el 'tratamiento de cénceles que expresan CanAg, tal como el de colon,
pancreatico, gastrico, y otlos. El MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics,
Immunogen Inc.), un con\jugado de droga de anticuerpo compuesto de un
anticuerpo monoclonal de antigeno de membrana especifico anti-préstata (PSMA)
Iigado a la porcion de droLa maitansinoide, DM1, esta bajo desarrollo para el
tratamiento potencial de tur}lores de prostata. Los péptidos auristatina, auristatina
E (AE), monometilauristatirka E (MMAE), y analogos sintéticos de dolastatina,
fuerbn conjugados a anticueLrpos monoclonales quiméricos cBR96 (especificos a
Lewills Y sobre carcinoma) |y cAC10 (especificos a CD30 sobre malignidades
hemgtolégicas)(Doronina et|al. (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784; y
Francisco, et al. (2003) Blood, 102, 1458-1465) y estan bajo desarrollo terapéutico.
Otros compuestos para uso como agentes citotoxicos conjugados de droga
incluyen sin limitacion auristatina E (AE), MMAF (una variante de la auristatina E
(MMAE) con una fenilalanina ien el Terminal C de la droga), y AEVB (auristatina E
valeril bencilhidrazona, un ligador labil acido a través del Terminal C de AE). Los
Iigaddres de conjugado Utiles para unir una droga a un anticuerpo incluyen sin
limitacién MC (maleimidocaproil), Val Cit (valina-citrulina, sitio de dipéptido en
Iigaddr clivable de proteasa), Citrulina (acido 2-amino-5-ureido pentandico), PAB
(p-amihobencilcarbamoilo, unal porcion “auto inmoladora” del ligador), Me (N-metil-
valina :c:itrulina donde la unién del péptido ligador se ha modificado para evitar su
clivaje‘_imediante catepsina B), MC(PEG)6-OH (maleimidocaproil-polietilenglicol,
unido a cisteinas de anticuerpo), SPP (N-Succinimidil 4-(2-piridiltio)pentanoato), y

Of®



SMCC(N-Succinimidil 4-
otros conjugados de drog
Doronina, S.O. et al,, Na
como referencia en st
6referidas incluyen
piridilditio)propionato(SPL
723-737 (1978)), N-succi
la Patente U.S. No.
(SPP)(ver, por ejemplo,
(maleimidometil)ciclohe-x
al., Eur. J. Biochem., 10

giridiI)-ditio]pentanoato (S

Los agentes  quimiot

132

N-maleimidometil) ciclohexano-1 caboxilato). Estas vy
ja utiles y su preparacion se describen, por ejemplo, en
ture Biotechnology 21:778-794 (2003), incorporados aqui
I totalidad. Las moléculas ligadoras particularmente
3-(2-
DP)(ver, por ejemplo, Carlsson et al., Biochem. J., 173,

por ejemplo, N-Succinimidil
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MNP)(ver, por ejemplo, Patente U.S. No.4,563,304.

N-succinimidil 4-(2-piridilditio)pentanoato
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cérbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante de ejemplo para la conjugacion de
rédionucleétido al anticuerpo. Ver WO94/11026.

Los conjugados de un anticuerpo y una o mas de las toxinas de molécula
péqueﬁa, tales como una caliqueamicina, maitansinoides, tricoteceno, y CC1065,
y los derivados de estas| toxinas que tienen actividad de toxina, también se

contemplan aqui.
Maitansina y Maitansinoides

En i,lna modalidad, un anticx\rerpo (longitud completa o fragmentos) de la invencion

se conjuga a una 0 mas moléculas maitansinoide.

Los liinhibidores maitansinoides son mitéticos los cuales actian al inhibir la
polimerizacién de tubulina. LE maitansina fue primero aislados del arbusto aficano
del el‘lste Maytenus serrata (Patente U.S. No. 3,896,111). Subsecuentemente, se
desc(‘gbrié que ciertos microbios también producian maitansinoides tales como
maitahsinol y C-3 maitansinol ésteres (Patente U.S. No. 4,151,042). El maitansinol
sintético y los derivados y analogos de éste se describen, por ejemplo en las
Patenies US. No. 4,137,230; 4,248,870; 4,256,746; 4,260,608; 4,265,814:
4,294,757, 4,308,268; 4,308,269; 4,309,428; 4,313,946; 4,315,929: 4,317,821,
4,322,548; 4,331,598; 4,361,650; 4,364,866; 4,424,219; 4,450,254; 4,362,663; y
4,371,$33, cuyas descripciones se incorporan aqui expresamente como

referencia.

Conjugl‘lados Maitansinoide-anticuerpo

Enun inl‘ltento para mejorar el indice terapéutico, la maitansina y los maitansinoides
se han l‘lconjugado a anticuerpos que se unen especificamente a antigenos de
célula tumoral. Los inmunoconjugados que contienen maitansinoides Yy Su uso
terapéutilﬁco se describe, por e\;emplo, en las Patentes U.S. No. 5,208,020;
5,416,064 y en la Patente Eur\ pea EP 0 425 235 B1, cuya descripcién se
incorpora: expresamente aqui como referencia. Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93:8618-8623 (1996) desL

maitansinbide designado DM1 ligado al anticuerpo monoclonal C242 dirigido

ribe inmunoconjugados que comprenden el

contra cancer colorectal humano! El conjugado se encontr6 por ser altamente

}
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}

citotoxico hacia células| de cancer de colon cultivadas, y mostré actividad
|
antitumoral en un ensayo de crecimiento de tumor in vivo.

Chari et al., Cancer Research 52:127-131 (1992) describe inmunoconjugados en

los cuales el maitansinoide se conjugé por via de un ligador bisulfuro al anticuerpo
de murino A7 que se une a lineas celulares de cancer de colon antigeno sobre
humano, o a otro anticuefpo monoclonal de murino TA.1 que se une al encogen
H!ER-Z/neu. La citotoxicidad del conjugado maitansinoide TA.1 se ensayé in vitro
sobre la linea celular de cancer de mama humano SK-BR-3, que expresa
aﬁtigenos de superficie 3 x 10° HER-2 por célula. El conjugado de droga logré un
grado de citotoxicidad similar a la droga maitansinoide libre, que se podria
inc‘-?rementar al incrementar el numero de moléculas maitansinoides por molécula
de: anticuerpo. El conjugado maitansinoide A7 mostro citotoxicidad sistémica baja

en ratones.

1

|
Conjugados anticuerpo-maitansinoide (inmunoconjugados)

Los conjugados anticuerpormaitansinoide se preparan al ligar quimicamente un
anticuerpo ‘a una molécu!f maitansinoide sin disminuir significativamente la
erpo o de la molécula maitansinoide. Un promedio de

|

3-4 moleculas maitansinoides conjugadas por molécula de anticuerpo ha mostrado

actividad biolégica del antic

eficécia para mejorar la | citotoxicidad de las células blanco sin afectar
negativamente la funcién o la solubilidad del anticuerpo, aunque aun una molécula
de t‘pxina/anticuerpo se esperaria que mejorara la toxicidad sobre el uso del
antiQuerpo desnudo. Los m:Litansinoides son bien conocidos en la técnica y se
pueden sintetizar mediante técnicas conocidas o aislar de fuentes naturales. Los
maite‘;nsinoides adecuados Je describen, por ejemplo, en la Patente U.S. No.
5,208,020 y en las ofras Lpatentes y publicaciones no patentes referidas
anteriormente. Los maitansi

oides preferidos son maitansinol y andlogos de
molécula maitansinol, tales como varios ésteres de maitansinol.

maitansinol modificados en |el anillo aromatico o en otras posiciones de la
Existen muchos grupos de| enlace conocidos en la técnica para elaborar
conjugados anticuerpo-maitansinoide, que incluyen, por ejemplo, aquellos
5,208,020 o la Patente EP 0 425 235 B1, y Chari

descritos en la Patente U.S. No.
et al,, lCancer Research 52:127-131 (1992). Los grupos de enlace incluyen grupos

|

(X7
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bisuifuro, grupos tioeter, grupos labiles acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles
peptidasa, o grupos labiles| estearasa, como se describieron en las patentes

anteriormente identificadas, los grupos bisulfuro y tioeter son los preferidos.

Los dpnjugados del anticuerpp y el maitansinoide se puede hacer utilizando una
varied“lad de agentes acoplantes de proteina bifuncional tales como N-succinimidil-
3—(2-pi‘.ridilditiol)propionato (SzDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-
1-carbbxilato, iminotiolano (ITX, derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como ‘}dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil
suberafp), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-acido (tales
como bis(p-acidobenzoilo)hexan diamina), derivados bis-diazonio (tales como bis-
(p-diazo“niobenzoil)-etilenodiamina), diisocianatos (tales como, tolueno 2.6-
diisociah‘ato), y compuestos de flior bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2 4-
dinitrobehceno). Los agentes de &coplamiento particularmente preferidos incluyen
N-succinil"midiI-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP)(Carlsson et al., Biochem. J.
173:723-7“"\37 [1978]) y N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanocato (SPP) para

suministrar un enlace bisulfuro.

El ligador puede estar unido a una molécula maitansinoide en varias posiciones,
dependiendo del tipo de enlace. PJ’ ejemplo, se puede formar un enlace éster por
la reacciéﬁ) con un grupo hidroxilo utlizando técnicas de acoplamiento
convencionéles. La reaccién puede locurrir en la posicion C-3 que tiene un grupo
hidroxilo, Ia“; posicion C-14 modificada con hidroxi metilo, la posicién C-15
modificada cbn un grupo hidroxilo, y la posicion C-20 que tiene un grupo hidroxilo.
Enuna modélidad preferida, el enlace se forma en la posicién C-3 del mitansinol o
un analogo dé mitansinol.

Caliqueamicina

Otro immunocc;njugado de interés comprende un anticuerpo conjugado con una o
mas moléculas‘\ de caliqueamicina. La familia caliqueamicina de antibiéticos son
capaces de proaucir cortes de ADN de doble hebra en concentraciones sub- pico
molares. Para Ié preparacion de los cor\:ugados de la familia caliqueamicina, ver
patentes estado(qnidenses 5,712,374, 5,714,586,5,739,116, 5,767,285, 5,770,701,
5,770,710, 5,7737,001, 5,877,296 (todas o\lorgadas a American Cyanamid company

). Analogos estructurales de caliqueamicina que se pueden utilizar incluso, pero no

O
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sé limitan nada, v1,02', ols", N-acetly -y/, PSAG y 04 (Hinman et al., Cancer
Résearch 53:3336-3342 91993), Lode et al., Cancer Research 58:2925-2928

(1998) y las patentes estadounidenses otorgadas a American Cyanamid

mencionadas anteriormente ). Otra droga anti tumor que el anticuerpo puede
conjugar es QFA que es un anti folato. La caliqueamicina y el QFA tienen sitios
intracelulares de accidén y no cruza facilmente la membrana del plasma. Por lo
tanfp, la toma celular de e%:os agentes a través del anticuerpo mediado por la

internalizacion mejor grandemente sus efectos citotdxicos.
Otros agentes citotéxicos

otrosl‘l agentes anti tumor que se pueden conjugar con los anticuerpo de la
invencion incluyen BCNU, es reptozoicina, vincristina y 5- fluororacilo la familia de
agentlﬁes conocidos colectivamente como complejo LL-E33288 descrito en las
paten%ces Estadounidenses 5,353,394,5,770,710, asi como también esperamicinas
(patente Estadounidense 5,877,296).

|
|

Enziméticamente activos de estos que se pueden utilizar incluyen cadena de
difteria. A, fragmentos sin unién activos de toxina difteria, cadena de exotoxina A
(de Ps‘ﬁeudonomas aeruginosa), cadena de ricina A, cadena abrina A, cadena
modexina A, alpha-sarcin, proteinas alreurites fordii, proteinas dianthin, proteinas
fitolaca‘j americana (PAPI, PARIl, y PAP-S), inhibidor de momordica cahrantia,
Curcin, ll\crotin, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonin, mitelogenin, restrictocin,
fenomicina, enomicina y los tricotesenos. Ver, como por ejemplo, la WO 93/21232
publicadla en octubre 28, 1993.

}
i

La presente invencion contempla adicionalmente un immuno conjugado formado
entre un lllanticuerpo y un compuesto con una actividad nucleo litica (por ejemplo,
una ribun"ocleasa o una endonucieasa de ADN tal como una desoxirebunocleasa;
de DNasa).

Para la destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo
altamente radioactivo. Una variedad de isdtopos radiactivos estan disponibles para
la produccién de anticuerpos radi\ conjugados. Ejemplos incluyen At?""1"3" 1125,

Y%, Re'®, Re'®® sm'S® Bj?'2 P%2 pp?'? ¢ jsétopos radioactivos de Lu. Cuando el

conjugado - se utiliza para la deteccion, este puede comprender un &atomo

oA
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“..radioactivo para estudios sintigraficos, por ejemplo t¢®™ o 1'3, 0 una etiqueta de
"giro para formacion de i\’nagen de resonancia magnética nuclear (RMN) (también
éonocido como formacidén de imagenes de resonancia magnética, irm), tal como
jodo -123, yodo-131, Indio -111, flGor-19,carbén-13, nitrégeno-15, oxigeno-

1l}7,gadolinio, manganeso,} o hierro.

El\l radio u otras etiquetas se pueden incorporar el en conjugado en formas
conocidas. Por ejemplo, P\iptido se puede biosintetizar o se pUede sintetizar por
sihftesis de aminoéacido quimico utilizando precursores de aminoacidos adecuados
qué involucran, por ejemplv, el flaor-19 en lugar de hidrogeno. Etiquetas tales

como tc®m o |12 Re186,Re§‘88

e In'"" se pueden unir por via de un residuo de
cistéina en el péptido. El Yttrium-90 se puede unir por via de un residuo lisina. El
métddo IODOGEN (Frarker At al (1978) Biochem Biophys .Res.Commun 80:49-57
se ﬁuede utilizar para incorporar el Yodo-123. “Monoclonal Antibodies in

Immdlnoscintigraphy” (Chatal, CRC press 1989) describe otros métodos en detalle.

Los ccl')ln jugados del agente citotdxico y anticuerpo se pueden hacer utilizando una
variedéd de agentes de acoplamiento de proteina bifuncional tal como N-
succinihidiI-3-(2-pyridyIdithio) propio nato (SPDP), succiminidil-4-(N-
maleim'ildomethyl) cicloexano-it- carboxilato, iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoesteres (tal como HCL adipimidato dimetilo), esteres activos
( tal cdmo suberato bisuccinilnililo), aldehidos (tal como glutaral aldehido),
compueéjtos bis-azido (tal como bis (p-azidobesoil) hexanediamina), derivados bis-
diazoniurf\ (tal como bis(p-diaéoniobensoin)—etiIenodeania), diisocyanatos (tal
como tquieno 2,6-diisocyanato), y, compuestos de fluor bis —activos(tal como 1,5-
difluoro-2,4- de nitrobenceno).por gjemplo, se puede preparar una immuno toxina
ricina comb se describe en Vietta et al; science 238.1098(1987). El acido de amino
triaminapehtaacetico 1-isothiocyanatobenzy! -3-metil di etileno etiquetado-carbono
-14 (MX-D'I%PA) es un agente de que lacio de ejemplo para la conjugacion de radio
nucleétido éara el anticuerpo. Ver la WO94/11026. Ligador pude ser un “ligador
clivable” qué,f facilita la liberacién della droga citotéxica en la célula. Por ejemplo,

un ligador Iébil—acido, ligador sensible a la peptidasa, ligador foto labil, ligador de

dimetilo o Iigédor que contiene disulfuro (chari et al, cancer research 52:127-131
(1992); patente estadounidense No 5,{208,020) se pude utilizar.

b
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LQs compuestos de la invencion contemplan expresamente, pero no se limita
na?lda, ADC, preparado con agentes de reticulacion: BMPS, EMCS, GMBS, HBVS,
LO'l-SMCC, NBS, MPBH, $BAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB SMPH, sulfo-EMCS,
sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, |sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, y sulfo-SMPB, y
SVSB (succinimidil-(4-vinysulfone) benzoato) que esta  disponible
conﬁercialmente(por ejempl
pag":linas 467-498,2003-2004 applications hand book and catalog.

de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL,.USA).ver

Prep}aracién de Conjugados de Droga de Anticuerpo

En los conjugados de droga|de anticuerpo (ADC) de la invencién, un anticuerpo
(Ab) se conjuga con una) o mas porciones de droga (D), por ejemplo
aproXimadamente 1 a aproximadamente 20 porciones de droga por anticuerpo, a
travéé de un ligador (L). el AEC de formula 1 se pude preparar mediante varias
rutas,"lque emplean reacciones de quimica organica, condiciones, y reacciones
conocidas por aquellos expertos en la técnica, que incluyen:(1) reaccion de un
grupo ",nucleofilico de un anticuerpo con un reactivo ligador bivalente, para formar
Ab-L, bor via de un enlace covalente, seguido por la reaccién con una porcién de
droga D y (2) reaccion de un grupo nucleofilico de una porciéon de droga con un

reactivo ligador bivalente, para formar D-L, por via de un enlace covalente,

seguido por la reaccion con el grupo nucleofilico de un anticuerpo.

Ab-(L-D)p
I l.

Grupos én los anticuerpos incliyen, pero no se limitan a:(i) grupos amina N-
terminal,l}(ii) grupos mina de cadena lateral, por ejemplo lisina,(iii)grupos thiol de
cadena léteral, por ejemplo cisteiha, y (vi) grupos amino o hidroxilo de aztcar en
donde ei, anticuerpo se glicocja. Los grupos amino, tiol, e hidroxilo son
nucleofiliéos y capaces de reaccionar para formar enlaces covalentes con grupos
electroflllcos en las porciones Ilgadoras y los reactivos ligadotes incluyen: (i)
esteres actlvos tales NHS, esterés HOBt, halo formatos, y haluros acidos; (ii)
haluros de\‘alquno y bencilo tales como haloacetaminas: (iii) aldehidos, y cetonas,
carboxilo, l‘.y grupos maleimida. Ciertas modalidades tienen bisulfuros intra
cadenas reaucibles, es decir puentes de cisteina .los anticuerpos se pueden hacer
reactivos para conjugacion con reactivos ligadores mediante tratamiento con un

agente de ‘reduccion tal como D (dithiothreitol). Cada puente de cisteina

|

O
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fbrmara asi, tedricamente, dos ntcleo filos thiol reactivos. Los grupos nucleofilicos
adicionales se pueden introducir en anticuerpos a través de la reaccién de lisinas
con 2-iminotiolano (reacti\lo traut) que resulta en la conversién de un amina en un
thiol.

Cdnjugados de droga de anticuerpo de la invencién también se pueden producir
poi‘r modificaciéon del antiL\:uerpo para introducir porciones nucleofilicas, que
puéden reaccionar con sustituyen nucleofilicos en el reactivo ligador o droga .los
azucares de anticuerpos glicocilados se pueden oxidar, por ejemplo con activos
de oxidacion de periodato, para formar grupos aldehido o cetona, que puedan
reaccionar con el grupo amiha de reactivos ligadores o porciones de droga. Los
grup&;s base Schiff mina resultantes pueden formar un lace estable, o se pueden
reducir, por ejemplo por reactivos de Boro hidruro para formar enlaces amina
estables. En una modalidad,|la reaccion de la proteina de carbohidrato de un
anticuerpo glicosilado con oxidasa galactosa o meta periodato de sodio pueden
produéir grupos carbonilo (aldehido y cetona) en la proteina que puede reaccionar

con grupos apropiados en la Xdroga (Hermanson, Bioconjugate Technigues). En

otra médalidad, las proteinas q&e contienen serina N-terminal o residuos treo Nina
puederi[ reaccionar con meta- periodato de sodio, resultando en la produccién de
un aldéhido en lugar del primer amino acido (Geoghegan & stroh, (1992)
Bioconjugate chem. 3:318-14%;US 5362852). Tales aldehidos se pueden
reaccioriaar con una porcién de dryga o nucleo filo ligador.

Asi misrﬁ.o, los grupos nucleofilicos en una porcién de droga incluyen, pero no se
limita nada: amina, tiol, hidroxilo, hidracida, oxima, hidrazina, thiosemicarabazona,
carboxilatb de hidrazina, y grupos larilhidrazida capaces de reaccionar para formar
enlaces cépvalentes con grupos electrofilicos en porciones ligadoras o reactivos
ligadores d_ue incluyen: (i) esteres Lctivos tales como esteres NHS, esteres HOBt,
halo forméftos, y haluros de acido; (ii) haluros de bencilo alquilo tal como alo

acetamidaé:; (iii) aldehidos, cetonas, carboxilo y grupos maileimida.

Alternativamente, una proteina de fusion que comprende el anticuerpo y el agente
citotéxico se pueden hacer, por ejemplo por técnicas recombinantes o sintesis de
peptidos. La longitud del ADN, puede comprender regiones respectivas que

codifican las ‘dos porciones del conjul;ado adyacente uno al otro o separados por
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una regiéon que codifica un|péptido ligador que no destruye las propiedades

deseédas del conjugado.

En al’jln otra modalidad, el anticuerpo se puede conjugar con un “receptor” (tal
como estreptavidina) para la utilizaciéon en pre-tratamiento de tumor, en donde, el
conjugl;ado de receptor de administra al paciente, seguido por la remocion del
conjugédo no unido de la circulacion, utilizando un agente clarificante, y luego la
adminiétracién de un “ligando’ (por ejemplo, avidina), que se conjuga con un

agente llcitotéxico (por ejemplo, un radio nucleétido).

Derivados de anticuerpo

Los anti“lcuerpos de la presente invencién, se pueden modificar adicionalmente
para contener porciones no proteinasias adicionales, que se conocen en la técnica
y estan facilmente disponibles. Preferiblemente, las porciones adecuadas para
derivaciéh del anticuerpo son polimeros solubles en agua. Ejemplos no limitante s
de poliméros solubles en agua|incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol
(PEG), olxl polimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano,
alcohol  polivinilo, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano,  poli-1,3,6-trioxano,
copolimero de anhidrido etileno/maléico, poliaminoacidos (homopolimeros o
copolimerés aleatorios), y dextrano o poli (n-vinil pirrolidona) polietilenglicol,
homopolirﬁeros de propilenglicol, copolimeros de oxidoprolipopileno oxido/etileno,
polioles pQIioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol polivinilo, y mezclas de
éstos. El propionaldehido de polietjenglicol puede tener ventajas en la fabricacion
debido a su estabilidad en el agua. El polimero puede ser de cualquier peso
molecular, y puede ser ramificado o\ no ramificado. El nimero de polimeros unido
al anticuerpb puede variar, y si mas de un polimero se une, ellas pueden ser las
mismas o diferentes moléculas. En general, El nimero y/o tipo de polimeros
utilizados para la derivacion se puedLn determinar basado en consideraciones que
incluyen, pellro no se limitan a, las propiedades particulares o funciones del
anticuerpo ailser mejorado, si el derivado de anticuerpo sera utilizado en terapia

bajo condiciones definidas, etc.

|
I

Formulaciones farmacéuticas

N
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Fbrmulaciones terapéuticas que comprenden un anticuerpo de la invencién, se
preparan para almacenamiento al mezclar el anticuerpo que tiene el grado
deseado de pureza con portadores fisiolégicamente aceptables opcionales,
excipientes o estabilizantes (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16? edicion,
Oéol, A. Ed. (1980)), en la forma de una solucién acuosa, formulaciones
Iioﬁilizados, u otras formulaciones secas. Portadores aceptables, excipientes, o
est?bilizantes, son no toxicos, a los recipientes en las dosis y concentraciones
empleadas, e incluye amortiguadores apropiados, tales como fosfato, citrato,
histidina, y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico y
metionina; preservativos (tLII como cloruro de amonio, octadecildimetilbenzil;
cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de benzetonio; fenol,
butilb, o alcohol benzilico; alquil parabenos tales como metilo o propilo parabeno;
catec}ol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molebular (menos de aproximadamente 10 reciduos); proteinas tal como albumina
de %uero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilcos, tal como
polivihilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina,
histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, o otros carbohidratos que
incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tal como EDTA:
azucafes tal como sacarosa, manitol, trehalosa, o sorbitol; contra iones
formadores de sal, tal como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos de
Zn-proteina); y/o tenso activos| no idnicos, tal como TWEEN™. PLURONICS™ ©

polietitenglicol (PEG).

La formulacién aqui también puede contener mas de un compuesto activo, segun
sea necesario para la indicacién particular a ser tratada, preferiblemente aquellos
con actil\vidades complementarias que no afectan adversamente al otro. Tales
moléculés estan presentes de forma adecuada en combinacion en cantidades que
son efecfivas para los propésitos ique estan destinados.

Los ingredientes activos tambjén se pueden atrapar en micro capsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacion
interfaciall por ejemplo, hidroximetilcelulosa, o micro capsula de gelatina y poli-
(metilmetécilato) microcapsula, respectivamente, en sistemas de suministro
coloidal de drogas (por ejemLIo, liposomas, microesferas de albumina,

microemulsiones, nano-particulas nanocdpsulas) o en macroemulsiones. Tales



142

tédnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol,
A, Ed. (1980).

Las formulaciones a ser utilizadas para administracién in vivo deben ser estériles.
Esto se logra faciimente, mediante filtracion a través membranas de filtracion
estériles.

Se p"ueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados
de pf‘eparaciones de IiberaciAn sostenida, incluyen semipermeables de polimeros
hidréfobos  sélidos, que con&iene la inmunoglobulina de la invencion, cuyas
matrices estan en la forma de articulos, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.
Ejemp.los de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo poli (2-hidroxietil- metjcrllato) o poli (vinil alcohol)), polilacturos (payente
estadoumdense No. 3,773,919), copolimeros de acido L-glutamico y gama etil-L-
glutamato, acetato de etlleno-wLno no degradable, copolimeros de acido glicélico-
aciso Iéctico degradables, tales como LUPRON DEPROT™ (microesferas
inyectabl‘lles, compuestas de co \olimero de acido glicélico-acido lactico y acetato
de Ieupr“cplida), y acido poli-D-(-)-8-hidroxibutilico. Mientras que los polimeros tales
como acetato de etileno-vinilo y icido glicdlico-acido lactico permiten la liberacion
de molédulas, por mas de 100 djas, ciertas proteinas liberan hidrogeles durante
periodos l‘-_de tiempo mas cortos. Cuando las inmunoglobulinas encapsuladas
permaneden en el cuerpo durante un periodo de tiempo mayor, ellas pueden
desnaturai,li'zarse 0 agregarse como un resultado de exposicién a la humedad a
37°, resultando un una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en
inmunogeﬁ':\icidad. Estrategias racinales se pueden idear para la estabilizacion
dependiendo del mecanismo involucrado. Por ejemplo, si el mecanismo de
agregacion se descubre por ser folwamon de enlace S-S intermolecular a través
del intercambio de tio-disulfuro, la stablhzamon se puede lograr al modificar los
residuos SU|thdI"I|O liofilizar a pa ir de soluciones acidicas, que controlan
contenido de humedad, que utilizan aditivos apropiados, y el desarrollo de

composmones de matriz de polimerolespecifico.

Usos

Un antlcuerpo de la presente invencion se puede utilizar en, por ejemplo, en

métodos terapeutlcos in vitro, ex vivo e|in vivo. Los anticuerpos de la invencién se
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ﬁueden utilizar como un; antagonista para bloquear parcial 0 completamente la
actividad del antigeno en su especifico in vitro, ex vivo y/o in vivo. Mas aun,
algunos de los anticuerpos de la invencion pueden neutralizar la actividad de
ahtigeno a partir de otrai especies. De acuerdo con esto, los anticuerpos de la
invencion se pueden utilizrar para inhibir una actividad de antigeno especifica, por
ejemplo, en un cultivo celular que contiene el antigeno en sujetos humanos u otros
sujetos mamiferos que tielxwe el antigeno con el que un anticuerpo de la invencion
reacciona (por ejemplo c«rimpancé, babuino, marmota, monos cinémologos y
rhésus, cerdos o ratones)! En una modalidad, el anticuerpo de la invencién se
puede utilizar para inhibiL actividades de antigeno al poner en contacto el
anticuerpo con el antigeno| de tal forma que la actividad del antigeno se inhibe.
Preferiblemente, el antigeng es una molécula de proteina humana.

En pna modalidad, el anticuerpo de la invencién se puede utilizar en un método
para inhibir un antigeno, en un sujeto que sufre se un trastorno, en el que la
activllidad del antigeno es ;Lerjudicial, que comprende administrar al sujeto un
anticuerpo de la invencion, Je tal forma que la actividad del antigeno en el sujeto
se iﬁhibe. Preferiblemente, el antigeno es una molécula de proteina huma y el
sujeto es una sujeto humano. Alternativamente, el sujeto puede ser un mamifero
que expresa el antigeno con el que un anticuerpo de | invencion se une. Todavia
el objeto adicional puede ser un mamifero, dentro del cual el antigeno se ha
introducido (por ejemplo, por|administracion del antigeno o por expresién de un
transgen de antigeno). Un anticuerpo de la invencion se puede administrar a un
sujeto. humano para propositos terapéuticos. Mas adn, un anticuerpo d ela
invencion se puede administrar a un mamifero no humano que expresa un
antigeﬁ]o con el que la inmunoglobulina reacciona (por ejemplo, un primate, cerdo
o ratén) para propositos veter}narios 0 como un modelo animal de enfermedad
human?. Con respecto al ultimo, tales modelos animales pueden ‘ser Utiles para
evaluar la eficacia terapéutica |de los anticuerpos de la invencién (por ejemplo,
ensayo de dosis y cursos de|tiempo de administracion). Los anticuerpos de
blogueo de la invencion que son terapéuticamente Utiles, incluyen, por ejemplo,
pero no‘}se limitan a, anticuerpoJ anti-HERZ2-, anti-VEGF, anti-IgE, anti-CD11, anti-
interferoh y anticuerpos de factc\pr anti-tejido. Los anticuerpos de la invencion se
pueden utilizar para tratar, inhiiir, retrazar la progresién de, evitar/retrazar la
recurrenéia de, mejorar o evitar enfermedades, trastornos o condiciones asociadas

con expresion anormal y/o actividad de una o mas moléculas de antigeno que
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incluyen pero no se limitan a tumores benignos y malignos; malignidades linfoides
y no leucemias; trastornos neuronales, gliliales, astrocitales,, hipotalamicos y otros
trastornos glandulares, macréfagos, epiteliales, estrosomales, y blastocohélicos; y
trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunolégicos.

En un aspecto, un anticuerpo de bloqueo de la invencion es especifico para un

antigeno de ligando, e inhibe la actividad antigena al bloguear o interferir con la
interaccion del receptor-ligando que involucra el antigeno ligando, y viviendo por lo
tanto la senda de sefial correspondiente y otros eventos celulares o moleculares.
La invencién tambié\n caracteriza anticuerpos especificos-receptor, que no
necesariamente evitan la unién del ligando, pero interfieren con la activacion del
receptor, inhibiendo por lo tanto cualquier respuesta, que normalmente se iniciaria
por la union del ligando. La invencién también abarca anticuerpos que
preferiblemente o exclusivamente se unen a complejos ligando-receptor. Un
" anticuerpo de la invencién también puede actuar como un agonista de un receptor
de antigeno particulat, potenciando por lo tanto, mejorando o activando las
actividades parciales o|totales de activacion del receptor mediado por ligando.
' En ciertas modalidades un inmuno conjugado que comprende un anticuerpo
'conjugado, con un agente citotdxico de administra al paciente. En algunas
l\ modalidades, el inmuncl conjugado y/o antigeno al que este se une, se internaliza
‘por la célula resultandolineficacia terapéutica incrementada del inmuno conjugado
'en la muerte de la célula objetiva a la que ésta se une. En una modalidad, el
‘agente citotdxico objeti\La o interfiere con el &cido nucleico en la célula objetivo.
\Ejemplos de tales agentes citotdxicos incluyen, cualquiera de los agentes
\lquimioterapéuticos anotados aqui (tal como un maitansinoide o una

caliqgueamicina), un isétopo radioactivo o una ribonucleasa, o una endonucleasa
de ADN.

)i&nticuerpos de la invencién se pueden utilizar solos o en combinacidén con otras
combinaciones en terapia. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion se puede
coadministrar con otro a»Lticuerpo, agente quimioterapéutico (que incluye cocteles
de agentes quimioterapéuticos), ofros agentes citotoxicos, agentes anti-
dngiogénicos, citoquinas, y/o agentes inhibidores del crecimiento. Cuando un
a:nticuerpo de la invencién inhibe el crecimiento del tumor, éste puede ser

particularmente deseado para combinarlo con uno o mas agentes terapéuticos que

|

ﬁ
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también inhiben el crecimiento del tumor. Por ejemplo, un anticuerpo de la
‘invencion se puede c¢ombinar, con un anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo,
"'.lAVASTIN) y/o anticuerpos anti-ErbB (por ejemplo, anticuerpo HERCEPTIN® anti-
‘HER2) en un esquema de tratamiento, por ejemplo, en el tratamiento de
E;ualquiera de las enfermedades descritas aqui, que incluyen cancer colorectal,
cancer de mama me\téstatico y cancer de riiién. Alternativamente, o
aaicionalmente, el paciente puede recibir terapia de radiacion combinada (por
ejémplo, radiacion de rayos externos, o terapia con un agente etiquetado
raaioactivo, tal como un| anticuerpo). Tales terapias combinadas, anotadas
anteriormente incluyen la administracién combinada (en donde los dos o mas
agéntes se incluyen en laimisma formulacion o formulaciones separadas), y la
adnﬁinistraci()n separada, en cuto caso, la administracion del anticuerpo de la
invé'ncic’;n, puede ocurrir antes de, y/o luego de, la administracion de la terapia o
teraéias adjuntas.

El anticuerpo de la invencién| (y el agente terapéutico adjunto) se administra por
cualqﬁyier medio adecuado, que incluye administracion parenteral, subcutanea,
intrapéritoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea para tratamiento local,
administracién intralesional. Infusiones parenterales incluyen administracion
intramuscular, intravenosa, lintraarterial, intraperitoneal, o administracién
subcutanea. Adicionalmente, el\anticuerpo se administra de forma adecuada por
pulso dg infusion, particularmente con dosis disminuida del anticuerpo. La
dosificacion puede ser mediante cualquier ruta adecuada, por ejemplo, por
inyeccion, tal como inyeccion intravenosa o subcutanea que depende en parte de
si la adri'jinistracién €s breve o|crénica. La composicion del anticuerpo de la
invencic')n}l se formulara, dosificard, y administrara en una forma consistente con la
buena préctica médica. Factores para consideracion en éste contexto incluyen el
trastorno barticular a ser tratado, el mamifero particular a ser tratado, y las
condicioneé clinicas del paciente |individual, el origen del trastorno, el sito de
suministro l\del agente, el méto o de administracién, la programacion de
administracion, y otros factores \ nocidos por los practicantes médicos. El
anticuerpo ﬁ’o necesita ser, pero ejt)é opcionalmente formulado con uno o mas
agentes actdalmente utilizados para) evitar o tratar el trastorno en cuestion. La
cantidad efectiva de tal otro agente depende de la cantidad de anticuerpos de la
invencion presente en la formulacion| el tipo de trastorno, o tratamiento, y otros

factores discutidos anteriormente. Estos se utilizan generalmente en las mismas

\%
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dosis, y con rutas de administracion como se utiliza aqui o aproximadamente de 1

a 99% de éste empleado en dosis.

Para la prevencion o trat\amiento de la enfermedad, la dosis apropiada de un
anticuerpo de la invenciérlu (cuando se utiliza solo o en combinacién con otros
agentes, tales como aJentes quimioterapéuticos) dependera del tipo de
enﬁermedad a ser tratada,| el tipo de anticuerpo, la severidad, y el curso de la
enfermedad, si el anticuerpo se administra para propésito preventivo o terapéutico,
prel\/io a la terapia, la historia clinica del paciente y la respuesta al anticuerpo, y la
disérecién del médico que atiende. El anticuerpo se administra adecuadamente a
una toma o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y severidad
de Ié enfermedad, aproximadamente 1ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0.1mg/kg-
10mg/kg) de anticuerpo es|una dosis candidata inicial para administracion al
paciénte, sea, por ejempla, por un administracion o mas administraciones
separadas, o por infusion J:ontinua. Una dosis diaria tipica, puede variar de
apro>‘(jimadamente 1 ng/kg 100mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mendjonados anteriormente. |\Para las administraciones repetidas durante varios
dias 0 mas, dependiendo de|la condicién, el tratamiento se sostiene hasta que
ocurré una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Una dosis de
ejemplo del anticuerpo podria estar en el rango de aproximadamente 0.05 mg/kg a
aproxifnadamente 10 mg/kg. |Asi, una o mas dosis de aproximadamente 0.5
mg/kg, 2.0 mg/kg, 4.0 mg/kg 6 10 mg/kg (6 cualquier combinacion de éstos) se
puede administrar al paciente. Tales dosis se pueden administrar
intermitentemente, por ejempl:\ cada semana, o cada tres semanas (por ejemplo,
de tal flt‘prma que el paciente recibe de aproximadamente dos a aproximadamente
veinte, por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Una dosis de
carga ailta inicial, seguida por una o mas dosis menores se puede administrar. Una
régimen de dosificacion de ejemn\ﬁlo, se comprende administrar una dosis de carga
inicial dé aproximadamente 4 mg/kg, seguido por una dosis de mantenimiento
semanall: de aproximadamente 12 mg/kg de | anticuerpo. Sin embargo, otros
regimenes de dosis pueden ser |Utiles. El progreso de ésta terapia se monitorea

facilmente por técnicas convencionales y ensayos.
|
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Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencion, un articulo de fabricacién que contiene materiales

utiles para el tratamiento, prevencion, y/o diagnéstico de los trastornos descritos

anteriormente se suministra.\El articulo de fabricaciéon comprende un contenedor y
una etiqueta, o inserto de paquete en o asociado con el contenedor. Contenedores
adecuados, incluyen, por| ejemplo, botellas, frascos jeringas, etc. Los
conténedores se pueden formar de una variedad de materiales tales como plastico
o vidrio, El contenedor aloja una composicién que es por si misma, o cuando se
combina con otra composican efectiva para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
condiéién, y puede tener un puesto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor
puede ser una bolsa de solucion intravenosa, un frasco que tiene un perforable por
un aguja de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo en la composiciéon
es un énticuerpo de la invencion. La etiqueta o inserto de paquete, indica que la
compoéicién se utiliza para tratar la condicion de eleccién, tal como cancer. Mas
aun, el articulo de fabricacion \puede comprender (a) un primer contenedor con
una colmposicién contenida alli, en donde la composicibn comprende una
anticuer“po de la invencién, y (b) un segundo contenedor con una composicién
contenida alli, en donde la comppsicién comprende un agente citotdxico adicional.
El articulo de fabricacién en ésta modalidad de la invencion puede comprender
adicionafmente, un inserto de pgquete que indica que las primeras y segundas
composiciones de anticuerpos se pueden utilizar para tratar una condicion
particular, por ejemplo cancer. Alternativamente, o adicionalmente, el articulo de
fabricacion puede comprender adicionalmente un segundo contenedor (o tercero),
que comb‘.rende un amortiguador| farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica pata inyeccion (BWFI), salina amortiguada con fosfato soluciéon de
Ringer, y s'olucién de dextrosa. Est\a puede incluir adicionalmente otros materiales
deseables desde de un punto de viT:ta del usuario, y comercial, que incluyen otros

amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, y jeringas.

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la invencién. Se
entiende que varias otras modalidades se pueden practicar, dada la inscripcién

general suministrada anteriormente.
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EJEMPLOS
Los ejemplos aqui describen la generacion de anticuerpos anti-beta7
humanizados, a partir de un anticuerpo anti-ratdn de rata que se une a la

subunidad beta7 de Ia integrina alfadbeta7.

- Ejemplo 1: Humanizajjén de un anticuerpo antagonista beta?7.

. Materiales y métodos

Los nimeros de residuos estan de acuerdo con Rabat (Rabat et al., Sequences of
proteins of inmunological interest, 5th Ed., Public Health Service, National
JInstitutes of Health, Bethesda, MD (1991)). Se utilizan abreviaturas de aminoacido
l',de una letra. Las degenLraciones del ADN, se representan utilizando el codigo IUB
l‘I(N=A/C/G/T, D=A/G/T,V=A/C/G,B=/C/IGIT,H=A/IC/T,K=G/T, M=A/C,R=

A/G, S = GIC, W = AT, Y = CIT).

ll‘njertos de region hipervariable directa en el aceptador de la estructura con censos
Humana — El fagémido utilizado para éste trabajo, Pvo350-2b, fue un vector de
rﬁuestra Fab-g3 monovalente que tiene 2 cuadros de lectura abiertos bajo control
del promotor phoA, esencialmente como se describe en el Lee et al., J. Mol. Biol.
(2004), 340(5):1073-93. El primer cuadro de lectura abierto. consiste de la
se-l;cuencia de sefial stll fusionado a los dominios VL y CH1 de la cadena liviana de
aclleptador, y en segundo consiste de la secuencia de sefial stll fusionado a los
dominios VH y CH1 de la|cadena pesada de aceptador seguida por una forma
_truﬁcada de la proteina P3 de cubierta de fago menor (Lowman, H. et al. (1900)
Biochemistry 30:10832).

Los‘.ldominios VL y VH del|Fib504 de rata (anticuerpo FIB504.64 producido por
hibridoma ATCC HB-293, \merican Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box
1549, Manassas, VA 20108, USA) se alinean cbn kappa 1 consenso humano
(huK{I) y dominios VH con:\essus (hulll) subgrupo Il humano. Para hacer los
injertos de regién hipervaria?le (HVR), se utilizan las siguientes estructuras: se
utilizé; HuKil para la estructura de dominio variable de cadena liviana (ver figura 1A
y 7). K{Para la estructura del dominio variable de cadena pesada, el aceptador de
estrué,tura VH, un dominio VH consenso (hurnill) del sub grupo Il humano
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m@dificado que difiere de |la secuencia humlil en 3 posiciones: se puede utilizar
R71A, N73T, y L78A (ver Carter et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992))
(velxlr Fig. 1B). En la generacion de anticuerpos de la presente invencion, el injerto
504K-RF tambien se prepara a partir del dominio VH consenso del sub grupo Iil
hurt)ano modificado al hacer las siguientes sustituciones de aminoacidos: A71R y
ATSF.

Regibnes hipervariables del anticuerpo Fib504 de rata (producido por el hibridoma
ATCC HB-293) se construye por ingenieria en la estructura VH consenso del sub
grupdl [l humano aceptador para generar un injerto HVR (Fib504 graf) (ver figura
1B). En el dominio VL las siguientes regiones del Fib504 de rata se injertan ala
uKl: posiciones 24-34 (LI), 50-56 (L2) y 89-97 (L3)
(Fig. IA). En el dominio VH las |posiciones 26-35 (HI), 49-65 (H2) y 94-102 (H3) se
injertaﬁ (Fig. 1B). Adicionalmente un segundo injerto HVR, Fib504K graf se

aceptador consenso humano,

construye, de tal forma que se lincluye dentro del HVR, la posicién VL49, basado
en una l'ldefinici()n extendida para L2 (ver MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262: 732-
745 (191‘96)). MacCallum et al. Ha analizado el anticuerpo y las estructuras de
cristal cdmplejo de antigeno y encuentran la posicién 49 de la cadena liviana y las
posicionés 49 y 94 de la cadena \pesada son parte de las regiones de contacto de
antigeno l".‘asi, estas posiciones sel incluyen en las definiciones del HVR-L2, HVR-

H2 y HVR-H3 para anticuerpos anti-beta7 humanizado descritos aqui.

Se generan variantes de injerto directas por mutageénesis Kunkel (Kunkel et al.
(1987) supra) que utilizan un lligonuclestido separado para cada region
hipervariable. Se evaltian clones cofrectos por secuenciamiento de ADN.

Aleatorizaci&?n suave de las regiones hipervariables:

El proceso de “aleatorizacion suave\” (ver solicitud estadounidense No de serie
60/545,840) l‘: se refiere a un mutagénesis de una secuencia de proteina
seleccionadal,‘l tal como una regiéon hipervariable de un anticuerpo. El método
mantiene uné inclinacion hacia el murino, rata u otra secuencia de regién
hipervariable de partida, mientras se introduce aproximadamente una mutacion del
10-50% aproiximadamente en cada posicion seleccionada. Esta técnica
incrementa la cﬁapacidad de seleccion Je la libreria empleada y evita un cambio en

el epitopo de antigeno reconocido por el anticuerpo. De acuerdo con esta técnica
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de aleatorizacion suave, la\diversidad de secuencias se introduce en cada region
hipervariable utilizando un estrategia que mantiene una inclinacion hacia la

secuencia de region hipervatiable de murino.

Esté} se logra utilizando una |estrategia de sintesis de oligonucleétido posicionada
priméro descrita por Gallop| et al, J. Med. Chem. 37: 1233-1251 (1994). Sin
embé;go, otros métodos para mantener una inclinacion hacia el residuo de region
hiper\l‘(ariable no humano estan disponibles, tal como error PCR prono, mezcla de
ADN, etc.

De aci;Jerdo con el método utilizado aqui, para una posicion dada dentro de una
region l\lhipervariable a ser mulada el codén que codifica el aminoacido de tipo
silvestré se posiciona con unaimezcla, por ejemplo una mezcla 70-10-10-10) de
nucleétfdos que resultan en una tasa de mutacién de aproximadamente 50% en
cada pd‘§icién de region hipervariable seleccionada. Para lograr esto, el codén que
codifica ‘el aminoacido de region hipervariable de tipo silvestre ha ser mutado se
sintetizallcon un nivel bajo de mizcla contaminante de los otros tres nucleétidos,
tal comd mezcla 70-10-10-10 de nucleétidos. Asi, por via de ejemplo, para
aleatorizécién suave del PRO (CCG), la primer posicién sintetizada es una mezcla
de 70% C y 10% cada uno de G& T y A, la segunda posicion es una mezcla de
70%C,y 10 % cada uno de A, Gy T, y la tercer posicion es una mezcla de 70% G
y 10 % ca‘t‘da uno A, CyT. se enxiende que la tendencia se puede ajustar hacia
arriba o hacia abajo dependiendo|de el codén que se sintetiza en una posicién
dada, el nﬁmero de codones que|codifican para un aminoacido particular, y el
grado de sfhtesis de oligonucledtido se posiciona por la composicion de nucleétido

de la mezcla de sintesis.

Oligonucleét:'ildos aleatorizados suaves se pueden convertir en patrones después
que el murino, la rata u otras secuencias de region hipervariable de partida y que
abarcan las l]mismas regiones definidas por los injertos de regidon hipervariable
directos. Opcionalmente, dos posicior\es, aminoacidos en el inicio del H2 y H3 en
el dominio VH se pueden limitar en snl diversidad:vel codén RGC se puede utilizar
para codificacipn A en la posicion 49, G, S o T y en la posicion 94 el coddén AKG
se puede utilizar codificando el MOR.
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Generacion de librerias Fago

Grppos de oligonucledtidos aleatorizados disefiados para cada region
hip“lervariable se fosforilan separadamente en 6 reacciones de 20 ul que contienen
660 NG de oligonucledtido, 50 mm de tris ph 7.5, 10 mm MgCl,, 1 mm ATp, 20 mm
DTT y 5 UV quinasa poli \nucleétido durante 1 hora a 37°C. Los 6 grupos de
oligt_)nuclec')tido fosforilados se combinan luego con 20 g de plantilla kunkel en 50
mm‘{tris ph 7.5, 10 mm, MgCl,, en un volumen final de 500 ul que resultan en un
oligdnucleétido para indice |de plantilla de tres. La mezcla se recoce a 90°C
durahte 4 min, 50°C durante 5 min y luego se enfrian en hielo. El exceso, de
oligohucleétido no recocidg se remueve con un kit de purificacion PCR
QIAQUICKTM (Qiagen kit 28106, Qiagen, Valencia, CA) utilizando un protocolo
modificado para evitar la des\naturalizacién excesiva dél ADN recocido. Para los
500 pll‘l de mezcla recocida, SL agrega 150 pl de amortiguador quiagen PB, u la
mezclé se divide entre dos Lolumnas de silice. Luego de un lavado de cada
columha con 750 pl de amortiguador Quiagen TE y un enjuague extra a las
columhas secas, cada columna se eluye con 110 pl de 10 mm tris, 1 mm EDTA,
ph 8. ta plantilla limpia y recocida (220 pl) se filtra luego por adiciéon de un pl 100
mm ATP, 10 pl 25 mm de NiPS (25 mm cada uno de DATP, dCTP, dGTP y
dTTP),l;15 pl 100 mM DTT, 25 pl 10X TM amortiguador(0.5 M Tris pH 7.5, 0.1 M
MgCI2), Iil‘gasa 2400 U T4, y polimerasa 30 U T7 durante 3 horas a temperatura

ambiente.

El produ\‘,cto relleno se analiza er& geles de tris-acetato-RTA/agarosa (Sidhu et al.,
Methodsl‘lin Enzymology 328:333-363 (2000)). Se hacen visibles usualmente tres
bandas: i,a banda inferior se llena correctamente y liga el producto, la banda del
medio sel‘.llena pero no liga y la parte superior de la banda se desplaza. La banda
superior ée produce por una actividad lateral intrinseca de la polimerasa T7 y es
dificil de evitar (Lechner et al, |J. Biol. Chem. 258:11174-11184 (1983)); sin
embargo, l‘.esta banda transforma {30 veces menos eficientemente que la banda
. inferior y cBntribuye usualmente poco a la libreria, la banda del medio se debe a la
ausencia dl‘_e un fosfato 5’ para la reraccién de ligacion final; esta banda transforma
eficientemélnte y da principalmente secuencia de tipo silvestre.

El relleno en el producto se limpia y lelectropora en células SS320 y se propaga en

la presencial‘. de un fago auxiliar M3/K07 como se describe por Sidhu et al, Methods

¢
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inl}EnzymoIogy 328:333-363 (2000). Los tamaiios de la libreria varian de 1-2 x 10°
clones independientes. Los clones aleatorios de las librerias iniciales se

secuencian para evaluar la|calidad de la fibreria.

Seleccién Fago- el alfadbeta7 de integrina humana de longitud completa se
exp“resa en celulas 293 (Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)), se purifica por
crorhatografia de afinidad F|B504 y se utiliza como el objetivo para la seleccién
Fagb. Para inmovilizaciéon dL las placas de micro titulo MaxiSorp™ (Nalge Nunc,
Rocﬁester, NY), se cubre 100 pi de alpha4beta? integrina humana en 5 pg/ml en
150 ".mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 2 mM CaCl;, 2 mM MgCl, y 2 mM MnCl,
(TBSM), durante la noche a 4°C. Los pozos se bloguean durante 1 hora utilizando
TBSM que contiene 1% BSA.\‘Para la primer ronda de seleccion, se cubren ocho
pozosl‘.l con el objetivo que se utiliza; un pozo cubierto con objetivo Unico se utiliza
para rodas sucesivas de seleccion. El fago se cosecha a partir del siper nadante
de culﬁivo y se suspende en TBSM que contiene 1% BSA y 0.05% TWEEN™ 20
(TBSM'BT). Después de unir a los pozos durante 2 horas, el fago no unido se
remue\)p por lavado extensivo con TBS que contiene 0.05% TWEEN™ 20
(TBSMBT). La unién del fago se eluye al incubar los pozos con 100 mm de Hcl
durante 30 minutos. El fago se[\]amplifica utilizando células top 10 y fago auxiliar
M13/k0? y crecen durante la noche a 37°C en 2IT, carbanacilin 500 ug/ml. Los
titulos dél fago eluados a partir c\le un objetivo cubierto se comparan bien con los
titulos del fago recubiertos de pozos cubiertos no objetivos para evaluar el
enriquecihiento. Después de 4, rondas de seleccidn se desarrollan, clones
aleatoriosl‘.lque se seleccionan parL analisis en secuencia.

Producciéﬁl FAB y determinacion de afinidad- Para expresar La proteina FAB para
medicién de afinidad, se introduce|un codon de parada entre la cadena pesad el
G3 en el véctor de muestra de Fagdo. Los clones se transforman en células 34B8
E.coliy crélcen en medio AP5 a 30 C (Presta, L. et al., Cancer Res. 57:4593-4599
(1997)). Las células se cosechan por centrifugacion, se suspenden en 10 mm tris y
1 mm ETDA ph 8 y se abren utilizando un micro fluidizador. El FAb se purifica con

cromatografia de afinidad de proteina G.

Se desarrollal?‘n determinaciones de afinidad mediante resonancia de superficie de
plasmén utilizando un BlAcore™- 3000 (Biacore, Piscataway, NJ). Se inmovilizan

variantes Fib504 FAB humanizadas en 10 mm de acetato ph 4.5 (que varian de

B\§



163

250 a 1500 unidades de respuesta (RU)) en un chip sensor CM5 y dos veces
d}ilusiones de alfadbeta?7| de integrina humana (1.5 a 770 nm) en TBSM que
c(pntiene 2% de N-octilglucésido se inyecta. Cada muestra se analiza con
aélociacién de 5 minutos y 5 a 60 minutos disociacion. Después de cada inyeccién,
el l".chip se regenera utilizando tres inyecciones de un minuto de 8 m de urea. La
resl'puesta de unién se corn‘Fe al sustraer el Ru de una célula de flujo blanco. Un

modelo Languir de ajuste simultaneo de Konn Y Ko S€ utiliza para analisis cinético.
Resultados y Discusién

Huma.‘}lnizacién de Fib504 de rata- la estructura aceptadora humana utilizada para
la hurﬁanizacién se basa en la estructura utilizada para él HERCEPTIN® que
consisfg del dominio BL (HUKI) kapa | humana consenso y una variante del
dominid\ VH consenso (HUM IiI) del sub grupo lll humano. Este dominio variante
VH tiene 3 cambios desde ell consenso humano: R71A, N73T y L78A. Los
dominiosl'.l Vl'y VH de la rata Fib 504 fueron alineados con el Kappa | humano y los
dominios“-‘ldel subgrupo lll; cada re\ ion hipervariable (HVR) se identific e injerté en
la estructi‘gra aceptadora humana iara generar un injerto HVR (injerto 504) que se

podria deéplegar como un Fab sobre un fago (figuras 1Ay 1B).

Con base en el andlisis del anticuerpo disponible y las estructuras de cristal del
complejo dé antigeno MacCallum e& al. (MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262: 732-
745 (1996))“1 propuso definiciones ‘Se HVR basadas en residuos de dominio
variable que "‘contacta frecuentemente antigenos. Asi las posiciones 49G y 94M de
la cadena peéada se incluyeron en el finjerto HVR del Fib504 (figura 1B). Ademas,
el segundo inj'erté HVR, el Fib504K graft, también se gener6 el cual incluia la
posicion 94K dle la cadena ligera, por que esta posicién también estaba dentro de
la definicion de:“.lcontacto del HVR-L2 y puede servir como un contacto de antigeno
(figura 1A). Cuéllndo los injertos Fib504 L Fib504K se desplegaron sobre el fago y

se ensayaron para unirse a un alfa4beta'>' inmovilizado, no se observo union.

Las librerias fuerén generadas utilizando tanto los injertos Fib504 como el Fib504-
k HVR en el Cl.lli‘a‘ cada una de las regiones HVR fueron simultaneamente
aleatorizadas. Caaa libreria de injerto H&/R fue paneada contra el alfadbeta7
inmovilizado durante 4 rondas de seleccion. No se observo enriquecimiento y los

clones recogieron el andlisis de la secue\ncia desplegada para el analisis de
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secuencia de ADN desplegado solamente cambios de secuencia aleatoria con

blanco a Iés regiones 6 HVR.

Dos secué‘_ncias de estructura VH adicionales, la “RL" y “RF” se investigaron como
aceptadoré.s y contenian cambios en las posiciones 71 y 78. La posicién 71 se
cambio a uha Arginina como en el consenso del subgrupo Ill humano, y la posicién
78 se canﬁ':,bié a la leucina como, en el consenso del subgrupo Il humano
(estructura "aceptadora ‘RL") o una Fenilalanina como en el consenso del
subgrupo Il Humano y la estructura Fip504 VH de rata (estructura aceptadora “RF”)
(figura 10A). ':‘Cuando cualquiera de los injertos Fib504 o Fib504K en la estructura
aceptadora “lRL” (FibS04-RL y Fib504K-RL) o “RF” (Fib504-RF y FiK-RF) se

despleg6 sobﬁe el fago y se ensayo para unién a alfadbeta7 inmovilizado. La unién

del fago espe“lcifico fue solamente observada para el injerto Fib504 utilizando la
estructura “RFK*’:’ (figura 10B). La uniénmodesta del fago que despliega el injerto
Fib504-RF con}xl relacion a otros injertos a los que le falta Y49K (cadena ligera) y
L78F (cadena f?esada) indica la import&ncia de estas oposiciones en seleccionar

una estructura util.

Las librerias fuéron generadas como lanteriormente utilizando una estrategia
aleatorizacion suéve simultaneamente en|cada uno de los 6 HVRs para los injertos
Fib504-RL y Fib5l'04-RF y surtidos sobre alfa4beta?7 inmovilizado para 4 rondas de
seleccion como $e describi6 anteriormente. El enriquecimiento fue solamente
observado para la ‘;llibreria basada en el injerto Fib504-RF. Los clones de la ronda 4
de la libreria Fib504-RF se seleccionaron para analisis de secuencia y revelaron
los cambios de a“minoécido objetivo al HVRL-L1. La mayoria de los clones
contenia el cambiol‘.‘Y32L; ademas la posicion 31 fue frecuentemente cambiada a
D, S, P o N (figura 1 C). Ademas del injerto de partida, el Fib504K-RF, 3 clones se
expresaron y se pu}ificaron como proteina|Fab y adicionalmente se analizaron
mediante Biacore cokno se describié anteriormente. Los clones hu504-5, hu504-16
y hu504-32 (variantég de la SEQ ID NO:1 que contiene las sustituciones T31D
plus Y32L (variante hi;504.5), Y32L (variante hu504.5) o T31D plus Y32L (variante
hu504.32); ver figura “11C), mostré excelente union al alfadbeta7 con relacion al
injerto Fib504-RF y cu\mpli() o excedid la afinidad del Fib504Fab quimérico para la
union al alfa4beta?. Ld§ resultados del analisis|Biacore se muestran en la tabla 3,
de adelante, e indicaﬁ que la variacién seleccionada en los HVR y/o en las

regiones de estructura, descritas aqui, gener\aron anticuerpos antagonistas al

\A
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alfadbeta7 que tiene afinidad mejorada con relacion al anticuerpo de partida. Los
resultados en la tabla 3 inﬁdican que la variante humanizada 504.32 mostré los
maYores incrementos en la afinidad con relacion al anticuerpo de rata de partida

para.unirse tres veces mas estrechamente al alfadbeta?.

Tabla 3
Fab Afinidad al afa4beta7
(Analisis Biacore“")\ (nM)
Fib504 \ 11
Variante 504.5 \ 9
Variante 504.16 \ 23
Variante 504.32 \ 3

Los resulfados en la tabla 3 tar&wbién indican que el redisefio del HVR-L1 fue
importante"‘l para la restauracion Xie la unién de antigeno de alta afinidad. En
particular, iua mutacién Y32L fue mé& frecuente los varios clones. Otros cambios en
la posiciénl‘-:31 y otras numeraciones sustituciones a través del HVR-H1 parecen
ser bien toleradas y pueden proporcionar mejora adicional. De estos resultados es
claro que e)é:jsten mdultiples cambios de secuencia que pueden mejorar la afinidad
del Fib504 ihjertado sobre la estructura humana para generar afinidades que

cumplan o excedan aquella del anticuerpo de rata inicial.

Asi, partiendo“‘;ldel injerto del HVR 6 rat Fib504 el andamio aceptador humano, la
expansion del HVR-NZ para incluir la pc&sicién 49 (lisina), la expansion del HVR-H2
para incluir la "=posicic’>n 49 (glicina), y'xla expansion del HVR-94 para incluir la
posicion 94 (M“etionina) asi como también los cambios de aminoacido en la
posicion 32 del VHR-L1 (donde L o | remplaza a Y), opcionalmente, en la posicion
31 del VHR-L1 (donde T es remplazadopor D o S, por ejemplo) los cambios de
aminoacido de estructura dtiles fueron hechos en las posiciones 71 (A71R) y 78
L78F) en el domiﬁio VH. Tales cambios de aminoacido conducen a un anticuerpo
humano completo:x‘ la variante hu504.32, por ejemplo, con una afinidad de union
mejorada 3 veces";para la integrina alfa4t§eta7. Adicionalmente, los anticuerpos
humanizados selecé‘:ionados descritos aqui se han determinado por tener al menos
una actividad biold‘gica comparable como| el anticuerpo Fib504 de rata (ver

Ejemplo 3 aqui).
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Eiemplo 2: variantes Fib504 HVR humanizadas adicionales

Lé secuencia de aminoacido HVR de la variante humanizada Fib504.32 fue
adxjcionalmente modificada para generar variantes adicionales capaces de
antlagonizar la actividad de la subunidad de interina beta7 y/o las interinas que

cor‘i‘tienen la subunidad beta?.

Genl""erar una amplia libreria &e exploracion de aminoacido-

una i‘libreria puede explorar las posiciones HVR seleccionadas para otros residuos
de aﬁninoécido capaces de generar las variantes de unién beta7 de la variante
hu504.32 que fue generada u\ilizando 3 oligonucledtidos: 504-L1, designada para
aleatol‘lrizar de manera suave |una porcion del HVR-L1 con un desvié hacia la
secueﬁcia hu504.32 HVR-L1 |(es decir la secuencia ASESVDDLLH (SEQ ID
NO:47,{‘:‘ para las posiciones relativas A2-A11) se aleatorizaron de manera suave
como s"‘le describié anteriormente); y el HVR-L3 504-N96 y el HVR-H3 504-M94
que intrédujeron el NNS en las posiciones HVR-L3 posicién 96 en la cadena ligera
y la posl".lici()n 94 HVR-H3 en la cadena pesada, permitiendo asi todos los 20
aminoéci'dos en estas posicioneg Con estos tres oligonucleétidos, la libreria de
exploracién de aminoacido amph\a se genero como se describié anteriormente
utilizando:un molde que contiene tres codones de parada en la cadena ligera
(posicioneé 31y 32 en el HVR-L1 y posicién 96 en el HVR-N3) y un éodén de
parada en ‘l‘a cadena pesada (posicion 94 en el HVR-H3).

Exploracié;;y de aminoacido amplio del hu504-32- para explorar mas
completamehte las secuencias preferidas permitidas en el HVR-L1 y para mejorar
la estabilidad del 504-32, se disefio\una libreria de fago que a) aleatorizaba de
manera suavé el HVR-L1 del 504-32\en la regién donde se observaron cambios
(es decir a AéESVDDLLH (SEQ ID NO:47, para las posiciones relativas A2-A11)
durante la humanizacic’)n (figura 1C),

posibles en el N96 en NVR-L3 y M94 e\1

contra la integrina humana de longitud \gompleta inmovilizada alfadbeta7? como se

b) se le permitié a todos los aminoacidos
HVR-H3. Luego de 4 rondas de seleccion

describié anteriiprmente, 96 clones aleatorios se seleccionaron para analisis de
secuencia. La ffecuencia en la cual los aminoéacidos fueron encontrados en cada
posicién en la e)"‘gploracién del aminoacido amplia sugiere que la secuencia HVR-
L1 presente en elll hu504-32 y la metionina en la posicién 94 en la cadena pesada
son 6ptimas para"l union de alta afinidad (figura 12). Los aminoéacidos preferidos

44
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* obtenidos mediante IaT selecciones que parten de la variante 504.32 (figura 12)
. son mostrados en amarillo. En contraste, aunque la asparagina esta presente en
“la posicion 96 en la cadena ligera del hu504-32, la alta frecuencia de la leucina
‘{observada en esta posjcion en la exploracién del aminoacido amplio sugiere la
“.‘mutaci()n NO6L podria mejorar adicionalmente la afinidad de las variantes Fib504
humanizadas para el alfadbeta7 y también eliminar cualquier problema de
aesamidacién potencial en esta posicion. La informacion en la figura 12 también
sugiere que un numero de aminoacidos de reemplazo son probablemente
ti:;lerados en la mayoria de las posiciones sin una perdida sustancial en afinidad.
Por ejemplo, al eliminar A oxidacion del M94 en HVR-H3, la glutamina o arginina

podrian ser probablementg sustituidas.

Generar las librerias de exploracion de aminoécido limitadas-seis librerias para
una exploracion de aminoéLido limitada utilizo seis diferentes moldes Kunkel, cada
undé conteniendo un codén| de parada localizado dentro de los seis HVR. Cada
Iibréria se genero utilizando| un oligonucleétido simple que codifica un HVR simple
y que utiliza los codones listados en la figura 11A (columna ‘coddn”) para alterar
los fesiduos de aminoacido para subsecuentes ensayos para unién al beta7 o al
alfa{beta?. Los mismos procedimientos son utilizados para alterar los residuos de
aminoacido de los anticuerpos anti-beta7 y ensayarlos para unidn a las integrinas
aIfaE'beta7.

Exploracion de aminoécitio limitada del hu504-32-la exploracion del
aminoécido limitado del hu504-16 se disefio para hacer el hu504-16 aun mas
como llkla secuencia de consenso de cadena ligera y pesada humana y en el
procesb de identificar los elementos de secuencia minimos del Fib504 de rata que
son reéueridos para la union. |Seis librerias fueron generadas y puestas como
blanco l‘.len cada HVR en las posiciones que difieren entre el hu504-16 y las
cadenas ligera Kappa | de consenso humano o pesada del subgrupo Il (figura 1A
y1B);

O el amiboécido de rata o humano se permitié en estas posiciones en la libreria
(Figura 1\:1A). Con el fin de acomodar la codificacion para ambos aminoacidos
durante llia sintesis de oligonucledtido y la mutagénesis, los aminoacidos
adicionalé‘s fueron también intro\fucidos en algunos casos (ver aminoacidos

codificados, Figura 11A). Las librerias de exploracién del aminoacido limitado

\\
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fueron seleccionadas | contra la integrina humana de longitud completa

l‘_inmovilizada alfadbeta7 icomo se describié anteriormente y aproximadamente 32
'c;lones aleatorios se secuenciaron de cada libreria después de la ronda 3. La
frecuencia de cada aminoacido encontrada en cada posicién se muestra en la
Figura 11B y 11C.

Como la exploraci(’)n del aminoacido amplio, la exploraciéon del aminoacido limitado
también suministra informacién acerca de que cambios son tolerados en muchas
pdsiciones en el Fib504 humanizado. A diferencia de la exploracién del
aminodacido amplio, sin embargo, la diversidad permitida en cada posicion
aleatorizada en la exploracién de aminoacido limitada se restringié a una pareja de
anﬁ_inoécidos. Asi la falta de cualquier sustitucidn observada en una posiciéon dada
no ‘.lindica que un residuo| particular pueda no ser cambiado ni haga la alta
freci-luencia de cualquier| aminoacido particular en una posicién dada

necesariamente indica que ésta sea la mejor solucién para la afinidad alta.

|
|

En al'llgunas posiciones (posiciones 27, 29, 30, 53, 54 de la cadena ligera y 50, 54,
58, 60, 61, y 65 de la caderJa pesada) los aminoacidos de consenso humano se
seleccionan muy frecuentemente sugiriendo una reto mutacién al consenso
huméno que no alteraria d|J maticamente la unién al alfadbeta7 humano. De
hecho, en la posicién 54 dj la cadena ligera (en HVR-L2), el aminoacido de
consenso humano se selecciona mas frecuentemente que el aminoacido del
Fib504 de rata indicando que este cambio hecho a 504-32 suministra un

anticuerpo de unién beta7 util.

Ademéls, como resultado del \disefio de libreria, los aminoacidos que no son
suminis‘ftrados de cualquier consenso humano o del Fib504 de rata son
seleccionados mas frecuentemente en algunas posiciones y suministran
sustitucilpnes potenciales para| mejorar la afinidad de las variantes Fib504
humaniigdas. Estas incluyen, sin limitacién, D30A e 155V en la cadena ligera y
Y50F en la cadena pesada. Los resultados de estas 2 librerias indican que
muchas posiciones HVR toleran Ltras sustituciones de aminoacido y aun retienen

la actividéd biolégica comparable.

Los resur'nenes de los cambios de aminoacido observados se muestran en las

Figuras 13 y 15. La Figura 15 resume los varios aminoacidos utiles en cada una
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de las posiciones en los CDR de las variantes de anticuerpo de la invencion en las
posiciones numeradas de acuerdo a la numeracién Kabat o un sistema de
numeracion relati&o. Cada uno de los anticuerpos adicionales comprendido por las

variantes descritas en las Figuras 13 y 15 es una modalidad de la invencion.

Ejemplo 3: Ensayos de Adhesion de Célula

La capacidad de algunas de las variantes Fib504 humanizadas de la invencion a
unirse a ligandos expresados a una superficie celular se ensayé mediante ensayos
de adhesion de celular. La union al aifadbeta7 y a otra interina beta7, alfaEbeta7
se ensayo por la capacidad de las variantes humanizadas a romper la unién de la
integrina a su receptdr natural. La union de las variantes Fib504 humanizadas a la
subunidad beta7 solo|expresadas sobre una superficie celular fueron similarmente

' ensayadas. Los procedimientos y los resultados se describen adelante.

Produccion IgG — Las variantes Fib504 1gG humanizadas fueron expresadas
transitoriamente en 293 células (Graham et al. (1977) supra) utilizando un vector
"‘.‘separado para las cad(Lnas ligera y pesada. Los vectores fueron construidos al
"subclonar los dominios variables ligero o pesado en vectores de expresion
adecuados para cada uLa de las cadenas ligera y pesada. El sobrenadante del
'éultivo de célula CHO 1.\1 L de una variante Fib504 humanizada se filtr6 a través
d}'e un filtro de 0.45 um y'ie aplicé a una nueva columna HP de proteina A HiTrap
dé 1 mL (Amersham/Far

7.5, 150 mM de NaCl). La

la "noche, a 4 grados C. nga columna fue entonces lavada y equilibrada con 30

Lacia) equilibrada en un amortiguador A (10 mM tris pH

muestras fueron aplicadas a 0.8 mL/min, durante toda
mL de amortiguador A. La elusién del anticuerpo se logré mediante cromatografia
gradiente lineal de 14 min a 1 mL/min de 0 a 100% de amortiguador B (100 mM de

Glicina, pH 3.0). Las frac
neutralizadas mediante la a

a témperatura ambiente Tbre un FPLC (Amersham/Farmacia) utilizando un

ciones de 1 mL resultantes fueron inmediatamente
Jicién de 75 uL 1 M tris, pH 8. La proteina eluida se
deteé..té'mediante absorcion a 280 nm, y las fracciones pico se agruparon y fueron
desalinizadas en PBS sobre ¢olumnas desechables de tamafio sefadex PD10 G-
25 (Amersham/Farmacia). La proteina se detect6 mediante OD280 y las
fraccid‘nes pico se agruparon. El anticuerpo en PBS fue 0.22 um filtrado y

almacenado a 4 grados C. El analisis de aminoacidos se utilizé para cuantificar las

s
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concentraciones de estos anticuerpos purificados, y los valores se asignaron del

promedio de las dos determinaciones separadas.

Marcacién BCECF:

En cada uno de los ens yos presentados en este Ejemplo 3, las células se

marcaron de acuerdo al siguiente procedimiento. Todas las células utilizadas en
los ensayos de adhesion ise marcaron con 2', 7-bis-(2-carboxiletil)-5-(and-6)-
carf‘poxifluorescina, éster delacetoximetilo (HCECF) a 10 uM en medio RPMI1640
que“l contiene FBS al 10% para las células RPMI8866 y las células 38C13
trasfectadas con la subunidad beta7 (células beta7? 38C13) y en la mezcla F-
12:DMEM (50:50) que contienen FBS al 10% para las 293 células trasfectadas
aIfaEkbeta? (293 células alfaEbeta7). Las células fueron marcadas durante 30
minutos y lavadas dos veces| con medio de ensayo. La densidad de la célula se
ajustd a 3 x 10° células por ml para RPMI8866 y células 38C13beta7 y 2.2 x 10°
células por ml para 293 células alfaEbeta7. |

Las vériantes Fib504 humanizadas rompen la unién alfadbeta7 al MAdCAM

Adhesion _de la célula RﬁlMISBGGIMAdCAM-Hq: Las células RPMI8866
expresan alfad4beta7 sobre su superficie (Roswell Park Memorial Institute, Buffalo,

NY). Las variantes Fib504 humanizadas (variantes hu504) fueron puestas en
contact@ con una mezcla de celulas RMPI18866 y MAJCAM fusionadas a IgG
recubierta sobre un soporte séli?o. Las concentraciones de las variantes Fib504
humanizédas que resultan en la inhibicion del 50% (ICso) de la unién de las células
RPMI8866 al MAJCAM-1 se midieron al recubrir placas de 96 pozos Nunc
MaxisorplT.lM con 2ug/ml en PBS, 100 pl/pozo de MAdCAM-1-Ig (Genentech, Inc.,
donde el ig se refiere a la fusion del MAJCAM-1 a una region Fc) durante toda la
noche a 4l‘?C. Después de bloquea\' las placas con 200 ul/pozo de 5 mg/ml de BSA
durante un:a hora a temperatura ambiente, 50 ul de variantes Fib504 humanizadas
en el me@io de ensayo (medio| RPMI 1640, Hyclone®, Logan Utah, USA,
suplementada con 5 mg/mL de BSA) se agregé a cada pozo y 150,000 células
marcadas épn BCECF (BCECF, Molecular Probes, Eugene, OR) en 5 ul de medio
de ensayo se agregaron a cada poio y se inocularon durante 15 minutos a 37°C.
Los pozos sé lavaron dos veces con 150 ul de medio de ensayo para remover las
células no unidas. Las células unidaL se solubilizaron con 100 pl de 0.1% de SDS
en 50 mM dé Tris/HCI pH 7.5. La car\tidad de fluorescencia liberada de las células

1\
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Iisadas se midi6 mediante un SPECTRAmax GEMINI™ (Molecular Devices,
Sunnyva!e, CA) a longitudes de onda de 485 nm de excitacion 530 nm de emision.
Los valores de fluorescencia se analizaron como una funcién de las
concentraciones de las variantes Fib504 humanizadas agregadas en cada ensayo,
uiilizando un ajuste de minimos cuadrados no lineales de cuatro parametros, para
obtener los valores ICs, de cada variante Fib504 humanizada en el ensayo. Los
vé}lores ICs0 € ICgp se estimaron del ajuste de los cuatro parametros. La Fig. 14 es
una grafica de ejemplo de los resultados. Los valores I1Cy € |Cs para cada una de
las variantes ensayadas se muestra adelante en la Tabla 4.

. Tabla 4
Un\()n de anticuerpo al MAACAM-1

. Anticuerpo Ensayad ICs0 (NM) ICgp (NM)

i; Variantes Fib504 y hu£04 | Exp 1/Exp 2 Exp 1/Exp 2*
1 Fib 504 de Rata \ 0.098/0.197 0.483/0.703
hu504.5 Variante \ 0.067/0.248 0.361/0.880
}‘ hu504.16 Variante \ | 0.0768/0.206 0.244/0.551

' hu504.32 Variante \ 0.036/0.119 0.150/0.396
6B11(control no bloqueahte) >100 <100

* Exp 1/Exp 2 se refiere a los resultados de los ensayos repetidos.

Ruptura de la Variante Fib5L4 humanizada de la union alfa4dbeta7 al VCAM

l\ Adhesion _de la |célula RPMI8866/7dVCAM-1: El ensayo del

RPMI8866/7dVCAM-1 es u. formato similar al del RPMI8866/MAJCAM-1-ig
excepto que el 7dVCAM-1 (ADP5, R&D Systems, Minneapolis, MN) se utiliz6 a 2
ug/ml, para cubrir palcas. Los resultados fueron analizados como se describid
anteriormente para los experimentos de unién de MAdCAM. Los valores ICs0 para

cada una de las variantes ensayadas se muestran adelante en la Tabla 5.

Tabla 5

l Unién de| anticuerpo al VCAM humano

. Anticuerpo Ensayado ICs0 (NM) ICg0 (NM)
Variantes Fib504 y hu5q4 Exp 1/Exp 2 Exp 1/Exp 2*
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Fib 504 i{ie Rata 0.107/0.193 0.396/0.580
hu504.5 \\(ariante 0.088/0.270 0.396/0.726
hu504.16 ‘l\/ariante 0.098/0.223 0.261/0.774
: hu504.32 \l\/ariante 0.059/0.110 0.183/0.337
-| 6B11 (control no bloqueante) >100 >100

*Exp 1/Exp 2 se refiere\? los resultados de ensayo repetidos.

Disrupcién de la variante Fib 504 humanizada de la unién de alfaEbeta7 a la E-

.cadherina humana

Adhesién de las células\alfaEbeta7 293/huE-Caderina: las células 293 (Gram. et
é;l. (1977)supra) fueron’ltransfectadas con alfaE y beta7 (Genentech, Inc). El

ilar al del ensayo RPMI8866/MAdCAM-1-Ig excepto que
Iél huE-cadherina (648-EC, R&D Systems, Minneapolis,MN) se utilizo a 2ug/ml

formato de ensayo es si

péra recubrir las placas. Las placas fueron entonces bloqueadas con 5 mg/ml de
BSA como se menciono anteriormente y 50 pl de las variantes FIB 504 en medio
de'ﬁ ensayo (F-12:DMEM (50:50) suplementado con 5 mg/ml de BSA) fueron
agﬁegadas a cada pozo y 110,000 células marcadas de BCECF en 50 ul de medio
de l‘lensayos se agregaron a cada pozo y se encubaron durante 15 minutos a 37
°C."; Los pozos fueron lavados 2 veces con 150 ul de medio de ensayo y la
canf_idad de fluorescencia liberada mediante las células lisadas se midié y analizo
comb se describid anterigrmente. Los resultados de ensayo de los tres

experimentos son mostrados ien la tabla 6.

Tabla 6
Uni()nl\de anticuerpo a la E-cadherina humana
Anticul‘erpo ensayado: IC*® (nM) IC*® (nM)
Variantes fib 504 y hu 504
Fib 504 de rata 2.047/7.89/4.19 8.8024.5/9.95

variante hu 504.5

2.132/10.18/4.77

7.99/28.7/10.19

Variante hu 504.16 1.957/10.05/4.58 | 7.03/33.7//13.51
Variante“l hu 504.32 1.814/6.99/3.47 8.8/24.5/11.73
>100/>100/>100 >100/>100/>100

Hp2/1 (aﬁti—alfa4,control)
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© Disrupcién de la variante Fib 504 humanizada de la unién de beta7 a MAdCAM

“;Ensavo de adhesién de\a célula 38C13beta7/muMAdCAM-1-Ig:
El ensayo 38C13bet§7/muMAdCAM-1-lg fue el formato similar a el
RPMI8866/MAJCAM-1-|

utifizo a 2ug/mi para recgubrir placas. Las células de linfoma de murino 38C13
ai__fa4+ (Crowe, D.T. et al.,|J. Biol. Chem. 269:14411-14418 (1994))se transfectaron
con ADN que codifica la beta7 integrina de tal forma que el alfa4beta7 se expreso

excepto que el muMAdCAM-1-lg (Genentech, Inc). Se

sobre la superficie celular. La capacidad de las variantes de anticuerpos a irrumpir
la i‘.nteracci()n entre la membrana de la célula asociada al alfadbeta7 y el MAACAM
se ﬁesarrollo como anteriormente. Los resultados de los ensayos se muestran en
la té]bla 7. Los resultados del ensayo se muestran en la tabla 7. (Los valores 1C50

y ICQO para los 2 experimenéos se muestran).

. Tabla 7
Actividad de los anticuerpos de la variante hu504 en células que expresan 38C13-
beta7:que se unen a MAJCA \de murino

Anticu.‘_erpo ensayado: ICs0 (NM) ICg0 (NM)
Variantes fib 504 y hu 504

Fib 504 de rata \ 0.68/0.36 2.869/1.51
variante hu 504.5 \ 0.8587/0.466 2.322/2.61
Variante hu 504.16 \ 0.998/0.610 3.717/4.08
Variante hu 504.32 \ 0.718/0.458 4.08/1.51

La Disrud.cic’)n de la variante Fib &104 humanizada de la unién beta7 al VCAM de

murino

Ensayo de adhesion célula 38C13beta7/muVCAM-1-ig:
El ensayo del 38C13beta7/muVCAM 1-1g se desarrollo de acuerdo a ensayos de

unién de celula MAdCAM-1-Ig/RPMI8866 de murino anterior, excepto que el
muVCAM-1-lg (Genentech, Inc) se utilizo a 2ug/ml para recubrir placas. Los
resultados de los ensayos son mos\rados en la tabla 8. Los valores ICsy € ICg

para los dos experimentos son mostrados.
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. Tabla 8
Actividad de los anticuerpos de la variante hu504 en células que expresan 38C13-
-beta7 que se unen a myrino VCAM-1-ig

Anticuerpo ensayado: ICs0 (NM) ICgo (NM)
Variantes fib 504 y hu 5(&4

Fib 504 de rata | 0.845/0.447 2.903/2.30
variante hu 504.5 \ 0.763/0.407 3.074/2.30
Yariante hu 504.16 \ 0.835/0.584 2.857/1.84
\(ariante hu 504.32 \ 0.562/0.330 2.004/1.84

Lbs resultados de los estudios de unién de la variante Fib 504 humanizada
démostraron que el anticuerpo humanizado de la invencidn se une a la subunidad
iniegrina 7 blanco asi como también al alfadbeta7 y a la integrina alfaEbeta7 con
aplﬂroximadamente la afinidad del anticuerpo de rata de partida y, en algunas
mddalidades, con afinidad| mayor. Asi, un anticuerpo anti-beta7 humanizado de
ac@erdo con la invencion| tiene usos en las terapias de integrina anti-beta7,

particularmente las terapias humanas.

Actfvidad relativa de las variantes hu504.32 de la invencion

Difefentes variantes de arlinoécido del anticuerpo hu504.32 se probaron en
ensayos de adhesion de céIILIa humana y de ratén para su capacidad de inhibir la
uniéh del receptor que contiere beta7 a su ligando de acuerdo con los métodos de
ensayo de adhesion celular descritos aqui. El ensayo del RPMI8866/MAdCAM-1-
Fc sé desarrollo como se deslcribié aqui anteriormente. El ensayo del alfaEbeta7-
293/hu E-cadherina se mod\ifico mediante el uso del E-caderina-Fc como el
Iigandllo (caderina-E  humana-Fc, 684-EC,R&D Sistems, Minneapolis, MN).la
capacidad relativa de las variantes hu504.32 para inhibirlas la interaccion de la
fibronectina humana (huFN4 ) con el receptor alfadbeta? humano sobre las
célulaéﬂ PRMI8866 también se|examino. El ensayo de fibronectina RPMI8866/hu
(huFN40) utilizada para estos estudios fue similar en el formato al ensayo
RPMI8866/MAdCAM-1-Ig descrito aqui excepto que el fragmento alfa
quimiot‘lropico de fibronectina humana de 40 kDa (F1903, Chemicon Internacional,

Temecula, CA) se utilizo en 2 pg/ml para recubrir placas.

ok
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La capacidad de las variantes hu504.32 para inhibir la interaccion de los
réceptores que contienen beta7 de murino con el MAdCAM-1 de murino o el
VlCAM de murino se examino. EIl MAACAM-1-Fc de murino y el VCAM-1-Fc de
murino se inhibieron de interactuar con las células alfad+ de linfoma de murino
e)épresan el beta7 de murino (células 38C13beta7) mediante las variantes
hd1504.32. El MAdCAM-1-Igc de murino y los ensayos de adicion de célula VCAM-
1-F'.c se desarrollaron de n\1anera similar a aquellos descritos aqui anteriormente
pafa el MAACAM y VCAMhumano. Donde los ligandos fueron fusionados a las
regiones Fc, los receptores Fc sobre las células fueron bloqueados con anticuerpo
anti*CD16/32 0.5 ug (anticuerpo receptor anti-Fcgama I/, catalogo numero
553542, BD Biosciences, Sa\l José, CA) por 1 millén de células durante 5 minutos
a tefnperatura ambiente. Las células marcadas 150,000 en 50 i de medio de
ensayo se agregaron a cada pozo y se incubaron durante 13 minutos a 37 °C. Los
pozos fueron lavados y la call\tldad de florescencia liberada de las células lisadas
fue medida como se deSCFIbIL aqui anteriormente. El anticuerpo de control para
los er{sayos de adhesion de célula humana fueron el anticuerpo monoclonal del
ratén l‘:la la cero alblimina Lumana, 6B11 (Catalogo No. ab10244, Novas
Biologicals, Littleton, CO, USA). El anticuerpo de control para los ensayos de
adicién:: de célula de murino fue| el anticuerpo beta7 integrina anti-ratén de rata. El
M293 (BD Biosciences, San José, CA), que no compite con el ligando o con el

Fib504 para unirse a la integrinalbeta?.

Los resultados de los ensayos triplicados para los ensayos de adhesion de célula

humana y de murino se suministan en las tablas 9 y 10 respectivamente.

Tabla 9
Actividad de la variante hu504.32. Anticuerpos en los ensayos de adhesion de

célula humana.

Variante | de | IC50
anticuerpo Avet

RPMI8866/ RPMI8866/ | aER7-293/ RPMI8866/
huMAdCAM- | Hu7dVCAM- | huEcadherin- | huFN40

[
[ 1- 1 Fc
: Fc
hu504.32 - 0.088+0.035 \().101t1.664 3.970+1.664 | 0.100£0.046

hu504.32M94‘Q 0.090+0.045 ﬁ\).111.t0.035 4.130£1.212 | 0.124+0.056
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hu504\:'.32M94R 0.075i0.P34 0.089£0.009 | 3.963+1.776 | 0.119+0.056

hu504,32(6B11) >100 \ >100 >100 >100
‘ TABLA 10
Actividad De Anticuerpos Variante Hu504.32 En Ensayos De Adhesion De Célula
| de Murina
Varianté de Anticuerpo IC50
| \ | Avez SD
38C13peta7/muMAdCAM- | 38C13beta7/mu7dVCAM-
. 1-Fc 1-Fc
Hl%l504.32 (\).2701‘0.041 0.228+0.065
Hu504.32M94Q G\).370¢0.102 0.264+0.083
Hu50{.32.M94R Ol\39110.0112 0.228+0.081
Contrpl (M293) ‘ \ >100 >100

El anticuerﬁo hub504.32 tiene una m\etionina en la posicién 94 de la cadena pesada
CDR3. La§ variantes M94Q (o Lu504.32Q) y M94R (o hu504.32R) tienen
glutamina o arginina, respectivam&ente, en la posicion 94 de la variante de
anticuerpo hu504.32. Los anticuerpos hu504.32M, Q, y R reducen sustancialmente
la interacciéh receptor-ligando de integrina beta7 en cada uno de los ensayos y

son, asi, potentes inhibidores de la adhesion celular mediada por beta7.

Actividad del ?nticuerpo hu504.32R In Vivo.

La variante del anticuerpo hu504.32Rfue ensayada in vivo por su capacidad para
reducir la interaccion receptor-ligando de integrina beta7 y reducir el reclutamiento
del linfocito él colon inflamado en {un modelo de enfermedad de intestino
inflamatorio de murina in vivo. Los ratones BALB/c y CB17 SCID se obtuvieron de
Charles River Laboratories International, Inc (Wilmington, MA, USA). Los ratones
coliticos SCID ﬁeconstituidos con céluIaL T alta CD4*CD45Rb fueron preparados al
aislar las células T alta CD4"CD45Rb de ratones BALB/c donadores y transferir
3*10° células en 100 pl PBS intravenosamente. Los ratones SCID de control no
recibieron las é;élulas T alta CD4'CD45Rb. Los ratones cd4® reconstituidos
cumplieron los criterios de enrolamiento\ del grupo de tratamiento de pérdida de
peso del 10% deiz la linea base 0 15% delipeso pico en la semana 4 y se considero
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que habian inducido| la enfermedad inflamatoria del intestino y fueron

seleccionados para tratamiento.

EI dia del tratamiento con los anticuerpos de ensayo, las células del nodo linfatico
mesenterico de los ratones BABL/c (MLN) fueron cosechadas y radio marcadas
c%on cr'. El tratamiento involucro previa administracién del anticuerpo anti-GP120,
el anticuerpo hu504.32 anti-beta7, el anticuerpo hu504.32R anti-beta7, o ningun
élnticuerpo (control) intravenosamente, 200 ug/100 pl de PBS. Treinta minutos
después de la administyacién del anticuerpo, fueron inyectadas células MLN
mllarcadas con Cr’', 4*1OT células/100ul. Una hora post inyeccion de las células
marcadas, los ratones fueron sometidos a la eutanasia y se recolectaron el bazo,
ell‘lcolon, el parche de peyers, pesados, y se determino la radio actividad del Cr*’
por 6rgano. La figura 16 |es una grafica de barras de los resultados de estos
enllsayos que muestran la| capacidad relativa de los anticuerpos a bloquear el
retorno de las células T radio marcadas al colon de ratones que experimenta
enfermedad inflamatoria Jiel intestino. El retorno de las células T al colon
inflamado se inhibié mediante los anticuerpos hu504.32 y 504.32R anti-beta7 con
relal‘lci()n al control negativo,|el anticuerpo anti-GP120. La distribucion del bazo fue
similar para todos los anti uerpos. Asi, los anticuerpos hu504.32 y hu504.32R
inhifpen efectivamente el retarno de las células al colon inflamado in vivo.

La glicacién del anticuerpo \no afecta la capacidad de la variante hu504.32R al
bloqhear la unién del MAdCAM-1 al receptor alfadbeta?.

La g_licacién, de proteinas |no enzimaticas, puede afectar las interacciones
anticmllerpo-ligando (ver, por ejemplo, Kennedy, D.M. et al.,, Clin Exp Immunol.
98(2):‘1245-51 (1994)). La glicacion del lisina en la posicion 49 del 504.32R. La
glicacion de la lisina en la|posicién de la cadena ligera 49 de la variante
hu504;“.32R (HVR-L2 posicion relativa B1) se observo pero no tuvo efecto
significativo sobre la capacidad de la variante del anticuerpo para bloquear la
unién del MAJCAM-1 a las| células RPMI8866/MAJCAM-1 que expresan al
receptér alfadbeta7. La determinacion de la glicacién y los niveles de glicacién se
desarrollo utilizando espectroscopia de masa de ionizaciéon de electro rociador
esténdér (ESI-MS) y mediante cromatografia de afinidad de boronato. Los
método$ HPLC de afinidad de boronato Utiles para ensayar la glicacion se
encuentran en, por ejemplo, Quan C.P. et al., Analytical Chemistry 71(20):4445-

b
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4454 (1999) y Li Y.C. etjal.,J. Chromatography A, 909:137-145 (2001). El ensayo
de adhesion de célula se desarrollo de acuerdo al ensayo de adhesién de célula
RPMI8866/MAdCAM-1~Fét descrito aqui.

En las modalidades alternativas de la invencion, la glicacién en la posicion 49 se
reﬁuce o se elimina donde la posicion 49 comprende un aminoacido diferente de
Iisi‘lna. El polipéptido o el aLticuerpo de la invencién comprende un aminoéacido en
la posicién 49 (HVR-L2 policién relativa B1) cualquiera de los aminoacidos A, C,
D, E F,.GH LLMP QRS TV W, oY, donde cada letra se refiere a un
aminoacido de acuerdo a la\designacion del aminoacido de letra simple estandar.
Alteﬁnativamente, el aminoacido en la posicion 49 de la cadena ligera de la
varié‘nte 504.32R (u otra variante 504) se selecciona del grupo que consiste de R,
N, V,l'-.IA, F, Q, H, P, I o L. Un|aminoécido dtil en la posicién 49 se selecciona, por
ejemﬁlo, al desplegar (preparar una libreria de fago de) el hu504.32R Fab sobre el
fago (variante) y sustituir separadamente, en el colon para la posicion 49, un
codén"x para cada uno de los 20 aminoacidos de ocurrencia natural. El fago que
expresl'a las variantes hu504.32R alterados en la posicién 49 son ensayados para
unién a la integrina beta7 y/o un receptor que comprende la integrina beta 7, tal
como Ids receptores alfadbeta? ly alfaEbeta7. Aquellas variantes que se unen a la
integriné beta7 o a los receptores alfadbeta7? o alfaEbeta7 son ademas
seleccionados por la capacidad & inhibir la unién receptor-ligando de la integrina
beta7 y Ié eficacia in vivo como se describe aqui. Los aminoacidos de ocurrencia
natural y"._no natural alternativos se pueden sustituir en la posicion 49 mediante
técnicas éje mutagénesis estandar y se ensaya en la adhesién celular en los
ensayos in vivo descritos aqui. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 49
de la cadé,.na ligera es un aminoacido diferente de lisina (K), los aminoacidos en
cualquier djtro HVR o posicién de estructura o posiciones en la cadena ligera y/o
cadena peéada se altera para seleccionar para una variante del polipéptido de
unién anti-beta? o el anticuerpo q\Je exhibe la afinidad de unién, la actividad
biologica in\*.l Vitro e in vivo, las fa|S acocinéticas, el espacio de la droga y la
inmunogeniclildad atil para la reduccE)n de la inflamacion al reducir la actividad
biolégica de l‘l‘a integrina beta7. La m\Jtagenisis y la seleccién de tal polipéptido o
variante de é‘lnticuerpo se desarrollacomo se describié aqui y de acuerdo con
otras técnicasl‘.l estandar. Tal variante |de! polipéptido o anticuerpo de unién anti-
beta7 exhibe ai‘,finidad de union de integrina beta7 en 10000 veces, en 1000 veces,

alternativamente en 100 veces, alternativamente en 10 veces, alternativamente en
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5 veces, alternativamente en 2 veces la afinidad de union exhibida por cualquiera

d.‘e las variantes Fib504 humanizadas descritas aqui.

Lé especificacion escrita anterior se considera como suficiente para posibilitarle a
un experto en la técnica |practicar la invencion. La presente invencidn no esta
limitada en alcance a la ¢onstruccion depositada, en razén a que la modalidad
depositada esta destinada a una ilustracion simple de ciertos aspectos de la
invencion y cualquiera construcciones que son funcionalmente equivalentes dentro
del-alcance de esta invencion. El deposito de los materiales aqui no constituye una
admisiéon de que la descripcién escrita aqui contenida sea inadecuada para
posilbilitar la practica de cualquier aspecto de la invencion, incluyendo el mejor
modo de esta, ni debe ser considerada como limitante del alcance de las
reiviﬁ)dicaciones a las ilustraciones especificas que esta representa. De hecho, las
modificaciones varias de la iLvencién ademas de aquellas mostradas y descritas
aqui 'seran evidentes para aquellos expertos en la técnica de la descripcion

anterior y caeran dentro del alcance de las reivindicaciones finales.

\/@“’D
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REIVINDICACIONES

. “.Un polipéptido o anticuerpo de unién anti-beta7 que comprende:
(a) Al menos una secuengcia HVR seleccionada del grupo que consiste de:
(l\il) HVR-L1 que comprende las secuencias A1-A11, en donde A1-A11 es
. RASESVDTYLH (SEQ ID NO:1)
(if) HVR-L2 que comprende la secuencia B1-B8, en donde B1-B8 es
. KYASQSIS (SEQ D NO:2)
(iiij,_ HVR-L3 que compande la secuencia C1-C10, en donde C1-C10 es
. QQGNSLLPNT (SEQ ID NO:3)
(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, en donde D1-D10 es
. GFFITNNYWG (SEQ o NO:4)
(v) HVR-H2 que comprelxide la secuencia E1-E17, en donde E1-E17 es
GYISYSGSTSYNPSLKS (SEQ ID NO:5)
(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, en donde F1-F11 es
"‘.ﬁMTGSSGYFDF (SEQ 1D NO:6)

. El polipl‘léptido o anticuerpo de I& reivindicacion 1 que comprende al menos una
variante:;‘ HVR, en donde la variante HVR comprende la modificacion de al
menos un residuo de al menos\zun residuo de cualquiera de las secuencias
descritas en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 50 6.

. El polipéb‘ltido o anticuerpo de la reivindicacion 2 en donde A8 en una variante
HVR-L1esS,DoTyA9esL.

. El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde HVR-L1 comprende
la SEQ ID NO:1 07u8o09, HVR-L.2 comprende la SEQ ID NO:2 o 67 o 68,
HVR-L3 corhprende la SEQ ID NO:3, HVR-H1 comprende la SEQ ID NO:4,
HVR-H2 corﬁprende la SEQ ID NO:5, y HVF-H3 comprende la SEQ ID NO:6 o
66 para las b’psiciones relativas F2-F11 o comprende la SEQ ID NO:63 o0 64 o
65 para las pésiciones relativas F1-F1\1.

. El polipéptido o el anticuerpo de la reivindicacién 2, en donde el polipéptido o el
anticuerpo coﬁnprende 1, 2, 3, 4, o 6 regiones hipervariables (HVR)
seleccionadas del grupo que consiste de HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1,
HVR-H2, y HVR:H3, en donde:



(i)

(i)

(iv)

(v)
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El HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacido A1-A11, en donde A1-

1

. se selecciona del grup

A11 es RASESVDTYLH (SEQ ID NO: 1); RASESVDSLLH (SEQ ID
NO:7),RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), o RASESVDDLLH (SEQ ID
NO:9) o una variante de la SEQ ID NO:1, 7, 8 0 9 en donde el
aminoacido A2 se |selecciona del grupo que consiste de A, G, S, Ty
V,ylo el aminoacido A3 se selecciona del grupo que consiste de S, G, |,
K,N,P,Q, R, yT, ylo a A4 se selecciona del grupo que consiste de E,
V,Q A D G H, LKL N,yR, y/o el aminoacido A5 se selecciona del
grupo que consistejde S, Y, A, D, G, H, I, K, N, P, R, T, y V, y/o el
aminoacido A6 se selecciona del grupo que consiste de V, R, |, A, G, K,
L, M, y Q, y/o el aminoacido A7 se selecciona del grupo que consiste de
D,V,SAEGHILKLNP S yT, ylo el aminoacido A8 se
selecciona del grupo que consiste de D, G, N, E, T, P, y S, y/o el
aminoacido A9 se selecciona del grupo que consiste de L, Y, I, y M, y/o
el aminoacido A10 se selecciona del grupo que consiste de L, A, |, M, y
V, ylo el aminoacido XAH se selecciona del grupo que consiste de H, Y,
FysS:

() EIHVR-L2 que comprendL la secuencia de aminoacido B1-B8, en donde B1-

B8 es KYASQSIS (SEQ ID NO:2), RYASQSIS (SEQ ID NO:67, o

. XYASQSIS (SEQ ID NO:68, donde X representa cualquier aminoacido)

0 una variante de las SEQ ID NO:2, 67 o 68 en donde el aminoéacido B1
:. se selecciona del grupo que consistede K, R, N, V, A, F,Q,H, P, I, L, Y,
. ¥ X (en donde X representa cualquier aminoacido) y/o el aminoacido B4

. se seleccionaba del gr&po que consiste de S y D, y/o el aminoacido B5

que consiste de Qy S, y/o el aminoécido B6 se

selecciona del grupo que consiste de S, D, L, y R, y/o el aminoacido B7
'se selecciona del grupo|que consiste de |, V, E, y K;

HVR-L3 que comprende la secuencia de aminoacido C1-C9, en donde C1-

C9 es QQGNSLPNT (SEQ ID NO:3) o una variante de la SEQ ID NO: 3
én donde el aminoacido|C8 se selecciona del grupo que consiste de N,
V,W,Y,R, S, T,A F, H[lILLM, yY;

El' HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacido D1-D10, en
donde D1-D10 es GFFITNILIYWG (SEQ ID NO:4)

El HVR-H2 que comprente la secuencia de aminoacido E1-E17, en
donde E1-E17 es GYISYS

de !'lla SEQ ID NO:5 en donde el aminoacido E2 se selecciona del grupo

STSYNPSLKS (SEQ ID NO:5), o una variante
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que consistede Y, F, V,y D, y/o el aminoacido E6 se selecciona del grupo
que consiste de S y|G y/o el aminoacido E10 se selecciona del grupo que
consiste de S y Y, y/o el aminoacido E12 se selecciona del grupo que
consiste de N, T, A, ly D, y/o el aminoacido E13 se selecciona del grupo
que consiste de P, H, D, y A, y/o el aminoacido E15 se selecciona del
- grupo que consiste de L y V, y/o el aminoacido E17 se selecciona del
grupo que consiste deYS yG;y |
(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacido F2-F11, en donde
F2- F11 es MTGSSGYFDF (SEQ ID NO:6) o RTGSSGYFDF (SEQ ID
":}NO:66)‘; o comprende Ig secuencia de aminoacido F1-F11, en donde F1-
".lF11 es AMTGSSGYFD\F (SEQ ID NO: 63), ARTGSSGYFDF (SEQ ID
NO:64), o} AQTGSSGYF&F (SEQ ID NO:65), o una variante de la SEQ ID
NO:6, 63, 64, 65, 0 66 en donde el aminoacido F2es R, M, A E, G, Q, S,

yZo el aminoacido F11 se selecciona del grupo que consiste de Fy Y.

. El polib,léptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo es

humanizado.

. El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde al menos una
porcion de la secuencia de estXuctura es una secuencia de estructura de
consenso:humana.

. El polipépﬂ'do o anticuerpo de la rejvindicacion 2, en donde dicha modificacion

es la sustitucion, insercion o supres\én.

L1comprende 1-10 (1, 2, 3, 4, 5, 6,
combinacion "_de las siguientes posiciones A2 (A, G, S, To V), A3 (S, G, |, K, N,
P,Q,R,0T),A4(E,V,Q A D, G, HI KLN,oR),A5(S, Y, A D, G H,IK,
N,P,R, T, o0 V) A6 (V,R, I,A G K L MoQ),A7 (D,V,S,AEGHIK L
N,P,S,0T),A8(D, G, N,E, T,P,08S),A9 (L, Y, 1, o M), A10 (L, A, I, M, 0 V) y
A11(H,F, S, o).

. El polipéptid'_lo o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde la variante HVR-
\7, 8, 9, o 10) sustituciones en cualquier

10.El polipéptido aﬁticuerpo de la reivindicacion 2, en donde una variante HVR-L2

comprende 1-4 (1 2, 3, o 4) substituciones en cualquiera combinacion de las

q/\\
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siguientes posicionesiB1 (K, R,N,V,A,F,Q H,P,ILL, Y, T,H,S E, C, D, G,
oM),B5(Qo0S),B6(5,R,olL),yB7 (I, T,E, K, 0V).

ﬁ.EI polipéptido anticuerro de la reivindicaciéon 2, en donde la variante HVR-L3
. comprende al menos una sustitucién en fa posicion C8 WY, R, S, A, F, H, I, L,

M,N, T, o V).

12‘;. El polipéptido anticuerpo de la reivindicaciéon 2, en donde la variante HVR-H2
.comprende 1-7(1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7)substituciones en cualquier combinacién de
l'llas siguientes posiciones: E2 (Y, F, V,0D), E6 (S0 G), E10(SoY), E12 (N, T,
A,0oD),E13(P,H,D,0A),E15(Lo V), E17 (So G).

13.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde la variante HVR-H3
comprende en las sus*ituciones 1 o0 2 en cualquier combinacién de las
siguientes posiciones: F2/(R, M, A, E, G, Q, R, o S),yF11 (FoY).

14.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion. 2, comprende un HVR-L1 que
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 7.

15.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacién 2, comprende un HVR-L1 que
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 8.

16.El l;polipéptido o0 anticuerpo de la reivindicacién 2, comprende un HVR-L1 que
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 9.

17.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacién 2, comprende ademas al menos
una:} modificacién en la posicion de estructura, en donde al menos una
modificacion esta en la posicion de la cadena pesada 71 0 73 o0 78.

18.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacién 17, en donde el aminoacido en
la pégsicién 71 es R 0 A, y lel aminodacido en la posicion 73 es No T, y el
aminpacido en la posicién 78les Fo Ao L.

19.El polipéptido o anticuerpo de|la reivindicacién 17, que comprende la secuencia
de la estructura de consensol de cadena pesada del subgrupo III humano de

cadena pesada que comprende una sustitucién en la posicién 71, 73 y/o 78.
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20,EI anticuerpb de la reivindicacidén 19, en donde la sustitucion es R71A, N73T,
'L78A o L78F.

21.EI polipéptido o anticuerpo de la reivindicaciéon 2, que comprende un HVR-L3
que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 3.

22.El|l polipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde A8 en una variante
HVR-L1es S.

23.El polipéptido o anticuerpo \de 1a reivindicacién 2, en donde A8 en una variante
HVR-L1 es D.

24 El pblipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde A9 en una variante
HVR-L1es L.

25.El pd]ipéptido o anticuerpo de la reivindicacion 2, en donde una secuencia de
estruétura entre la secuencia\HVR-H2 posiciones E1-E1 y las posiciones del
HVR-H3 posiciones F1-F11 es HFR3-1-HFR3-31 y en donde HFR-6 es A o R,
HFR-8esNoT,yHFR3-13esLoAoF.

26.Un anticuerpo anti-beta7 huma&izado o fragmento de unién beta7 de este, en
donde lé afinidad monovalente del anticuerpo al fragmento de unidn al beta7
humano“;es sustancialmente el mismo o mayor que la afinidad monovalente de
un antici,lerpo que comprende las secuencias variables de cadena ligera y
cadena p".esada como se describio en la Fig. 1A (SEQ ID NO:10) y/o la Fig. 1B
(SEQ ID NO:11), o la Fig 9A (SEQ ID NO:12) y/o la Fig.9B (SEQ ID NO:13).

27 El anticué’;rpo de fragmento de unién de ia reivindicacion 26, en donde la
afinidad es:‘-l al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos
50 veces, él menos 100 veces, al menos 500 veces, al menos 1000 veces, al
menos 5000 veces, 0 al menos 10,000 veces mayor que un anticuerpo que
comprende l'l‘as secuencias de la cad\ina ligera y la cadena pesada descritas en
la Fig. 1A (S'llEQ ID NO:10) y la Fig. 1B (SEQ ID NO: 11), o la Fig 9A (SEQ ID

NO: 12) y la Fig.9B (SEQ ID NO: 13).

W\
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28.El anticuerpo o fragmento de unién de la reivindicacion 27, en donde la afinidad
monovalente del anticuerpo al beta7 humano es al menos 3 veces mayor que
la afinidad monovllente de un anticuerpo que comprende las secuencias de la
cadena ligera y la |cadena pesada descritas en la Fig 1A (SEQ ID NO:10) y la

Fig. 1B (SEQ ID NO:11), o la Fig 9A (SEQ ID NO:12) y la Fig.9B (SEQ ID
NO:13).

. 29.El anticuerpo o fragmento de unidn de la reivindicacion 26 a 27, en donde el
l anticuerpo compreAde las secuencias de la cadena ligera y la cadena pesada
descritas en la Fig 1A (SEQ ID NO:10) y la Fig. 1B (SEQ ID NO:11), o la Fig 9A
(SEQ ID NO:12) y la Fig.9B (SEQ ID NO:13) se produce mediante la linea
celular de hibridoma depositada bajo el numero de acceso de la ATCC del

. American Type Culture Collection Accesién con la designacién HB-293.
:30.EI anticuerpo o el fragmento de union de la reivindicacion 26, en donde la

afinidad de unién se expresa como un valor Kd.

$1.EI anticuerpo o el fragmento de unién de la reivindicacién 26, en donde la

afinidad de unién se mide mediante el Biacore™ o radioinmunoensayo.

32.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacién 1, que comprende la secuencia
- de la estructura de consenso de cadena ligera subgrupo 1 k humano.

33.El polipéptido o anticuerpo de la reivindicacién 1, que comprende la secuencia

. de la estructura de copsenso de la cadena pesada subgrupo Il humano de
- cadena pesada.

polipéptido o el anticuerpo comprende 1, 2, 3, 4, 5 o 6 regiones hipervariables

‘(HVR) seleccionadas del grupo que consiste de HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3,
HVR-H1, HVR-H2, y HVt-HB, en donde:

() . EI'HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacido A1-A11, en donde A1-

: A11 es RASESV%PTYLH (SEQ ID NO: 1); RASESVDSLLH (SEQ ID

NO:7),RASESVDTLLH (SEQ ID NO:8), o RASESVDDLLH (SEQ ID

! NO:9) o una variante de la SEQ ID NO:1, 7, 8 0 9 en donde el

aminoacido A2 se|selecciona del grupo que consiste de A, G, S, Ty

34.El anticuerpo o el fragrlgnto de unién de una reivindicacion 26, en donde el

A
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V.,ylo el aminoécido A3 se selecciona del grupo que consiste de S, G, |,
K/ N, P, Q, R, y\T, y/o a A4 se selecciona del grupo que consiste de E,
V,Q,A D, G HI KL N,yR, y/o el aminoacido A5 se selecciona del
grupo que consiste de S, Y, A, D, G, H, I, KN, P, R, T,y V, y/o el
aminoacido A6 se selecciona del grupo que consiste de V, R, I, A, G, K,
L, M, yQ, vyloel a\minoécido A7 se selecciona del grupo que consiste de
D.V,S A E G HILKLNP, S yT, ylo el aminoacido A8 se
selecciona del grupo que consiste de D, G, N, E, T, P, y S, y/o el
aminoacido A9 se selecciona del grupo que consiste de L, Y, |, y M, y/o
el aminoacido A10 'se selecciona del grupo que consiste de L, A, I, M, y
V, y/o el aminoacido A11 se selecciona del grupo que consiste de H, Y,
FysS,;

(i) \ZEI HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacido B1-B8, en donde B1-B8

(i)

(iv)

es KYASQSIS (SEQ ID NO:2), RYASQSIS (SEQ ID NO:#67, o
XYASQSIS (SEQ ID NO:68, donde X representa cualquier aminoacido)
o una variante de las SEQ ID NO:2, 67 o 68 en donde el aminoacido B1

se selecciona del grupp que consiste de K, R, N, V, A, F, Q, H, P, I, L, Y,

. 'y X (en donde X representa cualquier aminodcido) y/o el aminoacido B4

se selecciona del grupo que consiste de S y D, y/o el aminoacido B5 se
selecciona del grupo qLe consiste de Q y S, y/o el aminoacido B6 se
“.lselecciona del grupo que consiste de S, D, L, y R, y/o el aminoacido B7
l‘_‘se selecciona del grupo que consiste de I, V, E, y K;

El "-,HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacido C1-C9, en donde C1-
¢9 es QQGNSLPNT (SEQ ID NO:3) o una variante de la SEQ ID NO: 3
ei‘.n donde el aminoacido €8 se selecciona del grupo que consiste de N,
VIW,Y,R, S, T,A F,H,IL M yY;

El HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacido D1-D10, en donde

D1-D10 es GFFITNNYWG (SEQ ID NO:4)

El HVR-HZ comprende la secuencia de aminoacido E1-E17, en donde E1-

E17 ll[es GYISYSGSTSYNPSLKS (SEQ ID NO:5), o una variante de la

SEQ ID NO:5 en donde el a\minoécido E2 se selecciona del grupo que

consié_te deY,F,V,yD,ylo el\?minoécido E6 se selecciona del grupo que

consisfe de S y G y/o el amihoacido E10 se éelecciona del grupo que
consisfe de SyY, yloel amiLoécido E12 se selecciona del grupo que
consisté de N, T,A yD,ylo e\ aminoacido E13 se selecciona del grupo
que coﬁsiste de P, H, D, y A, y/o el aminoacido E15 se selecciona del
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grupo que consiste de L y' V, ylo el aminoacido E17 se selecciona del
. grupo que consiste de Sy G; y

(‘?i) HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacido F2-F11, en donde
' F2- F11 es MTGSSGYFDF (SEQ ID NO:6) o RTGSSGYFDF (SEQ ID
NO:66); o comprejde la secuencia de aminoacido F1-F11, en donde F1-

F11 es AMTGSSGYFDF (SEQ ID NO: 63), ARTGSSGYFDF (SEQ ID
NO:64), o AQTGSSGYFDF (SEQ ID NO:65), o una variante de la SEQ ID

NO:6, 63, 64, 65, o 66 en donde el aminoacido F2es R, M, A, E, G, Q, S,

y/o el aminoacido F11 se selecciona del grupo que consiste de F y Y.

35.EIK anticuerpo del fragmento de unién de la reivindicacién 34, en donde la
sticién de estructura de cadena pesada 71 comprende un aminoacido R o A
y/(? la posicion de la estructura de la cadena pesada 73 comprende T o N, y/o
la ‘posicién de la estructura de la cadena pesada 78 comprende Fo Ao L, la

secuencia comprende en la posicidn 71 de la estructura de cadena pesada.
36.Un‘-‘ meétodo para inhibir la interacciéon de la subunidad de integrina beta7
hurr'qana con un asegunda subunidad y/o un ligando al poner en contacto el
anticuerpo de la reivindicacion 2 con la integrina beta?.
37.El método de la reivindicacion 36, en donde la segunda subunidad de integrina
es Ia subunidad integrina alfa4 y donde el ligando es MAdCAM, VCAM o

fribronectina.

38.El mé'ltodo de la reivindicacion 37, en donde la subunidad integrina alfa7 es de

humano.
39. El método de la reivindicacién 38, en donde el ligando es de humano.

40.El método de la reivindicacion 36, en donde la segunda subunidad integrina es

la subuhidad integrina alfak, y en donde el ligando es E-cadereina.

41.El método de la reivindicacion 40, en donde la subunidad integrina alfaE es de

humano.

42 .El métodb de la reivindicacion 41, en donde el ligando es de humano.
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ivindicacion 36, en donde la inhibicién reduce o alivia los

43. El método de la
" sintomas de un trastorno seleccionado del grupo que consiste de inflamacion,
asma, enfermedad)inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, diabetes, inflamacion que resulta de transplante de o6rgano,

trastorno de injerto versus huésped, inflamaciéon asociada con trastornos de

aloinjerto.
4l4.EI meétodo para modular la adhesién celular mediada por beta7 integrina y/o el
reclutamiento en un m%mifero que eXperimenta un trastorno al administrarle al
mamifero una cantidad efectiva de una composicidon que comprende el

‘polipéptido o anticuerpo'de la reivindicacion 2 y un vehiculo farmacéutico.

45.|$I método de la reivindicacion 44, en donde el trastorno se selecciona del
g'rupo que consiste de| inflamacién, asma, enfermedad inflamatoria del
irﬁestino, enfermedad de|Crohn, colitis ulcerativa, diabetes, inflamacién que
reéulta de transplante d;a organo, trastorno de injerto versus huésped,

inflamacién asociada con trastornos de aloinjerto.
46. El método de la reivindicacion 44, en donde el mamifero es un humano.

47 El rriétodo de la reivindicac&c’)n 44, que comprende ademas administrar un

seguhdo agente biofarmacéutico o agente quimioterapéutico.

48.El méf‘pdo de la reivindicacion 44, en donde la modulacion inhibe la interaccion
de la béta? integrina con la alfa4 integrina, alfaE integrina, MAdCam, VCAM, E-
caderin?, y/o fibronectina.

49.En una composicion que comprende un polipéptido, anticuerpo o fragmento de
unién anti-beta7 de estos de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones

1,2, 5, 26 0 34, y un vehiculo farmacéutico.

50.Un articuld.l de manufactura que comprende una composicion que comprende
un polipépfjdo de union, anticuerpg o fragmento de unién anti-beta7 de estos
de acuerdo":la una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5, 26 o 34, y un

vehiculo farmacéutico y un marcador que indica que la composicidon es para
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uso en un método para tratar un desorden, en donde el trastorno se selecciona
del grupo que consiste de inflamaciéon, asma, enfermedad inflamatoria del
intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, diabetes, inflamacion que
resulta de transplante de organo, trastorno de injerto versus huésped,

inflamacion asociada con trastornos de aloinjerto.
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ANTAGONISTAS ANTI-BETA7 HUMANIZADOS Y USOS PARA ESTOS

‘RESUMEN

La invencién suministra lanticuerpos anti-beta7 terapéuticos, composiciones que

las comprenden, y métodos para utilizar estos anticuerpos.
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A TODO AQUEL QUE PUEDA LLEGARLE LA PRESENTE:

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos

Marzo 26 de 2007

ESTE ES PARA CERTIFICAR QUE EL ANEXO ES UNA COPIA VERDADERA
DE LOS ARCHIVOS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO ARCHIVADO
EL 27 DE ABRIL DE 2005.

Por autoridad del
Subsecretario de Comercio para la Propiedad intelectual
y Director de la Oficina de Marcas y Patente de Estados Unidos

N. WILLIAMS
Funcionario que Certifica
Hay un sello que dice:

Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos
Departamento de Comercio




HOJA DE PORTADA DEL FORMULARIO DE o s
Expadiente de abogado No. PR2027
REGISTRO
SOLAMENTE PATENTES

Comisionado Asistente para patentes: Por favor archive los documentos onginales anexos o coplas de los mismos

1. Nombre de la(s) parte(s) cedente(s): 2. Nombre y direccion de la(s) parte(s)
Sherman Fong receptora(s)
Mark S. Dennis Nombre: GENENTECH, INC.

iSe anexafn) (s} adicional(es) de parte(s) cedente(s)? _ Si - X No Direccién intema:

3. Naturaleza del traspaso: Direccion: 1 DNA Way
X Cesidn Fusion Ciudad: South San Francisco  Estado:
Acuerdo de Seguridad California
Cambio de Nombre ZIP: 94080-4930
Otro:

¢ Se anexan Nombre{s) y diraccion(es) adicionakes)? _Si X No
Fecha de Ejecucién: Abril 22, 2005; Abril 26, 2005

4. Numero(s) de solicitud o nimero(s) de patente:
Si este documento se presenta unto con Yna nueva solicitud, la techa de erecucion de la solicitud es:
A.  Salicitud de patente No{s). B.  Patante Nofs).
60/607.377
J,Se anexa numeros adicionales? __ Si X No
5. Nombre v direccion de la parte alquien se le debe | 6.. Numero total de solicitudes y patentes
enviar la correspondencia: involucradas: 1

7. Tarifa total (37 C.F.R 3.41): $40.00
Deirdre L. Conley, Ph.d

GENENTECH, INC. __Adiunta
1DNA Way X Autorizado para cargarla a cuenta de depésito

South San Francisco, CA 94080
8. Numero de cuenta de Deposito:

07-0630
“ NO USE ESTE ESPACIO
8. Declaracién v fima,
"\ hasta donde se v creo, la intormacion antefior es verdadera y comecta y cualquier copia anexa es una copia verdadera
del documento original.
Deirdre L. Conley, Ph.d {Firma) Abril 27, 2005
:Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Registro No. 36,487

Numero total de paginas que comprenden portada, anexos y documento: 4

PATENTE

700174448 ROLLO: 016173 CUADRO: 0349

L



CESION

CONSIDERANDO QUE, Sherman Fong, un ciudadano de los E.U.A., residente en 19 Basinside Way,
Alameda, CA 94502, y Mark S. Dennis, un ciudadano de los E.UA., residente en 120 Plymouth, San
Carlos, CA 94070 (en adelante referidos como “CEDENTE"), han inventado una invencion nueva y atil

FIB504 HUMANIZADA Y USOS PARA LA MISMA

para la cual se presentd la solicitud provisional con Serie No. 60/607,377 (Expediente No. PR2159) por
ellos el 3 de Septiembre de 2004; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacién organizada y existente bajo y por
virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San Francisco,
California 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y para las
patentes que se obtendran de fa misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le concierna:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de: la cual se reconoce por fa presente, dicho
CEDENTE ha y por la presente vende, cede, transfiere y traspasa a dicha GENENTECH, INC. sus
sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo Y exclusivo incluyendo todos los derechos
bajo fa Convenci6n de Paris para la Proteccién de la Propiedad Industrial, en ¥ para dicha invencion, y en
y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y emitan para la misma o cualquier continuacion,
division, renovacion, o sustitucion de la misma, y en cuanto a patentes cualquier reemision o
reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los Estados Unidos de América, sus territorios y
posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y se ha ¥ por la presente se autoriza y solicita que
las agencias gubemamentales respectivas emitan dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con
esta cesion.

Dicho CEDENTE garantiza y acuerda cooperar con GENENTECH. INC., para posibilitar a dicha
GENETECH, INC., a disfrutar hasta su maxima extension e} derecho, titulo e Interés aqui cedido en
Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTE incluye la pronta
produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones, juramentos,
especificaciones, declaraciones u otros documentos, y otra ayuda todas hasta el punto considerado
necesario o deseable por dichas GENETECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho, titulo e interés aqui
cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas soficitudes: {c) para presentar y procesar solicitudes de
reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia u otros procesos de
prioridad que involucran dicha invencion; y () para procedimientos legales que involucran dicha invencion
y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la misma, incluyendo sin limitacion
procedimientos de oposicién, procedimientos de cancelacion, disputas de prioridad, procesos de uso
publico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicién que los gastos incurridos por dicho
CEDENTE al proporcionar dicha cooperacion deban ser pagados por GENETECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben lastimar a beneficio de dicha GENETECH, INC.
Sus sucesores, cesionarnios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos CEDENTE,
sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

Dicho CEDENTE por la presente garantiza y manifiesta que no ha entrado y no entrara en
ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

PATENTE
ROLLO: 016173 CUADRO 0350




EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco (Firma)
Sherman Fong

4/26/05
Fecha

South San Francisco

Mark S. Dennis

Fecha

PATENTE
ROLLO: 015520 CUADRO 0541

oy



EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco

Sherman Fong

Fecha
South San Francisco {firma)
Mark S. Dennis
4.22-05
Fecha

PATENTE
CERTIFICADO: 04/27/2005 ROLLO: 016173 CUADRO 0352




