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HUMANIZED ANTI-6T4 ANTIBODIES AND
ANTI-5T4 ANTIBODY / CALICHEAMICIN CONJUGATES

BELATED APPLICATIONS
Priority is claimed to U.S. Provisional Patent Application No. 60/608,404, filed on
Sagtember 10, 2004, and Incorporated by reference In lis entirety herein,

FIELD OF THE INVENTION
The present Invention generally relates to humanized antibodies and entibody/drug
conjugates (le., Immuncconjugates) for the treatment of malignant disorders. More
particularly, the present invention relates o humanized anti-5T4 antibodies, Isolated variable
region nucleic ackis and polypeptides for preparing the antibodles, and ant-ST4/cytotoxin
conjugates, particularly, ani-5T4/calicheamicin con]ugataa )

BACKGHAQUND OF THE INVENTION

Drug conjugates developed for systemic phamnacotherapy are target-specific
therapeutic agents. The concept invoivas coupling a therapeutic egent to a canier molecule
with binding specificity for a defined target cell population. The avallabliity of high affinity
monoacional antibodlies hes fostered the development of Immunotherapies, Le., antlhody-
targeted drugs. Therapeutic agents that have been conjugated to monocional antibodles
include cytotoxine, bivlogical response modifiers, enzymes (e.g., ribonucieases), apoptosis-
inducing proteins and papﬂd_as, and radivlsotopes. Antbody/cytotoxin conjugetes are
frequently termed Immunocytotoxins, whereas antbody/drug conjugates consisting of-
antibodles and low-molecular-weight drugs such as methothrexate and adriamycin are called
chamoantbody/drug conjugates. (mmunomoduiators contain biclogical response modifisrs
that are iknown to have regulatory functions such as lympholdnes, growth factors, and
complement-activating cobm venom factor (CVF). Radioantibody/drug conjugates consist of
radloactive lsotopes, which may be used as therapeutics to kil cells by thelr radiation or
used for imaging. Antibody-mediated drug deilvery to fsmor cells augments tumor-kiiing
efficacy of the drug by minimizing iis uptake in normal tssues. See e.g., Reff et al. (2002)
Cancer Cantrol 8:152-86; Slevers (2000) Cancer Chemcther. Pharmacol. 48 Suppl:S16-22;
Goldenberg (2001) Cnt Rev. Oncol. Hemailol. 38:185-201. MYLOTARG® (gemtuzumab
ozogamicin) I8 & commercially avaliabie antibody/drug conjugate that worke according to this
principle and which Is approved for the treatment of acute myeloid leukemia In elderly
patients. See Slevers et al. (1999) Biood 93: 3876-84. in this case, the targeting molecule
Is an anti-CD33 monocional antibody that Is conjugated to calicheamicin,
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immunctherapy in humans has been limited, In part due to adveree responses to

non-human monccional antibodiss. Early clinical frials using rodent antibodles revealed
human ant-mouse antibody (HAMA) and human anti-rat antihody (HARA) responses, which
lead to rapid clearance of the antbody. Less iImmunogenic antibodies have since been
developed, including chimeric antibodies, humanized antbodies, PRIMATIZED® antibodies,
and human antbodies prepared using franegenic mice or phage display fbraries. See
Morrison et al. (1084) Proc, Natl, Acad. Scl, USA 81:6851-5; Queen et al. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sol. USA 88:10029-33; Newmari el al. (1982) Bictechnology (NY) 10:1455-60; Green
ot al. (1094) Nat Genet 7:13-21; Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-97. Avoidance of
aHMMmpomepethhIghdoaamdrepaaleddmeadnhbtdbnmacﬂwea'
therapeutic response.

Chimeric antibodies are preparad tsing recombinant cioning techniques to include
variable regions, which coriain the antigen-binding efee, from a non-human species
antibody (Le., & species inmunizad with the antigen) and constant reglione from a human
immunogiobulin. Humanized antibodies are a type of chimeric antibody, wherein only those
residuea of the varigble reglons that are responsible for antigen binding are derived from a
non-human species, while the remalning variable region residues as well as the constant
regions are human. Humanized anthodies are even less immunogenic than traditional
chimeric antibodies and show Improved stabliity following administration o humans. See
Benincosa et al. (2000) J. Pharmacol. Exp. Ther. 202:810-8; Kalofonos et al, (1994) Eur. J.
Cancer 30A:1842-50; Subramanian et al. (1998) Psdlatr. infect. Dia. J. 17:110-8.

Candidate antibodles for drug targeting include antibodles that recognize oncofetal
antigens, Le., antigens present on fetal cells and neoplastic cefls, and which are largely
absent from normal aduit cells. Se¢e e.g., Magdelenat (1892) J. Immunol. Methods 150: 133-
43. The 6T4 oncofetal antigen Is a 72 kDa highly glycosylated transmembrane glycoprotein
comprising & 42 kDa non-glycosylated core (Hole ef al. (1988) Br. J. Cancer 57: 239-46,
Hole ot al. (1880) int. J. Cancer 45: 178-84; PCT intemational Publication No. WOS8/07847;
U.S. Patent No. 5,860,063). 5T4 Includes an extraceliular domain characterized by two
leucine-rich repeats (LARs) and an Intervening hydrophllic region, which Is an accesslble
antigen for targeted therapy (Myers ot al. (1994) J. Blol. Chem. 260: 8310-24).

Human 5T4 s expressed in numerous cancer types, Including carcinomas of the
bladder, breast, cervix, endometrium, ing, esophagus, ovary, pancreas, stomach, and
testes, and ks substantially absent from nomal tissues, except for syncytiotrophoblast in
placenta (see, e.g., Southall et al. (1980) Br. J. Cancer 61: 88-85 (immunohistological
distrinsion of 5T4 antigen In normal and malignant tissues); Mieke et al. (1997) Cilin. Cancer
Aes. 3: 1923-1830 (low intaercefiular adhealon molecuie 1 and high 5T4 expression on tumor
calls comelate with reduced disease-free survival in colorectal carcinoma patients);
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PPT;’#%EEI?; (1994) Br J Cancer 69; 809-902 (prognostic significance of 5T4 oncofetal
antigen expression In colorectal carcinoma); Starzyneka et al. (1892) Br. J. Gancer 68: 887-
868 (expression of 5T4 antigen In colorectal and gastric carcinoma); Jonee et al. (1990) Br.
J. Gancer 81: 98-100 (expression of 5T4 antigen In cervical cancer); Connor and Stemn (199)
Int J. Cancer 48: 1028-1034 (loss of MHC class-| expression In cervical carcinomas); All et
al. {2001) Oral Oncology 37: 57-64 (pattem of expression of the 5T4 oncoloetal antigen on
nommal, dyspiastic and malignant oral muccsea); PCT Intemational Publication No.
WOB0/7047; U.S. Patent No. 5869,053). For example, tissues reported to have no
exprassion of 5T4 include the liver, skin, spleen, thymus, ceniral nervous systam (CNS),
advenal gland, and ovary. Tlesuee reported to have focal or low expression of 5T4 include
the Iiver, skdn, apiean, lymph nods, tonel, thyrold, prostate, and seminal vesicles. Weak-
moderate diffuse axpression of 5T4 has been reported in the kidney, lung, pancreas,
pharynx, and gaetro-intestinal tract. The only tissue reportad to have high expression of 5T4
is syncytiotrophoblast; 5T4 was also absent from nomal serum or the serum of pregnant
women (l.e., levels < 10 ng/mi). Overaxpression of 5T4 In tumors has been correlated with
disease progression, and assessment of 5T4 expression has been suggestad as a useful *
approach for identifying patients with short-term prognosis (Mulder et al. (1887) Ciin. Cancer
Ree. 3: 1823-30, Naganuma et al. (2002) Anticancer Res. 22: 1033-8, Starzyneka et al.
(1904) Br. J. Cancer 86: 886-902, Starzynska et al. (1998) Eur. J. Gastoenterol. Hspalal.
10: 479-84, Wrigley et al. (1805) int. J. Gynecol. Cancer 5; 280-274).

Several non-human ant-5T4 antbodies have been described, Including MAbST4,
also called theé H8 antibody, which recognizes a conformational epitope of the 5T4 antigen
(Shaw et al. (2002) Biochem. J. 383;. 13745, PCT Intemational Publication No.
WOB8/55607), a rat monocional antibody (Woods et al, (2002) Blocham, J. 368: 353-65),
and the §T4 mouse monocional antibody (U.S. Pstent No. 5,869,053). Single chaln ant-5T4
antbodles have also been descrbed, as well as fusion proteins that Include antl-5T4
antibody sequances fused to a therapeutic molecule. For exampla, ani-5T4 antibody
sequences fused to the human igG1 constant domain or the extracellular domain of murine
B7.1 induces cylolysls of 5T4-axpressing tumor cell lines (Myers et al. (2002) Cancer Gene
Ther. 9: 884-06, Shaw et al. (2000) Blochim. Biophys. Acta. 1524: 238-46; U.S. Patent
Application Publication No. 2003/0018004). Similarly, a eingle chain anti-5T4 antibody tueed
{o a superantigen may stmulate T cell-dependent cytolysis of non-smal cell lung carcinoma
cells /n vitro (Forsberg et al. (2001) Br. J. Cancer 85; 129-36). A phase | clinical irial using
PNU-214936, a murine Fab fragment of the monoclonal antibody 5T4 fused to a mutated
superantigen staphylococcsl enterocytotoxin A (SEA), showed limited cytoloxicity and some
antl-tumor response (Cheng et al. (2004) J. Clin. Oncal. 22(4):602-606). As an altemate
therapeutic approach, recombinant 5T4 vaccines are suggested for the treatment of cancers

-3-
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PET.&H&EI 15 n{ EOE%M%.%WM 1: 1128-37; UK Patent Application Publication Nos.
2,370,671 and 2,378,704; EP Patant Application Pubiication Nos. EP 1,160,323 and
1,162,060).

Notwithstanding substantial interest in 5T4 as a potential target for iImmunotherapy,
therapies that employ an anil-5T4 antlbody conjugaied to a therapeutic agent have not been
described. The present invention provides humentzed ant-5T4 antbodies and antibody/drug
conjugates, as well as methods for producing the disclosed antibodies and antibody/drug
conjugates and methods for their therapeutic use(s).

SUMMARY OF THE |SVENTION
The presant invention provides chimeric and humanized anti-5T4 antibodies and :

antbody fragments, and methods for preparing and using the same. The ant-5T4
antbodies of the Invention compries at least one fight chaln or at least one heavy chain, or
fragments thereof, wherein the chimeric or humanized ant-674 antbody or antibody
fragment (a) specifically binds to human 5T4 antigen with a binding affinlty of at least about 1
x 107 M to about 1 x 10% M; (b) specifically binds to human 5T4 antigen with a binding
affinity greater than 1 x 10™"* M; (c) specifically binds to human 5T4 antigen with a binding
affinlty greater than 6 x 10! M; () specifically binds 1o human 5T4 artigen with a binding
affinlty greater than a binding affinky of murine H8 ant-5T4 antibody binding to human 5T4
antigen; {e) specifically targets 5T4-expressing cells In vive; {f) competss for binding ©©
human 5T4 antigen with an antibody of any one of (a)-{e); (g) epecifically binds to an epliope
bomdbywoneof(a)—(e):orm)eunprbuanmﬁganbhdlngdunah'olanyomol(a)-
(e). Chimeric and humanized anti-5T4 antibodlea of the Invention comprise constant reglona
that are derived from human constant regions, such as igG1 or IgG4 constant reglons. For
example, the human IgG1 heavy chain constant region can comprise an amino acid
eequence of any one of SEQ ID NOs:25 or 85-80. As another example, the human IgG4
heavy chain constant reglon can comprise proline at position 241.

Representative chimeric ant-5T4 antbodiss of the invention include amtibodies
compriaing (a) a light chain varlable region sequence comprising amino aclds 1-107 of SEQ
ID NO:1, (b) heavy chain variable reglon éequence comprises amino aclds 1-120 of SEQ ID
NO:2, or (c) a light chaln comprising a variable reglon comprising an amino acld sequence of
reskiues 1-107 of SEQ 10 NO:1, and a heavy chain comprises a variable region comprising
an amino acld sequence of residuss 1-120 of SEQ iD'NO2. Additonal representative
chimeric ant-5T4 antibodies Include antibcdies comprising (a) a light chain comprising an
amino acld sequence of SEQ ID NO:1, and a heavy chain comprising an amino acid
sequence of SEQ ID NO:2; or (b) a light chaln comprising an amino ackl sequence of SEQ
ID NO:3, and & heavy chain comprising an amino acld sequence of SEQ ID NO:4.
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Representative humanized ant-5T4 antbodies of the invention include amtibodies

comprising (a) framework regions comprising reskdues of a human antbody framework
reglon; and (b) one or more CDRs of the fight chaln variable reglon of SEQ ID NO:17 or one
or more CORs of the heavy chain variable reglon of SEQ ID NO:18. For example, residues
of a human antibody framework region can comprise (a) a human antibody light chain
fremework region of a DPK24 subgroup IV germ Ene clone, a Vil subgroup, or a Vd
subgroup gemn line clone; (b}a human antibody heavy chaln framework region selected from
the group consisting of DP-75, DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2h and VI-3 (VH1-03), DP-16 and
V1-8 (VH1-08), DP-14 and V1-18 (VH1-18), DP-5 and V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45),
DP-7 (VH1-48), DP-10, DA-8 and YAC-7 (VH1-68), DP-8B (VH1-e), DP-3 and DA-8 (VH1);
(c) a conssnaus sequence of a heavy chain framework region of (b); or (d) a framework
region that is at least 95% Idertical to a framework region of (a)~{c).

Representaiive humantzed ari-5T4 antbodies of the invention can also include two
or more CDRs of EEQ ID NOs:17 or 18, such as two or all tree CDRe of the light chain
variable region of SEQ ID NO:17, or two or all three CDRs of the heavy chain variable region
ol BEQ ID NO:18, or one or more CDRs or the light chain variable region of SEQ ID NO:17
and one of more CDRs of the heavy chain variable region of SEQ. ID NO:18, or all of the
CDRs or SEQ ID NOs:17 and 18,

Representative humanized anti-5T4 antihodies of the Invention can also comprise a
light chain variable region comprising () an amino acid sequence of SEQ ID NO:17 or 25;
(b) an amino acld sequenca that Is at laast 78% identical o SEQ ID NO:17; or (c) an amino
acld sequence that Is at least 81% Iidentical to SEQ ID NO=23. Simlarly, humanized ant-
5T4 antibodles of the invention can comprise a ight chain variable region saquence encoded
by a nucleic acld comprising: (a) a nuclectide saquence of SEQ ID NO22 or B1; (b) a
nucleotide sequence that ia at least 80% Identical to the nuclelc acld of SEQ ID NO22; (c)a
nucieotide sequencs that e at least 81% Identical to the nudleic acid of SEQ ID NO:81; or {d)
a nucielc acid that specifically hybridizes to the complement of SEQ ID NO=22 or SEQ ID
NO:81 under stringent hybridization conditions.

Representative humanized anti-5T4 antibaciies of the invention can also comprise a
heavy chalin variable region comprising (a) an amino ackd sequence set forth as any one of
SEQ ID NOs:18, 18, and 21; (b) an amino acld sequence that Is at least 83% Identical to
SEQ ID NO:18; {c) an amino ackd sequence that Is at least 81% Identical to SEQ 1D NO:19;
or (d) an amino acld sequence that Is at least 88% Identical to SEQ ID NO:21. Simiarly,
humanized antibodies of the invention can comprise a heavy chain variable reglon sequence
encoded by a nucleic acld comprising (a) a nuclectide sequence of SEQ ID NO:20, 82, or
83; (b) a nuclectide sequence thet is at least 91% identical to the nucleic acld of SEQ ID
NO:20 or SEQ ID NO:83; (¢) a nucleotide sequence that Is at least 84% Identical to the
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nuclelc acid of SEQ ID NO:82; or (d) a nuclelc acid that speckically hybridizes to the

complement of any one of SEQ ID NOe20, 82,.and 83 under siringant hybridization

conditions.

Additional representative humanized ant-5T4 antibodies of the Invention Include
antibodles comprising (a) a ight chain varlable region comprising an amino acld sequence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:5, and a heavy chain variable region comprising an emino
acid sequence of residues 1-120 of SEQ ID NOS; (b) a light chaln amino acid sequence of
SEQ ID NO:5, and a heavy chaln amino acld sequance of SEQ ID NO=8; (c) a light chain
variable reglon comprising an amino acid sequence of resldues 1-107 of SEQ ID NO:7, and
a heavy chain variable region comprising an amino acid sequence of residues 1-120 of SEQ
ID NO:8; (d) a light chaln amino aclkl seguence of SEQ ID NO:7, and a heavy chain amino '
acid ssquence of SEQ ID NO=8; ('e)nllmtchahvarhbhmglonoumhlnganmmw
sequence of residues 1-107 of SEQ ID NO:9, and a heavy chain varlable reglon comprising
an amino acld sequence of residues 1-120 of SEQ ID NO:10; (f) a Nght chain amino acld
sequence of SEQ ID NO:8, and a heavy chain amino acid sequence of SEQ ID NO:10; (g) a
light chain variable region comprising an amino acid sequence of residues 1-107 of SEQ ID
NO:11, and a heavy chain variable region comprising an amino acid sequence of reskiuea 1-
120 of SEQ 1D NO:12; {h) a light chaln amino acid sequence of SEQ ID NO:11, and a heavy
duhamlmacldaequmdSEQIDNOﬂz;(I)nld'ndnhvuhbhlégbnwnplﬁman
amino acid saquence of residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain variable region
comprising an amino acid sequence of SEQ ID NO:18; () a light chain amino acld sequence
of SEQ ID NO:11, and a heavy chaln amino acld sequence of SEQ ID NOB4; (k) a Rght
chain variable region comprising an amino acld sequence of residues 1-107 of SEQ ID
NO:11, and a heavy chain variable reglon comprising an amino acld sequence of residues 1-
120 of SEQ ID NO:8; and (1) a light chain amino ackd sequence of SEQ ID NO:11, and a
heavy chain amino acld sequence of 8EQ ID NOB.

Ao provided are antibody/drug conjugates for drug delivery comprising (a) a
chimeric or humanized anti-5T4 antibody or antbody fragment of the invention; and (b) a
drug, which is directly or indirectly bound to the antibody. Representative drugs Include
therapeutic agents, such as cytotuxine, radiolsotopes, immunomodulatory agents, ant-
anglogenic agents, anti-proliferative agents, pro-apoplotic agents, chematherapeutic agents,
and therapeutic nucleic acids. A cytotoxin may be, for example, an antibiotic, an inhibitor of

. tubulin polymerization, an akylating agent, a protein synthesis Inhibitor, a proteln kinase
inhibltor, a phosphatase inhibitor, a topoleomerase inhibitor, or an anzyme. Antiblotic
cytotoxing, such as calicheamicin, calichsamicin, N-acelyl- v -caficheamicin, or derivatives
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The disclosed amti-5T4 antibody/drug conjupates may include a linker for binding the
antibody to the drug. Representative linkers include 4-{4'acetyiphenaxy)butanoic acld
(AcBut), 3-acetyiphenyl ackdic acid (AcPac), and 4-mercapto-4-methyl-pentancic acld
{(Amide). The antibody/drug conjugates may also include polyethylens glycol or other agents
to enhance drug incorporation. '

The presemt invertion further provides a method -for preparing antibody/drug
conjugates having the formuia:

ST4AD(-X-W)y
whereln 5T4Ab Is a chimeric or humanized ant-5T4 antibody or antbody fragment; X Is 2
finker that comprises a product of any reactive group thet may react with an ant-5T4
antbody; W Is a drug; m Is the average loading for a purified conjugation product; and (-X-
W), le a drug derivative. According 0 the method, the drug derivative ls added to the
chimeric or hunanized antl-5T4 antibody or antibody fragment wherein the drug Is 3-10% by

weight of the chimeric or humanized anti-5T4 anilbody or antibody fragment. The drug -

derivative and the chimeric or humanized ant-5T4 antibody or antthody fragment are then
incubsatsd In a non-nucleophillic, protein-compatible, buffered solution having a pH In a range
MMTbsbpmmmm.mMn‘hwmmmm
comprises () a sultable arganic cosolvent, and (i) one or more additives comprising at least
one bie acid or its salt, end wherein the incubstion Is conducted at a temperature ranging
from about 30*C to about 35°C for a period of time ranging from about 15 minutes ¥ about
24 hours. The resulamt conjugaie ls then subjected %o a chromatographic separation
process to separate antibody/drug conjugates with a loading In the range of 3-10% by weight
drug and with low conjugated fraction (LCF) from unconjugated chimeric or humanized ant-
5T4 antbody or entbody fragment, drug derivative, and aggregated conjugates.
Antibody/drug conjugates produced by the method are also provided.

For defivery ol a drug o 5T4-expressing cells, the present invention provides
methods whereby cells are contacted with an antbody/dvug conjugate comprising (f) a
chimeric or humanized ant-5T4 antibody, and (i) a drug which ls bound fo the humanized
ant-5T4 antibody directly or indirectly. According to the disciosed methods, the drug is
imtemelzed within the target cell. Therapeutic methode are also dieclosed herein, which
comprise administering to the subject having a 5T4-positive cancer a therapeutically
effective amount of an ant-5T4 antibody/drug conjugate comprising (I) a chimeric or
hunanized anti-5T4 antbody or antibody fragment, and (i) a therapsutic agent which Is
bound to the humanized anti-5T4 antibody or antibody fragment directly or indirectly. Ant-
5T4 theraples of the invention may be combined with any other known therapy for improved
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PCT/YEPR (3R esutic agent may be administered In combination with an anti-5T4
antibody/dug conjugate simultansously or consecutively in any order.

BRIEF DESCRIFTION OF THE DEAWINGS

Figure 1 shows the results of Westem biot analysis to assess 5T4 expression in
tumorigenic cell lines. Westem blots were generated from lysates of cultured cells as well as
from allografted tumors in nude mice.  CT28/neo, CT268 mouse colon carcinoma cells
expressing the neomycin reslstance gens; CT268/5T4, CT28 cells exprassing 5T4 antigen.

* Figure 2 showa the resulte of Westemn biot analysis of CT26/574 and CT28/neo
samples after exposure of the cell ines fo biotin. Sampile A I8 the fraction of 5T4 that has .
been biotinylated and capable of binding fo avidin, Sample S Is the residual amount of 5T4
present in the supematant after precipitation of the cefl extract with avidin. This represents a
fraction that has not been biotinylated and Is therefore located In the cell plasma. 5T4 Is
detected in both membrane (A) and intracefiutar (S) fractions.

Figures 3A-3B show the results of experiments to quantily iniracellular versus
membrane-assaciated 6T4 antigen. Figure SA shows Westem biots prepared using
CT26/5T4 cell axtracts dikied as indicated. The blotinylatad sample represenis the reskiual
amourt of 5T4 present in the sample following depietion of the biotinylated sample using
avidin, /e., the amount of non-membrane-associated 6T4. The total sarnple represents the
sum of the reskdual amount and the amount depieted by avidin, [s., amount of non-
membrane-associated and membrane associated 5T4 antigen. Figure SB shows the Inear
regression cwrves determined by the dilution of the sampie and the optical density of the HB-
reactive band. The amount of membrane-assoctated 5T4 antigen Is deploted as the
difference between the optical dansity of the total sampie and the optical density of the
biotinylated sample after avidin depletion. As described In Exampie 1, the amount of 5T4 on
the cell membrane (ST4M) was calculated to be 24% of total cellular 5T4 In CT24/5T4 cells.

) Figure 4 showe Western biot results that demonstrate 5T4 antigen on the cell surface
ol CT26/5T4 cells, DLD-1 cells (human coloh carcinoma celis), N87 cells (hunan gastric
carcinoma celis), PC3-MM2 cells (human prostate carcinoma cells), and PC3 celis (human
prostate carcinoma cells).

Figures 5A-5B8 show results of FAGS analysis to detect memnbrane localzation of 5T4
antigen. In MDAMB435/neo cells, the signal of HB coincides with thet of a control IgQ
{Figure SA). In confrast, in MDAMBA435/6T4 celis, the signal resulting from the H8 antibody
Is more than 100-foki greater than that of the control antbody, indicating the presence of
5T4 on the cell membrane (Figure 5B). Black, detection of 5T4 antigen; gray, detection by a
control igG.
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PET!USEI%u{e%%%wgm%utb of FACS analysis 1o detect 5T4 antigen on the membranes of
N&7 (human gastric carcinoma cells), PC14PEG (human hung carcinoma celis), and NCH-
H157 cefla (human lung carcinoma cefis). In each case, the signal resuiting from the H8
antibody Is about 10-okd greater than that of the control antbody, indicating the presence of
5T4 on the cell membrene. Gray, detection of 5T4 antigen; biack, detection by a controf IgG.

Fligure 7 is a iine graph depiciing measuraments of fluorescently labeled HB antibody
detected on the cell surface of CT26/5T4 cells and In the cell culture medium. The mean
fluorescence of membrane-associated antibody decreased -as a function of tme. The
antibody was not released In the medium. These results demonstrate that the HS
antibody/5T4 compiex ls internallzed by CT26/5T4 cells.

Figure 8 is a line graph depicting selective cytolysis of MDAMB435/5T4 calls
exposed 10 an ant-5T4 conjugate comprising H8 antibody conjugated to talicheamicin veing
4-mercapto-4-methyl-pentanoic acld as a nker.

Figures 9A-9B are line graphs that depict aalectlve cytolysis of 5T4-axpressing cells
exposed to an ant-5T4 conjugate (HBPEG2K-AcBut-CalichDMH) comprising PEGylated HB
antibody conjugated to calicheamicin using 4-(4'-acetyiphenoxy)butanolc acid (AcBut) as a*
finker. See Example 2. Figure 9A shows that MDAMBA435/neo celis.lacking 5T4 antigen are
approximately equafly susceptible to cytolysla by HBPEG2K-AcBut-CallchDMH as by free
calicheamicin. FguraDBshowaonlnmodcylolyadeTﬁemmhgabWb
HBPEG2K-AcBut-CalichDMH as compared to free calicheamicin.

Figure 10 Is a line graph that depicts growth inhibiion of MDAMBA435/5T4 tumore
exposed to HB-calicheamicin conjugates prepared using the indicated linkers. PBS,
phosphate buffered safine; H8-AcBut-CalichDMH, H8 antibody conjugated to calicheamicin
using 4-(4-acetyiphenoxy)butanoic acld (hnBul);' H8-AcPac-CalichDMH, H8 amibody
conjugated o calicheamicin using 3-acetyiphenyl acidic ackd; H8-Amide-CalichDMH, H8
antbody conjugated to caficheamicin using dé-mercepto-4-methyl-pertancic acid;
HBPEG(mal2)-AcBut-CalichDMH, PEGylated H8 antibody conjugatsd to caficheamicin using
4-(4'-acetyiphenoxy)butanolc acld (AcBut).

Figures 11A-11B are line grapha that depict growth Inhibition of MDAMB435/5T4
tumors In the presence of control substiances (Figure 11A) or Hé-calicheamicin conjugates
(Figure 11B). CMA, anti-CD33 antbbody conjugated to calicheamicin (hegetive control, /.,
used to assess cytotoxicity due to tumor uptake of a conjugate by cells lacking the targeted
antigen); PBS, phosphate buffered saline; H8+CalichDMH, a mbdure of H8 antibody and
calicheamicin (unconjugated); CalichDMH, free calicheamicin; H8-AcPac-CalichDMH, H8
antibody conjugated to calficheamicin using S-acelylphenyl acidic acid; HB-amide-
CalichDMA, H8 antibody conjugated to calicheamicin using 4-mercapto-4-methyl-pentanoic
acid.
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Figure 12 is a iine graph that depicts growth inhibitfon of NCI-H157 tumors exposed

tnmehdlcaud He-callcheamicin conjugates or control substances. H8-AcPac-CalichDMH,

Hammwmmmmwwmm”u He-amide-
CalichDMA, H8 antibady conjugated to calicheamioln using 4-mercapto-4-methyl-pentanocic
acld; CMA, anti-CD33 antibody conjugated to cnlcheu‘nlm (negative control); PBS,
phosphate buffered sallne; H8, unconjugated H8 antbody.

Figures 13A-13B are line graphs that depict growth inhibition of N87 tumors In the
presence of control substances (Figure 13A) or H8-calicheamicin conjugatas (Figure 138).
CMA, anti-CD33 antlbody conjugated to callcheamicin (poeliive control); PBS, phosphats
buffered saline; H8+CalichDMH, a mixture of H8 antibody and calicheamicin (unconjugated);
CalichDMH, free calicheamicin; H8-AcPac-CachDMH, H8 antbody conjugated to
calicheamicin using 3-acetyiphenyl acldic acld; H8-amikie-CalichDMA, H8 antibody
conjugated to calicheamicin using 4-mercapto-4-methyl-pentancic ackl.

Figure 14 is a line graph that depiots growth Inhibition of PC14PEE tumors exposed

to Hé/calicheamicin conjugates or control substances. H8-AcPac-CalichDMH, H8 antibody
conjugated 1 calkcheamicin using S-acetyiphenyl acidic acid; Hé-amide-CalichDMA, H8 -
antibody conjugated to calicheamicin using 4-mercapto-4-methyl-perdancic ackl; CMA, ant-
CD33 anthody conjugated to calicheamicin (negative comirol); PBS, phosphate buffered
sallne; H8, unconjugated HB antibody.
. Fbwu1&-15&amkmesdmdamwmmwumwmplc
model of lung cancer. Figure 15A is a picture of an excised nomal mousa lung; the heart
appears dark. Figure 15B Is a picture of an excised mouse lung Infested with tumor nodules
following intravenous injection of PC14PES tumor ceile (ses Example 4); H, heart. Figure
15C I8 a macroscopic imege (4X magnification) shawing the thorax after collapse of the
lungs. Lung nodules (LN) are distinguishable from normal lung tissue (L). The thoracikc
cavity was flled with hemomhagic fluld (pleural effusion, PE). Figures 15D-15G are
photornicrographs of hematoxyiin and eosin stained sectiona of paraffin-embedded iung and
heart tissue, which demonstrate the extant of tumor Infliltration and desttuction of normal
tissue. Figures 15D-15E show infiltrates of tumor cells in the pleural cavity (15D) and the
pericardium (15E). Figures 15F-15G show the reduction of functional lung tissue by
profiferating tumor tissue in the perlalveclar space.

Figure 16 is a line graph showing the surviving fraction (%) of mice bearing orthotoplc
lung tumors that have received the indicated treatments. All reaimants were administered
intraperitoneally 6 days after injection of the PC14PE6 cells. See Example 4. H8 (thick solid
black line), unconjugated murine H8 antbody; PBS (solid white Iine), phosphate-buffered
saline; CMA 2 (thin solld black line), anti-CD33 antibody conjugated to callicheamicin
administerad at a dose of 2 ug calicheamicin; CMA 4 (line with small dashes), ant-CD33
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antibody conjugated to calicheamicin adminletered at a dose of 4 ug calicheamicin; H8-

AcPac-CalichDMH 2 (ine with large dashes), H8-calicheamicin conjugete administared at a
dose of 2 pug calicheamicin; H8-AcPac-CalichDMH 4 (ine with large dashes), HB-
calicheamicin conjugaie administered at a dose of 4 ug calicheamicin. The results for H8-
calicheacmicin conjugate adminietered et a dose of 2 pg or at a dose of 4 ug were
indistinguishable over a period of 120 days. Ten animals were included In sach treatment
group. Each treatment regimen consieted of 3 dosea administered ntraperitoneally with 4
days interval between each dose.

Figure 17 ks a bar graph showing pleural volumes in mice that died from lung tumors
following the Indicated control treatments. PBS, phosphate buffered saline; HS8,
unconjugated H8 antibody: CMA 2, { anti-CD33 antibody conjugated to calicheamicin
administered at 2 ug per dose; CMA 4, anti-CD33 antbody conjugated to calicheamicin
administered at 4 pg per dose; n, number of animals. Pleural effusion volume was not
reduced following administration of unconjugated H8 antibody or the control conjugate CMS,

Figura 18 Is an alignment of the murihe HB lght chain.variable reglon (amino acids
21-127 of SEQ ID NO:16) and the DPK24 gammn #ine clone (SEQ ID NO:63). Boxed
sequences, CDRs; asterisks, positions at which amino acids of murine HB are maintatned In
humantzed HB light chain variable reglon version 1, and &t which amino acids of human
DPK24 ars maintained In humantzed fight chaln variable region version 2; underined
realduss, mutations that increase anilbody expresalon.

Figure 19 Is an alignment of human: light chain varlable region sequences of
subgroup Vil (SEQ ID NOs:85-70) and the murine H8 ight chain variable region (amino
aclds 21-127 of SEQ ID NO:16). Reskiues that differ in human framework sequences when
compared to H8 framework sequences are underfined. For humantzation of H8, one or more
residues at the comesponding posiions in HB Is subsiituted with a residue of a human
framework sequence. Boxed sequences, CDRs.

Figure 20 Is an alignment of human light chaln variable reglon sequences of
subgroup Vi (S8EQ ID NOs:71-80) and the murine HB8 fight chain varlable reglon {(amino
aclds 21-127 of SEQ ID NO:18). For humantzation of H8, one or more reskiues at the
correaponding positions In HB |s substituted with a reaidue of a human frameweork sequence.
Boxed saquences, CDHs, .

Figure 21 Is an alignment of the murine H8 heavy chain variable region (amino acids
20-139 of SEQ ID NO:14) and the DP75 gemn line clone (SEQ ID NO:64). Boxed
sequences, CDRs; asterisks, positions at which amino aclds of murine H8 are maintained in
humanized H8 heavy chain variable region version 1 (i.e., K38, S840, and 148), and at which
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'mezzhmmd.hmnhaaw'dmhvuhblemghnsaqumof
subgroup | (SEQ ID NOs:52-80) and the consensus framework sequences derived there
from {(SEQ ID NO:48-51).

Flgumzahanungnmmdmemummheavyduhvaﬂnbbragmmmmm
20-139 of SEQ 1D NO:14) and the humanized H8 heavy chain variable reglon derived fram
the consensus sequence of heavy chain variable reglon eubgroup |, Le., humanized heavy
chain varlable region version 3 (SEQ ID NO:19). Boxed sequences, CDRs.

Figures 24A-24C show sequences of represemtative Hght chain variable region
sequances (Flgure 24A) and heavy chain variable reglon sequences (Fburaa 24B-24C) of
humanized'anti-5T4 antbodies.

Figures 25A-250 show the resuits of BLAST enalysis performed using humanized
variable regions as query sequences. See also Tables 6 and 7. :

Figures 26A-26B ehows the sequences of representative human constant regions
used 1o prepare humanized ant-5T4 antibodles.

Figures 27A-27G show the light chain and heavy chain amino acld sequences of
reprosentative ant-5T4 antibodies. Figure 27A showa a chimeric ant-5T4 antibody having
(a) a light chain comprising the murine H8 light chain variable reglon and a human kappa
constant region (SEQ ID N0:1).and(b)'nhoawdnhcunp|hmmemuﬂnﬂahaavy
chaln variable region and a human igQ1 constant region (SEQ ID NO:2). Figure 27B shows
a chimeric ant-5T4 antibody having (a) a light chaln comprising the murine H8 light chaln
variabla region and a human kappa constant region (EEQ ID NO:3), and (b) a heavy chaln
comprising the murine H8 heavy chain variabie region and a mutatad human IgG4 constant
reglon (SEQ ID NO:4). Figure 27C shows a semi-human anti-5T4 antibody having (a) a light
chaln comprising the humanized H8 light chaln variable region version 1 and a human kappa
constant reglon (SEQ ID NO:5), and (b) & heavy chain comprising the murine H8 heavy
chaln variable region and a mutated human IgG4 constant region (SEQ ID NO:6). Figure
270 shows a humanized antl-5T4 antbody having (a) a fght chain comprising the
humanized H8 Eght chain variable reglon version 1 and a human kappa constant reglon
(SEQ ID NO:7), and (b) a heavy chain comprising the humanized H8 heavy chain variable
reglon version 1 and a mutated human igG4 constant region (SEQ ID NO:8). Figure 27E
shows & humnantzed ant-65T4 antibody having (a) a fight chaln comprising the humanized H8
light chain varlable region version 1 and a human kappa constant region (SEQ ID NO:9),
and (b) a heavy chaln comprising the humanized H8 heavy chain variable region version 2
and a human IgG1 constant region (SEQ ID NO:10). Figure 27F shows a humanized anti-
5T4 antibody having (a) a light chaln comprising the humanized HB light chain variable
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region version 2 end a human kappa constant reglon (SEQ ID NO:11), and (b) a heavy chain

comprising the humanized H8 hsavy chain variable region version 2 and a mutated human
igG4 constant region (SEQ ID NO:12). FAgure 27G shows a humanized anti-5T4 antibody
having (a) a light chain comprising the humanized H8 lght chain varlable reglon version 2
and a human kappa constant reglon (SEQ ID NO:11), and (b) a heavy chain comprising the
humanized H8 heavy chain variable region version 3 and a mutated human IgG4 conatant
region (SEQ ID NO:84). Single underiining, variable reglons; boxed sequences, CDRs;
astariel, profine muiation.

Figures 28A-288 show results of FACS analysls to detect 5T4 antigen on
MDAMB435/neo celis (Figure 28A) or on MDAMBA436/5T4 cells (Figure 28B) uging murine
H8, chimeric versions of H8, and humanized versions of HS at the Indicated concentrations.
All antbodies show selective binding to MDAMB435/5T4 celis.

Figure 29 is a line graph that shows the binding properties of chimeric H8 antibody
and humanized H8 versions 1-3, which were determined using a competitive binding assay.
The IC60 for the chimeric H8 antibody and humanized H8 versions 1-3 were 1.0 X 10"M, 1.0
X 10°M, 1.4 X 10°M, and 1.5 X 10°M, respectively. See Exampie 5.

Figure 30 Is a ine graph that shows deatection of chimeric H8 anilbody and
humanized H8 antibody on the cell surface of MDAMB435/5T4 cells over a period of 25
hours. The reduced level of detecion over the observation period demonstratoa
intemalization of both antbodies. Nodatambleanﬂbodympruuﬂhthecmdlﬂoned
medium during the course of the experiment. .

Figure 31 Is a bar graph depicling levels of transient axpression of chimeric H8
antibody and humanized H8 versions 1-3 In COS-1 cells. The three humanized H8
antbodies were expressed at a similar leval (vareion 1, 4.4 mg/L/4Bhours; version 2, 2.7
mg/L/48hours; vereion 3, 3.9 mg/L/48hours) which was greater than that observed for
chimeric H8 antibody (0.6 mg/L/48hours). See Example 6.

figures 32A-32B are line graphs that show inhbbition of spheroid growth of
MDAMB435/neo and MDAMB435/5T4 cells in vitro following 144 hours of exposure to H8-
AcBut-CalichDMH, (humanized H8 antibody conjugated to calicheamicin using 4-(4'-
acetyiphenoxy)butanoic acid (AcBut)) at the indicated concentrations.

Figures 33A-33C are line graphs that depict growth Inhibition of N87 tumors [n the
presence of control substances (Figure 33A) or humanized H8-calicheamicin conjugates
{Figure 33B) and response calculations {Figure 33C). PBS, phosphate buffered saline;
huH8+CalichDMH, a mixture of HE antibody and callcheamicin (unconjugated); CMA, anti-
CD33 antbody conjugated to calicheamikcin; CMC, ant-CD22 antibody conjugated to
calicheamicin; huH8-AcBui-CalichDMH, humanized H8 antibody conjugaied to calicheamicin

using 4-(4"-acstyiphenoxy)butanoic acld (AcBut); (4), antibody-calicheamicin conjugete

13-




7"

</

-

-—
Q%)

WO 2006031653 ' _ PCT/US2005/032196
PCT/USOS. 32196

administored at a dose of 4 pg calicheamicin; (2),nnﬂbody-calnmldneonlugata
administered at a dose of 2 pg. calicheamicin; (1), antbody-calicheamicin conjugate
administered at a dose of 1 ug calicheamicin; asrows, dosing schedule on days 1, 5, end 9;
CR, camplete response; PR, partial response; TH, no response; NR, a response. See
Example 9. .

Figures 34A-34C are line graphs that depict growlh inhibition of MDAMB435/5T4
tumors in the presence of control substances (Figure 34A) or humankzed H8-callcheamicin
conjugaies (Figure 348) and response calculetiona (Figure 34C). PBS, phosphate buflered
saline; huH8+CalichDMH, a mixture of H8 antihody and calficheamicin (unconjugated); CMA
ant-CD33 antbody conjugated to calicheamicin; CMC, ant-CD22 antbody conjugated to
calcheamicin; huH8-AcBut-CalichDMH, humanized H8 antibody conjugated io calichaamicin
using 4~(4-acatylphenoxy)butancic acld (AcBut); (4), antibody-calicheamicin conjugaie
administered at a dose of 4 ug calicheamicin; (2), antibody-calicheamicin conjugate
administered at a dose of 2 ug calicheamicin; (1), anttbody-calicheamicin conjugate
administered at a dose of 1 ug calicheamicin amows, dosing achedule on days 1, 5, and 9;

CR, complete response; PR, partial response; TR, no reaponse; NR, no resporse. Ses

Example 6.

Figuree 35A-35E are fine grapha that depict growth inhibition of PC14PEE tumars in
the presence of control substances (Figure 35A) or humantzed He-calicheamilcin conjugates
{Figures 358, 35D, 35E) and calculated resporwes (Figure 36C). Figures 35A-35C present
data pertaining 1o new growth tumors, and Figure 35D presents data pertaining to treaiment
of relapsed tumors. PBS, phoephate bufiered saline; huH8+CalichDMH, a mbxure of H8
antbody and calicheamicin (unconjugated); CMA, ani-CD33 antibody conjupgated to
calicheamicin; huH8-AcBut-CalichDMH, humantzed H8 antihody conjugated to calicheamicin
using 4-{4"-acetyiphenoxy)butanoic acid (AcBuf); (4), antibody-calicheamicin conjugate
administered &t a dose of 4 ug caficheamicin: (2), antibody-calicheamicin conjugeate
administered at a dose of 2 pg calicheamicin; (1), antibody-calicheamicin conjugate
administered at a dose of 1 ug calicheamicin; (4*), antibody-calicheamicin conjugate
administered at a dose of 4 g calicheamicin after tumors allowed to grow to approximately
1.08 cm® prior to treatment with the conjugate; arrows, dosing achadule on days 1, 5, and 9
{Figures 35A, 358, and 35D) or days 18, 23, and 27 (Figure 35C); CR, complets response;
PR, partial reaponse; TR, no response; NR, no reaponse. See Example 9.

Flgures 36A-36B show photographe of mice harboring PC14PE6 tumors 21 days
following treatment with vehicie (phosphate buffered saline) (Figure 387A) or with huHB-
AcBut-CalichDMH (humanized H8 antibody conjugated to calicheamicin using 4-(4'-
acetyiphenoxyjbutanolc acld (AcBut)) (Figure 36B). PC14PEB tumors were approximately
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PETJ’BH r"F-'—ln'i: %I{IOB Elél' v?rEIs or humantzad H8-calicheamicin conjugate were administered.
Agents were administered by Intraperitoneal Injection in a total of thwee doses of 4 g
calicheamicin per dose, each dose separated by three days. Amow In Figure 36A identifies
vielble tumor. Area circumscribed by dotied iine In Figure 36B Ideniifles area where
PC14PES tumor has regressed. See Example 9.

DETAILED DE IPTIONO

L eric anized 4

Ha Is a hybridome-generated monoclonal mouse lgG1 antlbady which Is described In
PCT International Publication No. WO 98/65607 and In Forsberg et al. (1897) J. Biol. Chem.
272(16):124430-12436. Chimeric anti-6T4 antibodles of the invention Include variable
reglon sequences of the murine ant-5T4 antibody and additional residues derived from
human antbody sequences. Humanlzed antl-5T4 antibodies of the invention include antigen
binding residues from mouse anti-5T4 antbody H8 and edditional residuse derived from
human antibody sequences. The disclosed chimeric and humanized anti-5T4 antibodles are
therefare also called chimeric H8 antibodles and humanized H8 antbodies. Representstive
chimeric and humanized H8 antibodies are set forth In Figures 27A-27F.

The term antibody refers to an immunoglobulin protein, or antbody fragments that
comprise an antigen binding site (e.g., Fab, modified Fab, Fab’, F(ab'); or Fv fragments, or a
protein having et least one Immunogiobulin light chain variable region or at lsast one
iImmunoglobulin heavy chain region). Humanized antibodies of the Invention includs .
diabodiss, tetrameric antibodies, single chain antibodles, fretravalent antibodles,
muftispecific antibodies (e.g., bispecific .antibodles), domain-specilic antbodies that
recognize a pariicular epitope (e.g., antibodies that recognize an epitope bound by the H8
antibody).

The term anti-5T4 antbody refers to an antibody that specifically binds to 574
antigen, parficularly human 574 antigen. The 5T4 anfigen Is a 72 kDa non-glycosylated

phosphoprotein found on the surface of trophoblast cells and numerous cancer csll types
See Hole et al. (188B) Br. J. Cancer 57: 230-48, Hole et al. (1990) Int J. Cancer 45: 179-

184; PCT Intemational Publication No. WO80/07847; L..E. Patent No. 5,869,053.

The tem binding refers to an effinity between two molacules, for exampile, an antigen
and an antibody. As used herein, specliic binding means a preferential binding of an
antibody to an antigen in a heterogeneous sample comprising multiple different antigens.
The binding of an antbody to an antigen ls speclfic If the binding affinity Is at least about 107
M or higher, such ae &t least about 10 M or higher, including at least about 10° M or higher,
at least about 10" M or higher, or at least about 10" M or higher. For example, specific

-15-




AN
nry(93

WO 2006/031653 ' PCT/US2MISN32196

PET'&HEQS%G?EEinvanﬂonbahunanﬁﬂamlgonlndudeabhdlngmmemnge
of at least about 1 x 107 to about 1,x 10", Specific binding of an anthody of the inventon
bahumanFManhgenalsoh'lcludalbhdlnghﬂ!emngadatlaastabomaxw“hﬂto
about 12 x 10"° M, such as within the range of about 4 x 10'° M to about 9 x 10'® M, or
such as within the range of about 7 x 10 M o about 12 x 10™° M, or such as within the
range of about 7 x 10" M to about 9 x 10'° M, or such as within the range of about 9 x 10"
M 0 about 12 x 10°"° M, ar such as within the range of about 11 x 10™"° M to about 12 x 10
M, or greater binding affinities such as about 1.0 x 10! M to about 10 x 10*' M, or about 1.0
x 10™" M to about 5 x 10™" M, or about 5.0 x 10" M to about 10 x 10" M. The phrase
spécifically binds also refera to selective fargeting to 5T4-expressing cells when
administered to a subject

The term chimeric antibody is used herein to deecribe an antibody comprising
sequences from at Isast iwo different species. Humanized antbbodies are one type of
chimeric antibody. A chimeric ant-5T4 antibody may comprise (a) a ight chain variable
reglon having an amino acld sequence of residues 1-107 of SEQ ID NO:1 and a heavy chain
variable reglon having an amino acld eaquence of residues 1-120 of SEQ ID NO-2; (b) a light
chaln amino acld sequence of SEQ ID NO:1 and a heavy chain amino acki sequence of
SEQ ID NO22; or (c) a light chaln amino ack! sequence of SEQ ID NO:3 and a heavy chain
amino acld sequence of SEQ ID NO:4.

The tomm humenized is used harein to deecribe an antibody, wherein variable regidn
residuea responsbis for antigen binding (/.6., residues -of a complementartty determining

. mhuﬂwdwrrdduummmi!anﬂgmundm)mmﬂmam
humen specias, while the remaining variable region residues (/.e., residuea of the framework
® reglons) and constant reglons are derived, at least In-part, from human antbody sequences.
Residues of the variable regions and varable regions and constant reglons of a humanized
antibody may also be derived from non-human sources. Variable regians of a humanized
antibody are aleo described as humanized (/.e., a humanized light or heavy chain variable
region). The non-human spacles Is typically that used for immunization with antigen, such
as mouse, rat, rabbit, non-human primats, or other non-human mammallan species.
Reprecentative chimeric and humanized antl-5T4 antbodies of the invention
camprise at least one Hght chain or at least one heavy chain, or fragments thereol, wherein
the chimeric or humanized anti-5T4 antibody or aniibody fragment (a) apecifically binds to
human 5T4 entigen with a binding affinity of at least about 1 x 107 M to about 1 x 1072 M; (b)
specifically binds to human 5T4 antigen with a binding affinlty greater than 1 x 10™' M; (c)
specifically binds to human 5T4 antigen with a binding effinity greater than 5 x 10! M; (d)
specifically binda to human 5T4 antigen with a binding affinlty greater than a binding affinity
of murine H8 ant-5T4 antibody binding to human 5T4 antigen; (e) specifically targets 5T4-
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expressing cslis in vivo;, (f) competes for binding to human 5T4 antigen with an antibody of

any one of (a)-(e); (g) spec¥ically binds to an epitope bound by any one of (a)-{e); or (h)
comprises an antigen binding domain of any one of (a)<{e).

The murine H8 ant-5T4 antibody has besen shown to recognize & conformational
epitope praximal to transmembrane domain of 5T4. Glycosylation, which s important for
structure and iImmunogenicity, and intramolecular disulphide bonds are required for binding
of the antibody. It has also been shown that the H8 anii-5T4 anifbody doea not bind mouse
5T4, although there ls 84% identity between mouse and human 5T4 and 8 of 7 N-linked
glycosylation slies are conserved between the two. The N-teminal and C-terminal cysteines
are also completely conserved between mouse and human 5T4. The murine H8 antibody
has also been shown to bind human 5T4 when the N-inked glycosylation sie at amino acld
192 Is removed (Shaw et al. (2002) Blocham J. 365: 137-146). There 8 some evidence
suggesting that the H8 ant-5T4 antibody does not bind a human/mouse 5T4 chimera having
mouse LRA2 (reskiuss 173-361 replacing human residues 173-355) and yet the antbody
does bind to the reciprocal chimera. There Is aleo svidence suggesting that both a chimeric
H8 antbody and a humanized H8 antibody bind to a 5T4 chimera containing mouse residues
282.361. This evidence leads o the conclusion that the H8 epitope Is located between
amino acids 173 and 252, Additional evidence suggeets that chimerio H8 may not bind to a
hurnarvmousee ant-6T4 chimera containing mouse residues 173-258, while @ humanizad H8
antibody hes slight binding at higher concentrations.

Neturally occuring antibodies are tetrameric (Hglg) glycoproteins of about 150,000
daltons, composed of two identical light (L) chaine and two identical heavy (H) chains. The
two heavy chains are linked to each other by disulfide borxis and each heavy chain Is linked
to a Nght chain by a dieuifide bond. Each of the light and heavy chains Is further
characterized by an amino-terminal variable region and a constant region. The term variable
refers to the fact that certain portions of the variable domains differ extensively in sequence
among anfbodies and substantially determine the binding affinity and apecificity of each
particular antibody for Its particular antigen. The variable regions of each of light and heavy
chain align to form the antigen-binding domain. Representative humanized H8 variable
regions are set forth in Figures 24A-22C (SEQ ID NQs:17, 18, 19, 21, and 28),

Antbodles having a tetrameric structure, simllar to naturally ocourring antibodles,
may be recombinantly prepared using standard techniques. Recombinantly produced
antbodles also include single chaln antbodies, wherein the variable regions of a single light
chain and heavy chaln palir Inciude an antigen binding region, and fusion proteins, wherein a
variable region of a humanized anti-5T4 antibody ia fused to an effector sequence, such as
an Fc domaln, a cytokine, an iImmunostimulant, & cytotoxin, or any other therapeutic protein.
See e.g., Harlow & Lane (1988) Antibodiea: A Lahoratory Manugl, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York and U.S. Patent Nos. 4,196,285;

4,948,778; 5,001,513; 5,132, 406; 6,260,203; 5,677,427, 5,882,010; 5.985.27?; 6,054,561.

"Tetravalent antibodies (Hl) comprising twa intact tetrameric antibodles, Including
homodimers and heterodimers, may be prepared for example as described In PCT
intemational Publication No. WO 02/086848. Antihody dimers may also be prepared via
introduction of cysteine reskdue(s) In the antibody conefarit reglon, which pramate interchain
disulide bond formation, using heterobifunctional cross-linkers (Wollf et al. (1983) Cancer
Res. 53: 2560-5), or by recombinant production to Include a dual constant reglon (Stevenson
et al. (1889) Anticancer Drug Dss. 3: 219-30).

The term complementarity determining region or CDR refers to residues of the
antbody variable regions that particlpate in antigen binding. A number of definitions of the
CDRs are in common use. The Kabat definition ls based on sequence: variablilty, and the
Chothia definition is based on the location of the structural loop reglons. The AbM definltion
baounpmhebatwaehmaKabatandchdhhabm. The CDRs of the light chaln
varlable region are bounded by the reskiues at positions 24 and 34 (CDR1-L), 50 and 56
{CDR2-L), and 89 and §7 (CDR3-L) according to the Kabat, Chothla, or AbM algorithm. -
Accarding to the Kabat definition, the CDRs of the heavy chain variable reglon are bounded
by the residuss ai positions 31 and 358 (COR1-H), 50 and 86 (CDR2-H), and 65 and 102
(CDR3-H) (numbering according to Kabat). According to the Chothia definition, the CDRs of
the heavy chain variable region are bounded by the residues at positions 26 and 32 (CDR1-
H), 52 and 58 (CDA2-H), and 85 and 102 (CORS-H) (numbering according to Chothia).
According to the AbM definition, the CDRs of the heavy chain variable region are bounded
by the reskdues at positions 26 and 35B (CDR1-H), 50 and 58 (CDR2-H), and 95 and 102
(CDR3-H) {numbering according to Kabat), See Martin et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Scl.
USA 88: 5288-8272; Martin et al. (1691) Meihods Enzymol. 203: 121-153; Pedersen et al.
(1882) Immunomethods 1: 126; and Rees et al. (1968) in Stemberg M.J.E. (ed.), Protain
Structure Prediction, Oxford University Prees, Oxiord, pp. 141-172.

Tha term specificily determining region or SDR refers to those reskiues within CDRs
that directly interact with antigen, which correspond to hypervariable residuss. See (Padlan
et al. (1996) FASEB J. 9: 133-9).

Framework residues are those reeidues of the variable region other than
hypervariable residues. Representative human frameworks of a heavy chain variable region
that may be used to prepare humantzed anti-6T4 antibodles include the framework regions
of DP-75 and DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b and VI-8 (VH1-08), DP-15 and V1-8 (VH1-08), DP-
14 and V1-18 (VH1-18), DP-5 and V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-48), DP-
10, DA-6 and YAC-7 (VH1-69), OP-88 (VH1-e), DP-3, and DA-8 (VH1{). Consensus
framework sequences based on the foregoing Individual sequencsa may also be used. See
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Figures 21-23. Representative humen frameworks of a light chaln variahle region Inciude

that of human germ fine clone DPK24 and gemn Ine clone subgroupa Vidil end Vd, each of
which shows greater than 60% amino acid identity when compared to the H8 light chain
variable reglon. See Figures 18-20, :

The conslant reglons .of the disclosed humanized ant-5T4 antbodiee are derived
from constant regions from any one of IgA, IgD, KE, igQ, IgM, and any lectypes thereof
(e.g., igQ1, igG2, Ig@3, or IgG4 leotypes of ig@). The choice of the human Isotype (igG1,
ig32, IgQ3, igG4) and modification of particular amino acids in the human Isotype may
snhance or eliminate activation of host defense mechanisms and alter biodistribution of a
humanized antthody of the invention. See (Relf et al. (2002) Cancer Control 9: 152-88).

Humanized antibodies may be prepared using any one of a variety of methods
including veneering, graiting of complementarity determining reglons (CDHs), grafiing of
abbreviated CDRs, grafting of spacificity detennining reglons (SDRs), and Frankenstain
assembly, as described below. These general approaches may be combined with standard
mutagenesis and synthesis techniques o produce an ant-5T4 antbody of any desired
sequernce.

Veneering Is based on the concept of reducing potentlally immunogenic amino acid
sequences In a rodent or other non-human antibody by resurfacing the solvent accesshbie
exterior of the antibody with human amino acid sequences. Thus, venserad antbodles
appear less foreign to human cells. See Padlan (1881) Mol. immunol. 28:480-88. A non-
human antbody is veneered by (1) identifying exposed exterior framework region residues in
the non-human antibody, which are different from those at the same positions In framework
regions of a human antibody, and (2) replacing the identifled residues with amino acida that
typically occupy these same posltions in human antibodies.

Qraling of CDRs s performed by replacing one or more CDRs of an acceptor
antbody (e.g., a human antibody) with CDRs of a donor antibody (e.g., & non-human
antbody). Acceptor antibodies may be selected based on similarity of framework residues
beiween a candkiate acceptor antibody and a donor anttbody and may be further modified to
introduce simiar residues. For example, a human accepior framework may comprise a
heavy chain variable region of @ human aub-group | consensus saquence, optionally with
norn-human donor residues at one or more of positions 1, 28, 48, 67, 89, 71, and 3. Aa
another exampis, a human acceptor framework may comprisa a light chaln variable region of
a human sub-group | consensus sequence, optiohally with non-human donor residues at one
or more of positions 2, 3, 4, 37, 38, 45 and 60. Following CDR grafting, additional changes
may be made In the donor and/or acceptor aequences to optimize antibody binding and
functionallly. See e.g., PCT Intamational Publication No. WO 91/08967.
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spedlldly-chtannhiumldueaandadjawiammm hcludhgmoueatpodﬂomﬂd-
a4, Mthﬂnmm and at positions 31-35b, 50-58, and 85-101 In the
heavy chain (numbering convention of (Kabat ot al. (1687)). See (Padlan et al. {(1995)
FASEB J. o 133-8). Grafting of specifkity-determining residues (SDRs) is premised on the
understanding that the binding specificy and affinity of an entibody combining shte Is .
determined by the most highly variable residuse within each of the complementarity
determining regions (CDRs). Analysis of the three-dimensional structures of antibody-
antigen complexes, combined with analysis ol the avallable amino acki sequence data was
. used to model sequence variablity based on structural dissimilartty of amino acld residues
. that occur at each positon within the CDR. See Peadian et al. (1986) FASEB J. 9: 133-139.
Minimally immunogenic polypeptide sequences consisting of contact residues, which are
referrad to as specifichy-deiamining residuss (SDH;).mldmﬂMandgmfbdonbhumm
framework regiona.

According to the Frankenstein approach, human framework regions are identified as
having substantial sequence homology to sach framework reglon of the relevant non-human -
anibody, and CDRs of the non-human antbody are grafted onio the compoalte of the
different human framework regions. A related method also useful for preparation of
antibodles of the Invention ls described In U.S. Patent Application Publlmﬂon No.
2003/0040608. '

Humanized antl-5T4 antbodies disclosed herein typically comprise &t least one
humanized light chain variable region or heavy chain variable reglon. Thus, a humanized
ant-6T4 antbody of the invention may comprise a light cheln variable region prepared by
veneeting, grafting of abbreviated CDRs or SDRs, or- Frankensteln assembly, as above, and
a hsavy chain varlable reglon of a non-human antibody (e.g., the H8 antibody or other non-
human ant-5T4 antibody). Ahematively, a light chain varlable reglon of & non-human
antibody may be combined with a humanized heavy chaln variable region.

Representative humanized anti-5T4 antibodles of the invantion include (a) antihodies
having one or more CDRs of a non-human ant-5T4 antibody selected from CDRs of the light
chain variable region of SEQ ID NO:17 or the heavy chain variable reglon of SEQ ID NO:18,
such as two or more CDRs selected from CDRa of the kght chain variable reglon of SEQ ID
NO:17 or the heavy chain variable region of SEQ ID NO:18; (b) anlibodies having a light
chain comprising a variable reglon having two or three CDRs of SEQ ID NO:17; and (c)
antibodles having a heavy chain comprising a variable reglon having two or three CDRs of
SEQ ID NO:18. Representative humanized ant-5T4 antbodies of the Invention also Include
those antbodles having (a) a fight chain variable reglon amino ackl sequence set forth as
SEQ ID NO:17 or 23; (b) & light chain variable region amino acld sequence that is at least
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humanized ant-5T4 antbody (l.e., an ant-65T4 antbody that epecifically binds to 5T4
antigen) may be encoded by (a) a nuclek acid of SEQ 1D NO:22 or 8EQ ID NO:81; (b) &
nuclelc ackl that Is at least 90% Identical to the nuclelc acld of SEQ ID NO:22; (c) a nucleic
acid that Is at least 91% Identical to the nucielc acld of SEQ ID NO:81; or (d) a nuclelc acid
that specifically hybridizes to the compiement of SEQ 10 NO:22 or SEQ ID NO:81 under
siringent hybridization conditions, for example final wash conditions of 0.1X 8SC at 65°C.

" Reprasemtative humantzed antl-5T4 antibodies of the invention further include those
antibodies having (a) a heavy chain variable region amino acld sequence set forth as any
one of SEQ ID NOs:18, 19, and 21; (b) a heavy chain variable region amino acid sequence
that le at least 83% ldentical to SEQ ID NO:18; (¢) a heavy chain variable reglon amino acid
sequence that is at least 81% Identical to SEQ ID NO:16; or (d) a heavy chain variable
region amino acid sequence that Is at least 86% identical to SEQ ID NO:21. A heavy chain
variable region of a functional hunanized ant-5T4 antibody (/.e., an ant-6T4 anibbody that
specifically binds fo 5T4 antigen) may be encoded by (a) a nucleic acld of any one of SEQ
ID NOs:20, 82, and 83; {b) a nucleic acld that is at least 81% identical to the nuclelc acid of
SEQ ID NO20; (c) a nucieic acid that Is at least 84% Identical to the nuclelc acid of 8EQ ID
NO:82; (d) & nucielc acid that ie at least 91% identical to the nucleic acld of SEQ ID NO:83;
or (e) & nucleic acid that specifically hybridizes to the complement of any one of SEQ 1D
NOs:20, 82, and 83 under stringent hybridization conditions, for example final wash
conditions of 0.1X SSC at 65°C.

A humanized anti-5T4 antibody may comprise (a) a light chaln variable region having
an amino ackl sequernce of residues 1-107 of S8EQ [D NO:5 and a heavy chain variable
region having an amino acid sequence of reskiues 1-120 of SEQ ID NOS; (b) a light chaln
amino acid sequence of SEQ ID NO»5 and a heavy chain amino acld sequence of SEQ ID
NO:6; (c) a light chain variable reglon having an amino acld sequence of residues 1-107 of
SEQ ID NO:7 and a heavy chain variabie reglon having an amino ackd sequence of residues
1-120 of SEQ ID NO:8; (d) a light chain amino acld sequence of SEQ ID NO:7 and a heavy
chaln amino acld sequence of SEQ ID NO:8; (e) a light chain variable reglon having an
amino acld sequenca of residues 1-107 of SEQ ID NO:@ and a heavy chaln variable region
having en amino acid saquence of residues 1-120 of SEQ ID NO:10; (f) a light chain amino
acld sequence of SEQ ID NO:8 and a heavy chain amino acld sequence of SEQ ID NO:10;
(g) a fight chain variable reglon having an amino acld sequence of residues 1-107 of SEQ 1D
NO:11 and a heavy chain variabls reglon having an amino acid sequence of residues 1-120
of SEQ 1D NO:12; or (h) a light chain amino acid sequence of SEQ ID NO:11 and a heavy
chain amino acid sequence of SEQ ID NO:12.
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PETXUSEEH{II%EBIH&E antibodles of the invention may be constructed wherein the
variable region of & first chain (L., the fight chaln varlable reglon or the heavy chain variable
region) ls humanized, and whereln the variable region of the second cheln is not humankzed
{.s., a variable reglon of an antibody produced In a non-human species). These antbodies
are referred to herein as seml-humanized antibodias. Fpl example, an ant-5T4 antibody
may comgprise a humanized light chain variable reglon of SEQ [D NO:17 or 23, and a heavy
chain variable region of a non-human anti-5T4 antibody, such as the murine H8 heavy chaln
varlable reglon of SEQ ID NO:14. Ahematively, an ant-5T4 antbody may comprise a
humanized fight chain varlable region of a non-human ant-5T4 antihody, such as the murine

C H8 lght chain variable region of SEQ ID NO:18, and a humanized heavy chaln variable
region of any one of SEQ ID NOs:18, 10, or 21. Ant-5T4 non-human antibodies other than
murine H8'may be used io prepare semihumanized antibodies, for example the mat
monocional antibody described by Woods et al. (2002) Blochern. J. 366: 353-65).

Variants of the dieclosed humantzad ant-5T4 antibodies may be readily prepared to
include various changes, substitutions, neertions, and deletions, where such changes
provide for advaniagee in use. For example, to Increase the serum ha¥f ife of the antbody, -
a salvage receptor binding epitope may be Incorporated, if not present already, into the
antibody heavy chain sequence. See U).S. Patent No. 5,738,277. Additional modifications to
enhance antibody stabiitty Include modification of igG4 to replace the eerine.at residue 241
with proiine. See Angal et al. {1883) Mol immunol. 30: 106-108. Other useful changes
include subetitutions as required to optimize efflclency in conjugating the antbody with a

' . drug. For example, an antihody may be modified at ite carboxyl terminus to include amino
aclds for drug attachment, for example one or more cysteine residuss may be added. The
constant regions may be modified fo introduce sltes: for binding of carbohydrates or other
moleties. ,

Variants of humanized anti-5T4 antibodies of the invention may be produced using
standard recambinant techniques, Inciuding site-directed mutagenesis, or recombination
methods, A diversified reperiolre of humanized ant-5T4 antibodies may be prapared via
gene arrangement and gene conversion methods in transgenic non-human animals (U.S.
Patent Publication No. 2003/0017534), which are then tested for relevant activites using
functional assays. In particular embodiments of the invention, anti-5T4 variants are obtained
using an affinity maturation protocol such as mutating the CDRs (Yang et al. (1895) J. Mol.
Blol. 254: 382-403), chain shuffiing (Marks et al. (1992) Blotechnology (NY) 10: 779-783),
use of mutator strains of E. cof (Low et al. (1896) J. Mol. Blol. 260; 350-368), DNA shuffiing
(Patten et al. (1887) Curr. Opin. Blotechnol. 8: 724-733), phage dispiay (Thompson et al.
(1996) J. Mol. Blol, 256: 77-88), and sexusl PCR (Crament et al. (1998) Nature 301: 285-
291). For immunctherapy applications, relevant functional assays nclude speclfic binding to
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P T S i Eionaltzation of the antbody when conjugeisd 1o & cytotoxin, and

targeting to a tumor alta(s) when administered 1o a tumor-bearing animal, as described in the
Exampics. See Examples 1-11.

The present invention further provides cells and cell ines expresaing humanized antt-
5T4 antibodies of the invertion. Representative host cells include mammalian and human
celis, such as CHO cells, HEK-203 cells, Hela cefls, CV-1 celle, and COS cells. Methods
for generating a stable cefl line following transformation of a heterologous construct Into a
host cell are known In the art. Representative non-mammalian host calis Include Insect cells
(Potiar et al. (1998) int. Rev. Immunol. 10(2-3):108-112). Antibodies may aiso be produced
In transgenic animals (Houdebine (2002) Cur. Opin. Blotechnol 13(6):825-829) and
tranegenic plants (Schilberg et al. (2003) Celf Mo!. Lie Sci. 60(3):433-45). '

€1l AT Nanized Ank-s | 4 N PIC ACIKH

The present invention further provides isolated nucielc acids encoding humanized
ani-574 light and heavy chain variable regions. The Isolated nucieic aclds may be used to
prepare a humanized anti-5T4 antibody, as disclosed hereln. .

The terms nuclelc acld molecule and nuclelc acld each refer to deoxyrbonuclectides
or rborucieotides and polymers thereof in smle;lmded.dmue-m«l.orﬁiplexed
form. Unisss epecifically Umited, the term encompasses nucielc acids contalning known
analogues of natural nuclectidss that have similar propertios as the reference natural nucielo
acid. The terms nucieic acid molecule or nucleic acid may also be used In piace of gene,
cDNA, mANA, or cRNA. Nucleic ackis may be synthesized, or may be derived from any
biological source, inciuding any orgeniem. Representative methaods for cloning nucleic acide
that encode humanized anti-5T4 antlbodles are described in Example 5.

Representative nuclek: acide of the invention comprise the nucleotide aequence of
any one of SEQ ID NOs:20, 22, 81, 82, or 83. Nuclelc ackia of the Invantion may also
coMprise a nucleotide sequence that Is substantially iderttical to any one of SEQ ID NOs:20,
22, 81, 82, or 83, for example, at least 91% identical to any one of SEQ ID NOs:20, 81, or
83, or &t least 80% [dentical to SEQ iD NO:22, or at least 94% identical to SEQ ID NO:82.
SQquonc'u are compared for maximum correspondence using a saquence comparison
algorithm using the fulHength sequence of any one of SEQ ID NOs:20, 22, 81, 82, or 83 as
the query sequence, as described herein below, or by visual inspection. Ses afso Example
5 and Table 6.

With respect to substantially identical nucleic acids having a specifled minimal
percentage dentity 1o the disclosed humanized H8 variable region nuclelc acids, the
subetantially identical sequences may also be at least about 82% identical to'SEQ 1D NO:20.
81, or 83, such as at least 83% identical, or at least 84% identical, or at least 85% Identical,
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PCT:’U'.EE&%%QM _or at least 7% identical, or at least 88% Idertical, or at least 08%
Idenlical Simiarly, subthnﬂaﬂyldmﬂcaluqumaholmludeseqummutmat
IeastabommssldmﬁcaltoSEQ ID NO22, forexampb at least about 92% Identical, or at
least 83% (dentical, or at least 84% Iidentical, or at least 85% ldentical, or at least 98%
ldanllcal.wummmmﬂcﬂ.watmmw.wdhmmwbﬂ:w
sequences that are at least 35% Identical to SEQ JD NO:82, such as at least 96% IKdentical,
of at least §7% Identical, or at least 98% ldentical, or at least 99% ldentical.

Subsiantially Identical sequances may bs polymorphic sequences. The temn
polymorphic refers o the occurrence of two or more genetically determined altemative
sequences or alleles In a population. An allelic differance may be as emalfl as one base palr.

Substaniially identical sequences may also comprise mutagenized sequences,
including sequences comprising sllent mutations. A mutation maycomptbeoneormom
residue changes, ndeletnonolmormmmldlm.manlmaﬂbndmeumon
additional residues.

Substantially identical nuclelc ackis are aiso identifled as nuclelc acids that hybridize
spaciically to or hybridize substantially 1o the full length of any one of SEQ ID NOe:20, 22,
81, 82, and 83 under stringent conditions. In the context of nucielc acld hybridization, two
nucieic acld sequences being compared may be deaignated a probe and a target. A probe
Is a reference nucleic ackd molecule, and a target Is a test nucleic acid molecule, often found
within & hetsrogeneous population of nucleic acld molecules. A target sequence 'is
synonymous with a tes! sequenca. ' '

A preferred nucleotide sequence employed for hybridization studies or assays
includes probe sequences that are complementary to or mimic at isast an aboul 14 1o 40
nucleotide sequence of a nuclelc acid molecule of the present Invention. Preferably, probes
compriee 14 to 20 nuclectides, or even longer where desired, such as 30, 40, 50, 80, 100,
200, 300, or 500 nuclectides or up to the iull length of any one of SEQ ID NOs:20, 22, 81,
82, and B3. Such fragments may be readily prepared, for exampie by chemical synthesis of
the fragment, by application of nucieic acid ampiification technology, or by Introducing
selected sequences Into recombinant vectore for recombinant production.

The phrase hybridizing specifically to refers to the binding, duplexing, or hybridizing
of a molecule only to a particular nucleotide sequence under stringent conditions when that
sequence is presert in a compiex nucleic acid mixture (e.g., total cellular DNA or RNA).

The phrase hybridizing subsetantially to refers to complementary hybridtzation
between a probe nucleic acid molecuie and a target nucleic acld molecule and embraces
minor mismaiches that may be accommodated by reducing the efringency of the
hybridization medla to achieve the deslired hybridization.
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ngent hybridization condilions and stringent hybridization wash conditions In the

Mdnwmmmwmmmmbtm»&ummmm
nlyshambohsaquanee—andemiument—dapem Longer sequences hybridize
specifically at higher temperatures. Anuionslvegudetomahybﬁﬂmﬂon of nucleic acids
Is found In Tljssen (1993) Laboratory Tg 1 ochemisiry g acyle
ummmwmmmnmm Ehevlar.NewYork. NewYork
Qenerally, highly stringent hybridization and wash condiions are selected to be about 5°C
lower than the thermal metting point (T,,) for the specific sequence at a defined lonic strength
and pH. Typicafly, under stringent conditions a probe will hybridize specifically to its target
subsequence, but to no other sequences.

The T Is the temperature (under defined lonic strength and pH) at which 50% of the
target sequence hybridizes to a perfectly matched probe. Very siringent conditions are
selected to be equal to the Ty, for a particular probe. An example of stringent hybridization
conditions for Southem or Northem Biot analysis of complementary nuclsic aclds having
more than about 100 complementary residues ls ovemight hybridization In 50% formamide
with 1 mg of heparin at 42°C. An example of highly stringent wash condfions Is 15 minutes
In 0.1X SSC at 65°C. An example of stringent wash conditions is 15 minutes in 0.2X SSC
buffer at 65°C. See Sambrook et al., eds (1888) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Lahoratory Preas, Cold Spring Harbor, New York, for a description of
8SC butfer. Often, a high stringency wash Is preceded by a low stringency wash to remove
background probe signal. An example of medium atringency wash conditions for a duplex of
more than about 100 nucleotides, Is 15 minutes in 1X SSC at 45°C. An example of low
stringency wash for & duplex of more than about 100 nucleotides, is 15 minutes in 4X to 6X
SSC at 40°C. For short probes (6.g., about 10 to 50 nucleotides), siringent conditions
typically invoive salt-concentrations of less than about 1M Na* lon, typlcally about 0.01 to 1M
Na* jon concentration (or other salts) at pH 7.0-8.3, and the temperature Is typlcally at least
about 30°C. Stringent conditions may also be achleved with the addition of destabillzing
agents such as formamide. In general, a signal to nolse ratio of 2-fold {or higher) than that
observed for an unrelated probe in the particular hybridization assay indicates detection of a
spacific hybridization. '

The foliowing are examples of hybridization and wash conditions that may be used to
identfy nuclectide sequences that are substantially identical to reference nucleotide
sequences of the present invention: a probe nucleotkde sequence preferably hybridizes to a
targst nucleotide sequence in 7% sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.5M NaPO,, TmM EDTA
at 50°C followed by washing In 2X SSC, 0.1% SDS at 50°C; more preferably, a probe and
target sequence hybridize in 7% sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.5M NaPO,, 1mM EDTA
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ch;ﬂ“S?EW%ﬁWhﬁ 8S8C, 0.1% SDS at 50°C; more preferably, a probe and
target sequence hybridize In 7% sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.5M NaPQ, 1mM EDTA
at 50°C followed by washing n 0.5X 88C, 0.1% SDS at 50°C; more preferably, a probe and
tarpet sequence hybridize in 7% sodium dodecyl sulphate (SDS), 0.5M NaPO,, 1TmM EDTA
at 50°C followed by washing In 0.1X SSC, 0.1% SDS at 50°C; more praferably, a probe and
target sequence hybridize in 7% sodlum dddecy! éulphate (SDS), 0.5M NaPQ,, 1mM EDTA
at 50°C followed by washing in 0.1X SSC, 0.1% SDS at 85°C.

Afuﬂmrlndbathnﬂmmmﬁebanﬂammsumlymnhlhm
proteins encoded by the nuclelc acids are substantially identical, share an overall three-
dimensional structure, or are biologically functional equivalents. Thess terms are. defined
turther herein below. Nucielc acid molecules thet do nat hybridize 1o each other under
stringent conditions ars stil eubstantially identical if the corresponding proleins are
substantially Identical. mhmymr.mw,mmmMﬁm
comprise conservatively substituted varlants as permitied by the genetic code.

The term conservatively substituted variants refera 1o nuclelc acid sequences having
degenerate codon substitutions wherein the third position of one or more selected (or al)
codons I8 eubstiuted with mixed-base and/or deoxyincsine residues. See Batzer et al.
(1901) Nucisic Acids Res. 19:5081; Ohteuka et al. (1685) J. Biol. Chem. 280:2605-2608;
and Rosesollnl ot al. (1994) Mol. Ceff Probas 8:91-88.

Nucleic acids of the invention also comprise nucleic acide complementary to any one
of SEQ ID NOs:20, 22, 81, 82, and 83, and subsequences and elongated sequences of the
nucleic acids and complementary nucieic acids of any one of SEQ ID NOs20, 22, 81, 82,
and 83, : '

The term complementary sequences, a8 used herein, indicates two nucleotikde
saquences that comprise antiparaliel nuclectide sequances capable of pairing with one
another upon formation of hydrogen bonds betwesh base palra. As usad herein, the term
complementary sequences means nucleotide "sequences which are subsiantially
complementary, a8 may be assessed by the same nuclectide comparison methods set forth
below, or ls defined as being capable of hybridizing to the nuclelc acid segment Il question
under relatively stringent conditions such as those descrbed herein. A particular example of
a complementary nucleic acld segment is an antisanse ofigonucleofide.

The term subsequence refers to a sequence of nuclelc ackis that comprises a par of
a longer nucleic acid sequence, An exemplary subsequence Is a probe, deacribed hersin
above, or a primer. The term primer as used herein refers to a contiguous sequence
comprising about 8 or more deoxyribonuciaotides or ribonuclectides, preferably 10-20
nuclectides, and more preferably 20-30 nucleotides of a selected nuclelc acld molecute. The




L

WO 2006/031653 PCT/US2005/032196

P T o Pihe basniion Sncompass olgonucleotides of sufficent length and eppropriate

sequence 8o es to provide initlation of polymerization on a nuclelc acki molecule of the
prasent invention.

The term elongated sequence refers to an addiion of nucieotides (or other
analogous molecules) incorporated Info the nuclelc acki. For axample, a polymeress (e.g., &
DNA polymerase) may add eequences at the 3' terminus of the nucleic acld molecule. In
addiion, the nuclectide sequence may be combined with cther DNA sequences, such es
promoters, promoter regions, enhancems, polyadenylation signals, intronic sequences,
additional restriction enzyme sites, multiple cloning sltes, and other coding segments. Thus,
the invention also provides vectors comprising the disclosed nuclelc acids, including vectors
for recombinant expression, whereln a nuclelc acid of the invention Is operatively linked to a
functional promoter.

The term operatively linked, as used herein, refers 1o a functional combination
betwean a promoter reglon and a nucleotide sequence such that the trenscripiion of the
nucleotide sequence Is controlled arxi reguiated by the promoter region. Techniques for
operatively linking a promoter region to a nuclectide sequence are known In the art.

The term vector Is used herein to refer to a nuclelc acid molecule having nuclectide
sequences that enable its replication in a host cel. A vector may also Include nucleotide
saquences to permit Ngation of nucleotide aaquences within the vector, wherein such
nucieotide sequences are also replicated in a host cell. Representative vectors Include
plasmide, cosmids, and vira) vectors.

Nucleic acids of the present invention may be cloned, symhaslud altered,
mutagenized, or combinations theredf. Standard recombinant DNA and molecular cloning
techniques used to leolate nuclelc acids are known In the art. Site-specific mutagenesia to
create base pair changes, deletions, or amall Insertions are also known In the art. See s.g.,
Sambrook et al. (eds.) (1989) Mole ing: A Laboratk anual. Cold Spring Harbor
Laboratory Prees, Cold Spring Harbor, New York; Slthavy et al. (1684) Experiments with
Gene Fusions. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Glover
& Hames (1885) DNA Cloning: A Practical Approgch, 2nd ed. IRL. Press at Oxford University

Press, Oxford/New York; Ausubel (ed.) (1885) Short Protocols in Molecuiar Blology, 3rd ed.
Wilay, New York.

LB. Chimeric and Humanized Ant-5T4 Polypeptides

The presert invention aiso provides Isolated humanized anti-5T4 polypeptides.
Representative light chain and heavy chain polypeptides of the invention are set forth as
SEQ ID NOs:1-12. Hepresentative light chaln variable region polypeptide and heavy chain

>
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PEMEDE’ME are set forth a8 SEQ ID NOs:17 and 23 and SEQ 1D NOe:18,
19, and 21, respectively. :

The terms polypeptide and protein each refer to a8 compound made up of a singie
chain of amino acids joined by peptide bonds. The antibodies of the ivention are altemately
referred 1o aa polypeptides or proteins. Polypeptides of the invention may comprise naturally
occuiring amino acids, synthatic amino acids, ‘genetically encoded aming aclds, non-
genstically sncoded amino acids, and combinations thereof. Polypeptides may include both
L-form and D-form amino aciis. '

‘ ' Representative non-genetically encoded amino acids include but are not imited to 2-
aminoadipic ackd; 3-amincadipic acid; B-aminoproplonic acld; 2-aminobutyric acld; 4-

@ eminobutyric ackl (piperiinic ackl); G-amiocaprolc achd; 2-eminoheptanolc acid; 2-

aminolsobutyric acld; 3-aminoisobutyric acid; 2-aminopimelic acid; 2,4-dlaminobutyric acld;
desmosine; 22-diaminopimefic acid; 2,3-dlaminopropionic ackl; N-sthyigiycine; N-
sthylasparagine; hydraxylysine; alio-hydroxylysine; 3-hydroxyproline; 4-hrydroxyproline;
lsodeamosine; allo-lsoleucine; N-methyiglycine ° (sarcceine); N-methyllsoleucine; N-
methylivaline; norvaline; norleucine; and omithine. )

Representative derivatized amino ackds include, for example, those molecules in
which free amino groups have been derivatized %o form amine hydrochiorides, p-toluene
sufonyl groups, carbobenzoxy groups, Hbutyloxycarbonyl groups, chioroacetyl groups or
formyl groups. Free carboxyl groups may be derivatized to form ealis, methyl and ethyl
esters or other typee of eaters or hydrazides. Free hydroxyl groups may be darivatized to
form O-acyl or O-alkyl derivatives. 1heinldamlan|hogendthﬂdiwmnybadaﬂmﬂudln
form N-im-benzyhistidine.

ﬂ\apmemhvanﬂmalaopruvldeaiumﬂumlfmgmmdammudanﬂ-sﬁ
polypeptide, for example, a variable region polypeptide. Functional polypeptide sequances
that are fonger than the disciosed sequences are aleo provided. For example, one or more
amino acide may be added to the N-tefminus or C-terminus of an antibody polypeptide.
Such additional amino acids may be employed in & variety of applications, Including but not
limhad to puriiication applications. Methods of preparing elongated proteins are known In
the art. ]

Polypeptidee of the invention Include (a) & light chaln variable-region polypeptide
having the amino acld sequence of SEQ ID NO:17 or 23; (b) a ight chain variable reglon
polypeptide having an amino acld sequence that Is at least 78% identical to SEQ ID NO:17;
and {c) a light chain variable region polypeptide having an amino acki sequence at least
81% identical to SEQ ID NO:23. Additional polypeptides of the invention Include {a) a heavy
chain variable region polypsptide having the amino acid sequence set forth as any one of
SEQ ID NOs:18, 19, and 21; (b) a heavy chain variable region polypeptide having an amino
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acikd sequence that Is at least 83% Identical to SEQ 1D NO:18; (c) a heavy chain variable
reglon polypeptide having an amino acld sequence that Is at lsast 81% identical to SEQ 1D
NO:16; and (d) a heavy chaln variable region polypeptide having an amino acid saquence
that is at least 88% identical o SEQ ID NO21. Sequences are compeared for maximum
correspondence using a sequence comparison algorithm using the fulHength sequence of
any one of SEQ 1D NO:17, 18, 10, 21, or 23 as the query-sequence, as deacribed herein
below, or by visual inspection. See also Exampie 5.

With respect fo substantielly identical polypeptides having a epecified minimal
percentage identity to the disclosed humanized HB8 varable region polypeptides,
substantially identical polypeptides may also be at ieast about 87% Identical to the amino
acld sequence of any one of SEQ ID NO:17, 18, 18, 21, or 23, such as at least 88% '
identical, or at least 80% identical, or at least 80% kientical, or at least 91% identical, or at
least 82% Identical, or at least 93% kientical, or at lsast 94% identical, or at least 85%
identical, or at lsast 98% Identical, or at least §7% Idantical, or at least 98% Identical, or at
least 86% identical. The invention further encompasses polypepiides encoded by any one
of the nucleic acids diaciosed herain, o

Substantially identical proteins also inciude proteins comprising amino acids that are
conseivatively subetiiuted variants of any one of the disclosed humanized variable region
polypepiides and variable region antbodies. The term conservatively substituted variam
refers to a polypeptide comprising an amino acid in which one or more residues have been
coneervatively substihrted with a functionally simllar residue and which specifically binds to
human ant-6T4 with similar affinlly as any of the disclosed chimeric and humanized H8
antibodies. The phmase conservatively substituted variant also includes peptides wherein a
residue Is replaced with a chemically derivatized residue.

Examples of conservetive substitutions inciude the substitution of one non-polar
(hydrophobic) residus such as solaucine, valine, leucine or methionine for ancther; the
substiiution of one polar (hydrophllic) residue for another such as between arginine and
fysine, between glutamine and asparagine, batween glycine and serine; the substitution of
one basic residue such as lysine, arginine or histidine for ancther; or the substiiution of one
acidic residue, such as aspartic ackd or glutamic acld for another.

isolated polypeptides of the invention may be purified and characterized using a
variety of standard techniques thet are known to the skilled artisan. See a.g., Schrdder &
LObke (1985) The Peptides. Academic Press, New York; Bodanszky (1693) Principles of
Peptide Svithesis, 2nd rev. ed. Springer-Veriag, Berlin/ New York; Ausubel (ed.) (1995)
Shoit Protocols In Molscular Biology, 3rd ed. Wihay, New York.
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The tems identical or percent identlty In the context of two or more nucleotide or

pdyﬁepﬁdasequm.mhrbtmummmanhequmhﬂmheme

or have a specified percertage of anino acid residues or nuclectides that are the same,
when compared and afigned for maximum commespondence, as measurad ualng one of the
sequence comparison algorithms disciosed herain or by visual Inepection. :

The term substantlally identical In regards 1o a nuclectids or polypeptide sequence
means that a periicular sequence variee from the sequence of a naturally occurring
sequence by ons or more deletions, substitutions, or addiions, the net effect of which Is 1o
retain biological function of a humantzad ant-5T4 nuclelc acld or polypeptide.

. Foreumparhonoftmormaaquences,lyplcallyomuquumachua'
reference sequence to which one or more test sequences are compared. When using a
sequence camparison aigorithm, test and reference sequences are entered into a computer
program, subsequence coordinates are designated If necessary, and seguence algorthm
progrein parameters are selecied. The sequence comparison aigorithm then calculates the

" percent sequence identlty for the designatsd test sequence(s) reiative io the reference
sequencs, besed on the selectad program paremebers. '

Optimal alignment of saquences for comparison may be conductad, for example, by
the local homology aigorithm of Smith & Waterman (1681) Adv. Appl. Math 2:482-488, by
the homology alignment algorithm of Needleman & Wunsch (1970) J. Mol. Blol, 48:443-453,
" by the search for similarity method of Pearson & Lipman (1888) Proc. Natl. Acad. Scl. USA
B52444-2448, by computerized Implementations of these algorithms (QAP, BESTFIT,
FASTA, and TFASTA In the Wisconsin Genetica Software Package, Genetics Computer
Group, Madison, Wisconsin), or by visual inspection. See generally, Ausubel (ed.) (1995)
Shorl Protocols In Moleculsr Blojogy, 3rd ed. Wiley, New York.

A preferred algorithm for determining percent sequence kientlty and sequence
simlarity ls the BLAST aigorithm, which Is described In Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215:403-410. Software for performing BLAST analyses is publicly avaiiable through the
Nationai Center for Bictechnology Informetion {(hitp:/Awww.ncbli.nim.nth.gov/). The BLAST
aigorithm parameters determine the sensiivity and epeed of the alignment. For comparison
of two nuclectide sequences, the BLASTn default parameters are set at W11 (wordlength)
and E=10 (expectation), and also include use of a low-complexity filter 1o mask residues of
the query sequence having low compositional complaxity. For cornparison of two amino acld
sequences, the BLASTp program default parametere are sat at W=3 (wordlength), E=10
(expectation), use of the BLOSUMS2 ecoring malrix, gap costs of existence=11 and
axtension=1, and use of a low-complexity filter to mask residues of the query sequence
having low compositional complaxity. See Example 5.

LML BN
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LD. Functional Assgve

The present invention further discicses /in viiro and /n vivo assays to characterize
activiies of a humankzed antt-6T4 antbody, including 5T4 binding activily, cellular
Internalization following binding to 5T4 antigen presentad on a cell surface, and targeting to
5T4-axpressing cells in a subject. When conjugated to a cytotoadn, the disclosed antibodies
of the Invention may elick anti-cancer activity, inciuwding inhibition of growth of 6T4-
expressing cancer celle and/or induction of cell death in 5T4-expressing celis. Humanized
ant-5T4 antbodles of the Invention may comprise ane or more of the foregoing activities.

Techniques for datecting binding of humanized anti-6T4 anthodies to 5T4 antigen
are known in the arnt, including for example, BIACORE® assaya as described in Example 5.
AddRional representative techniques Include centrifugation, affinity chrometography and
other Immunochemical methods. See e.g., Manson (1602) Immunochemical Protocols,
Humena Press, .Totowa, New Jersey, United Siaies of America; lshikawa (1969)
bhﬂiuaummuybapeﬂonmdusbuhohhdSﬂanﬂgmorﬂwm See
Exampies 1 and 5.

The term anti-cancer activity s used to generally describe an ahllity to destroy
axisting cancer cells, or to delay or prevent growth of cancer cefle. The term cancer refera to
both primary and metastasized tumors and carcinomas of any tissue in a subject, including
carcinomas and hematopoletic malignancies such as leukemias and lymphomas. In vitro
assays for determining anti-cancer activity are described In Examples 2 and 8, and
representative animal models are deecribed In Exampies 3, 4, and 8.

The term growth inhibltory Is used herein to describe an abliity of anti-5T4 antibodles
to eliminate 5T4-expressing cells or to prevent or reduce proliferation of 5T4-expressing
cells, As described In Examplea 2-4 and 8-8, humantzed anti-5T4 antibodles of the invention
may inhibk cancer cell growth. Additional representative methods for rapid in vitro
assessment of cell growth Inhibltion are described In Jones et al (2001) J /mmunol.
Methods 254:685-98.

An abilky to induce cell death includes induction of programmed cell death, which s
charactertzed by nuclaar DNA degradation, nuclear degeneration and condensation, loss of
membrane Integrity, and phagocytosis. Representative assaye to asseas cell are described
In Hoves et al. (2003) Methods 31:127-34; Peng et al. (2002) Chin. Med. Scl. J, 17:17-21;
Yasuhara et al. (2003) J. Histochem. Cytocham. 51:873-85.

I.  Ant5T4 Antbody/Drug Conjugates
The presert [nvention further provides antbody/drug conjugates comprising a
chimeric or humanized ant-5T4 antlbody of the invention. Alsc provided are methods for
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preparing the antibody/drug conjugates, such that the drug Is bound to the anthody elther
dirsctly ot Indirectly. Mywmmdmmmmmmmmuh
ST4AD(-X-W)n

whereln; . .

5T4Ab ls a chimeric or humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment described
herein;

X Is a linker that comprises a product of any reactive group that may react with an
ant-5T4 antibody of antibody fragment;’

+ W s adrug:

mhmeavarageloachgforapulﬂedeonjumﬂonproduct(a.g..mauﬁhathedmg
constitutes about 3 - 10% of the conjugate by weight); and : '

(-X-W)y Is a drug derivative.

Ao provided are methode for preparing anttbody/drug conjugates of the invention.
As one example, an antibody/drug conjugate of the formula 5T4Ab{-X-W), may be prepared
- by (a) adding the drug derivative to the chimeric or humanized ant+-5T4 antibody wherein the
drug ls 3-10% by weight of the chimeric or humanized anti-5T4 antibody; (b) Incubating the
dmgdaivuﬂvaandhechlmedcwhmnl:odarﬂl-ﬂ4anﬂbodyhanon—mdeophﬂb
pmtehmnpaﬂbb.buﬁamduohﬂonlmlngathammfrumM?bstopmdunan
antibody/drug conjugate, wherein the solution further compromises (|) & sultable organic
coeoivent, and () and one or mare addiives comprising it least one bile acid or s salt, and
wherein the Incubation [s conducted at & tmpersature ranging from about S0°C to about
35°C for a period of time ranging from about 15 minutes o about 24 hours; and (c)
auummcmdumhpmdwedhmp(b)hauﬁmmmmh
separate antibody/drug conjugatee with a loading In the range of 3-10% by weight drug and
whth low conjugated fraction (LCF) from unconjugated chimeric or humanized antl-5T4
antibody, drug derivative, and aggregated conjugates.

LA Dnuge

The term drug as used herein relers to any substance having blological or detectable
activity, for example therapeutic agents, detectable labels, binding agents, eic., and
prodrugs, which are metabollzed to an aclive agert in vivo. The term drug also Includes
drug derivates, wherein & drug has been functicnelized to enable conjugation with an
antbody of the Invention. Generally, these types of conjugatee ere referred to as
immunoconjugatas.

The term therapeutic agent refers to any composiiion that mey be used to treat or
prevent a condition In a subject in need thereof. In particular, drugs useful in the invention
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wil include ant-cancer drugs. B5T4-expressing cells Include cancer cells from

squamous/adenomatous hing carcinoma (non-emall-cell lung carcinoma), invesive breast
carcinama, colorectal carcinoma, gastric carcinoma, squamous cervical carcinoma, invasive
endometrial adenocarcinama, Invasive pancreas carcinoma, ovarian carcinoma, squamous
vesical carcdinoma, and choriocarcinoma,

Reprecentative therapeutic drugs Inciude cytotaxins, radiolsotopes,
chemotherapeutic agents, Immunomodulatory agemts, anti-anglogenic agents, ant-
proliferative agents, pro-apopiotic egents, and cytostalic and cylolytic enzymes (e.g.,
RNAsss). A drug may also include a therapeutic nucielc acid, such as a gene encoding an
immunomodulatory agent, an anti-angiogenic agent, an anti-probferative agert, or a pro-
apoptotic agent. These drug descriptors are not mutually exclusive, and thus a therapeutic
agort may be described using one or more of the above-noted terme. For example,
selected radiolsotopes are also cytotoxins. Therapeutic agents may be prepared as
pharmaceutically acceptable salts, ackds or derivatives of any of the above. Generally,
conjugates having a radiolsotope as the drug are referred to as redioknmunoconjugates and
those having a chemotherapeutic agent as the drug are ‘refemed to as
chemolmmunoconjugates. '

Exampies of sultabls drugs for use in Immunoconjugates Include the taxanes,
maytansinea, CC-1085 and the duocarmycine, the callcheamicine and other snediynes, and
the auristatins. Other examples include the ant-olates, vinca akaloids, and the
anttvacyclines. Plant toxine, other bioactive proteine, enzymee (l.e., ADEFT), radivlsotopea,
photosensitizers (Le., for photodynamic therapy) can also be used in Immuncconjugates, In
addiion, conjugetes can be made using secondary caniers as the cytotoxdc agent, such as
fposomes or polymers, for example.

The termn cytotoxin generally refers to an agent that inhibits or prevents the function
of cells and/or resulte In destruction of celis. Representative cytotoxins include antibiotics,
inhibitors of tubulin polymerization, akylating agents that bind to and disrupt DNA, and
agents that disrupt protein synthesia or the function of essential ceBular proteine such es
protein kinases, phosphatases, topolsomerases, enzymes, and cyclins. Representative
cylotoxina include, but are nat limited to, doxorubicin, daunorubicin, idarubicin, aclarubicin,
2orubicin, miioxantrone, apirublcin, carubleln, nogalamyrin, menogarfi, pitarubicin, valrubicin,
cylarabine, gemcitabline, tifiuridine, ancitabine, enocitabine, azacitidine, doxifluridine,
peniostatin, broxuridne, capecRebine, cladribine, dechiabine, floxurkiine, fludarabine,
gougerotin, puromycin, tegafur, tiazofurin, adriamycin, cispiatin, carboplatin,
cyclophosphamide, dacarbazine, vinbiastine, vincristine, mitoxantrons, bleomycin,
mechiorethamine, prednisone, procarbazine, methotrexate, flurouraclls, etoposide, texol,
faxol analogs, platins such as cis-platin and carbo-platin, mBomycin, thictepa, taxanes,
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vincristine, deunorublcin, epirublcin, actinomydin, authramycin, azaserines, bleomycins,
tamoxiien, idarubicin,  dolastatins/auristatine, ' hemiasteriins, esperamicins  and

in particular embodiments of the invention, the cytotoxin Is an antiiotic such as a
caficheamicin, also called the LL-ES3288 complex, for example, gamma-calicheamicin (v,).
See U.S. Patent No. 4,970,198, Early studies with antibody conjugates of gamma
calicheamicin hydrazide derivatives showed antigen-based cytotoxicRy i wero and activity In
xenograft experiments. The therapeutic index of these conjugates was improved inilally by
using a less potent derivative, N-acetyl gamma. Stabliizing the disulfide bond that fs present
In al caicheamicin conjugates by edding dimethy! subetiuants made additional
improvements. Addiional examples of calicheamicine sulteble for uss In preparing
antibody/dniy conjugates of the Invention are disciosed In U.S. Patent Nos. 4,671,858;
5,053,394; 5,037,651; 5,079,233; and 5,108,912; which are incorporated herein in thelr
entirety. These compounds contain a methyiirisulfide that may be reacted with appropriats
thiols to form disulfiies, at the same time introducing & functional group such as a hydrazide
or other functional group that Is useful for conjugating calicheamicin to an ant-5T4 antibody.
Stabillzing the disulfide bond thet is present In all calicheamicin conjugates by adding
dimethyl substituents made edditional Improvements. This led to the cholce of N-acetyl
gamma caficheamicin dimethyl hydrazide, or NAc-gamma DMH (CL-184,538), as one of the
optimized derivatives for conjugation. Dieulfide analogs of calicheamicin can also be used,
for example, analogs deecribed In U.S, Patent Nos. 5,606,040 and 5,770,710, which are
Incorporated herein In thelr entirety.

For radiotherapy sppiications, a chimerk or-humantzed ant-5T4 antbody: of the
Invention may comprise a high energy radiolsotope. The Isctope may be directly bound to
the entbody, for example, at a cysteine residue present in the antlbody, or a cheletor may be
used to mediate the binding of the antibody and the radivisotope. Radiolsotopes sultable for
radlotherapy Include but are not fimhed to o-emitters, B-emittars, and auger electrons. For
diagnostic applications, useful radiolsclopes inciude positron emiiters and y-emitters, A
humanized ant-5T4 antibody of the Invention may further be lodinated, for example on a
tyrosine residue of the antibody, to fachitate detsction or therapeutic effect of the antibody.

Represantative radiolsotopes that may be conjugated fo an anti-5T4 antibody Include
"fluorine, “copper, ®copper, “gallilum, ®galium, 7bromine, **™bromine, *ruthenium,
“ruthenium, "ruthenlum, '®ruthenium, *™echnetium, ™marcury, ®*mercury, Sjodine,
™iodine, **iodine, ®lodine, *™iodine, *adine, ™"Indium, *indium, *"rhenium, "®rhenium,
®rhenium, ™rhenium, "rhenium, "mtefiurium, ®™echnetium, "Z™ellurium, *™teflurium,
"“Shuliom, '“thuium, "thulum, “yttrium, and nitride or oxide forms derived there from,
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Other sultable radiolsoiopes Inciude alpha emitters, such as *bismuth, *%ead, and

*Bactindum.

Angiogenesls and suppressed Immune response play a central role in the
pathogenesis of malignant disease and tumor growth, Invacsion, and metastasis. Thus,
drugs useful in the methods of the present invention also inciude those able to Induce an
immune response and/or an ant-angiogenic response /n vivo.

The teirn immune response ls meant fo refer to any response to an antigen or
antigenic determinant by the immune system of a vertebrate subject, including humoral
immune responses (e.g- production of amtigen-specific antibodies) and celHmediated
immune responses (e.g. lymphocyte profiferation). Representative Immunomodulatory
agents Include cytokines, xanthines, interleukine, interferons, and growth factors (e.g., TNF,
CSF, GM-CSF and G-CSF), and homnones such as estrogens (diethyistibestrol, estradiol),
androgens (testosterone, HALOTESTIN® (flmgrrnshrone)). progestine (MEGACE®
(megestrol acetate), PROVERA® (medroxyprogesterone acetate)), and coriicosterolds
{prednisone, dexamethasone, hydrocorisone).

Iimmunomodulatory agents useful in the invention also include ant-hormones that
block hormone action on tumors and iImmunosuppressive agents that suppress cytokine
production, downregulate self-antigen expression, or mask MHC antigene. Representative
antl-hommones include anti-estrogens including for eample tamoxifen, rakaxifene, aromatase
inhibiting 4{5)-midazoles, 4-hydroxytamoxifen, fricxifene, keoxifens, LY 117018,
onapnstone, and toremiens; and ant-androgens such as fiutamide, nilutamide,
bicalutamide, leuprolide, and goserslin; and antladrenal agenis. Representative
Immunosuppressive agents Include 2-amino-8-aryl-5-substitited pyrimidines, azathioprine,
cyclophosphamide, bromociyptine, danazol, dapeone, gltaraldehyde, antHdiotypic
artibodles for MHC antigens and MHC fragments, cyciosporin A, sterolds such as
glucocorticosteroida, cylokine or cytokine receptor antagonists (e.g., ant-interferon
antibodles, anti-IL10 antibodles, ant-TNFa antbodies, anti-IL2 antbodies), streptokinase,
TGFP, rapamycin, T-cell receptor, T-cell receptor fragments, and T cell receptor anitbodles.

Representative antl-anglogenic agents include inhibltors of blood vessel formation,
for example, famesyitransferase inhibitors, COX-2 Inhibitors, VEGF Mnhibltors, bFGF
inhibltors, sterold sulphatass mhhibitors (e.g., 2-methoxyoestradiol ble-sulphamate (2-
MeOE2bIsMATE)), interlouldn-24, thrombospondin, metaliospondin proteins, class |
intarferons, Interieukin 12, protamine, angioatatin, laminin, endostatin, and prolactin
fragments.

Anthproliferative agents and pro-apoptotic agents inciude activators of PPAR-gamma
(e.g.. cyclopentenone prostaglandins (cyPGs)), retinoids, triterpinolds (e.g., cycloartane,
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lupane, ursane, oleanane, friedelane, dammarane, cucurbiacin, and limonold triterpencids),

inhibltors ' of EQGF receptor (e.g. HER4), ‘rampamycin, CALCITRIOL® (1,25
dihydroxycholecalclierol (vitamin D)), aramatase Inhibiors (FEMARA® (letrozons)),
telomerase Inhiblors, bon chelators (e.g, 3-aminopyridine-2-carboxaldahyde
thiosemicarbazone (Triapine)), apoptin (viral protein 3 - VP3 fram chicken aneamia virus),
inhbbltors of Bel-2 and Bel-X(L), TNF-alpha, FAS ligand, TNFelated apopiosis-inducing
Bgand (TRAIL/Apo2L), activators of TNF-aipha/FAS ligand/TNFrelated apoptosis-inducing
ligand (TRAIL/Apa2L) signaling, and inhibitors of PI3K-Akt survival pathway eignaling (s.g.,
UCN-01 and geldanamycin). .

Representative chemotherapeutic agents inciude alkylating agents such as thiotepa
and cycicephoasphamide; alkyl sulfonates such as busulian, improsulfan and piposulfan; '
azjidines such as benzodopa, carboquone, meturedopa, and uredope; ethylenimines and
methylamelamines Including altretamine, tristhylenemelamine, tristhylenephoaphoramide,
triethylenethlophosphoramide and trimsthylolomelamine; nitrogen mustarxds such as
chiorambucil, chiomaphazine, cholophosphamide, estramustine,  Hosfamide,
mechiorethamine, mechiorethamine oxide hydrochioride, melphaldn, novembichin,
phensetarine, prednimustine, trofosfamide, uracll mustard; nitrosureas such as carmustine,
chiorozotocln, fotemustine, lomusiine, nimustine, ranimustine; antbiotics such as
aclacinomyeins, actinomycin, authramycin, azaserine, bleomycins, cactinomycin,
calicheamicin, carabicn, caminomyecin, carzinophiiln, chromomycine, dactinomycin,
daunorubicin, detorubicln, 6-dlazo-5-axo-L-norsucine, doxorubicin, eplrubicin, esorubicin,
idarublein, marcellomycin, mitomycine, mycophenclic acid, nogalamycin, olivomycins,
peplomycin, potfiromycin, puromycin, quelamycin, rodofublain, streplonigin, streptozocin,
tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin; anti-metabolites such as methotrexate and 5-
fuorouracll (5-FU); follc acki analogues such as denopterin, methotrexats, pteropterin,
irimetrexate; purine analogs such as fludarabine, G-mercaptopurine, thiamiprine,
thioguanine; pyrimidine analogs euch as anciabine, azacitidine, 8-azauridine, carmofur,
cytarabine, dideoxyuridine, doxifluridine, enocitebine, floxurkiine, 5-EU; androgens such as
calusterone, dromostanoione propionats, epitiostanol, mepliostane, testolactone; anti-
adrenal such as aminogiutethimide, mitotane, \ricstane; folic acid replenisher such as
frofinic acid; acegiatone; aldophosphamide glycoside; aminolevulinic acid: ameacrine;
bestrabucll; bisanirene; edatraxate; defofamins; demecoicine; diaziquone; elfomithine;
eliptinium acetate; etoglucki; gallum nitrate; hydroxyurea; lentinan; lonidamine;
mitoguazone; mitoxantrone; mopidamol; nitracrine; pentostatin, phenamet; "pirarubicin;
podophyllinic acid; 2-ethylhydrezide; procarbazine; razoxane; shofiman; epirogermanium;
tenuazonic acld; triaziquone; 2, 2, 2' -trichlorotriethylamine; urethan; vindesine; dacarbazine;
mannomustine; mitobronitol; miiolactol; pipobroman; gacylosine; arabincside (Ara-C);
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cyclophosphemide; thictepa; taxoids, ag. paciitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb
Oncology of Princeton, New Jersey) and doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Horer of
Antony, France); chiorambucil; gamcitabine; e-hloguérin: mel'capbpums': methotrexate;
platinum analogs such as cisplatin and carboplatin; vinblastine; platinum; etoposide (VP-16);
ifoefamide; mitomycin C; mioxantrone; vincristine; vinorelbine; navelbine; novantrone;
teniposide; daunomycln; aininopterin; xeloda; lbandronate; CPT-11; topolsomerese Inhibitor
RAF8 2000; difluoromethylomithine (DMFO); retinolc acld; esperamicins; and capecltabine.
Addiional therapeutic agents that may be conjugated to the chimeric and humanized
ant-5T4 antibodles disclosed herein and used in accordance with the therapeutic methods
of the present invertion Include but are not limited to photosensitizing agents (U.S. Patent
Publication No. 20020187262 and U.S. Patent No. £,852,328) for photodynamic therapy;
magnetic particles for thermotherapy (U.S. Patent Publication No. 2003/0032995); binding
agents, such as pepiides, ligands, cell adhesion figands, ef., and prodrugs such as
phosphate-contalning prodrugs, thiophosphate-containing prodrugs, eulfate containing
prodrugs, peptide containing prodrugs, pB-lactam-containing prodruge, substituted

phenoxyacstamide-containing prodrugs or substituted phenylacetamide-containing prodrugs, -

5-lucrocytosine and other 5-fluorouridine prodrugs thal may be convartad to the more active
cylotoxic free drug.

For dlagnostic methods using chimeric or humanized antl-5T4 antibodies, a drug may
comprige a detectabie label that may be used to detect the presence of 5T4-expressing cells
in vitro or In vivo. Radioisotopes useful for ellnlgal diagnoetic applications include labels that
are detectable /n vivo, such as those labels that are detectable using acintigraphy, magnetic
resonance imaging, or ultrasound. Usehd scintigraphic labsis include posiiron emitters and
yemitters. Representative contrast agents for magnetic source Imaging are paramagnetic
or superparamagnetic ions (6.g., [ron, copper, manganese, chromium, erblum, europlum,
dysprosium, hoimium and gadofinium), iron oxide particles, and water soluble contrast
agenis. For ultrasonic detection, gases or liquids may be entrapped In porous Inorganic
particles that are released as microbubble contrast agents. For in vitro detection, useful
detectable labals Include a fluorophore, an epiiope, or a radioactive label.

ILB. Linker Moleciles

Drugs are conjugated to chimeric and humanized antl-5T4 antbodles of the invention
elther directly or Indiraclly via a linker molecule. The linker molecule may be siable or
hydrolyzable, whereby it is released following cellular entry. The major mechanisms by
which the drug Is cleaved from the anibody Include hydrolysls in the acidic pH of the
lysosomes (hydrazones, acetals, and cls-aconliate-lkke amides), peptide cleavage by
lysosomal enzymes (the cathepsins and other lysosomal enzymes), and reduction of
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disulfides. As a result of these varying mechanisme for cieavage, mechanlsms of inking the

drug to the antibody also vary widely and any sulable linker can be used. ‘Preferably, the
conjugation method produces a sample with minimal low conjugate fraction (LCF, the
iraction of mostly unconjugated antibody), /.e. leas than about 10%.

One example of a suitable conjugation procedure rellse on the conjugation of
hydrazides and other nucleophiles to the aldehydes generated by oddation: of the
casbohydrates that naturally occur on antibodles, Hydrazone-containing conjugates can be
made with Introduced carbonyl groups that provide the desired drug-relsase properties.
Conjugatss can also be made with a linker that has a disulfide at one end, an alkyl chaln In
the middle, and a hydrazine derivative at the other end. The anthracyciines are one
example of cytotoxins that can be conjugated fo antbodies using this tachnalogy. '

Linkers containing functional groups other then hydrazones have the polential to be
cleaved In the acidic milieu of the lysosomes. For example, conjugates can be made from
thiok-reactive linkers thet contain a site other than a hydrazone that e cleavable
Intracellularly, such as esters, amides, and acetale/ketals. Campiothecin Is one cytoiode
agent that can be conjugated using these linkers. Ketals made fram a 5 to 7-member ring
ketone and that has one of the axygens atiached to the cylotoxic agent and the other to a
linker for antbody attachment aleo can be ueed. The anthracyclines are also an example of
a sultable cytotoxin for use with thesae linkers.

Another example of a clase of pH sensitive inkers are the cle-aconiiates, which have
a carboxyfic acid juxteposed to an amide bond. The carboxylic acld accelerates amide
hydrolyals In the acldic lysosomes. Linkers that achieve a similar type of hydrolysie rate
acceleration with several other types of structures can aleo be used. The maytansinoids are
an example of a cytotoxin that can be conjugated with linkers attached at C-9.

Another potential release method for drug conjugates Is the enzymatic hydrolysis of
peptides by the lysosomal enzymes. In on example, a peptide is altached via an amide
bond to para-aminobenzyl alcohol and then a carbamate or carbonate Is made between the
benzyl aicohol and the cytotoxic agent. Cleavage of the peptide lsads 1o the collapse, or
sef-immolation, of the aminocbenzyl cavbamate or carbonats. The cytotoxic agents
exemplified with this strategy include anthracyclines, taxanes, miomycin C, and the
auristatins. in one example, a phenol can aiso be released by collapse of the linker instead
of the carbamate. In ancther variation, disulfide reduction is used 1o Initlate the collapse of a
para-mercaptobenzyl carbamate or carbonats.

Many of the cytoloxic agenta conjugated to antibodies have fittle, if any, ‘solubliity In
water and that can iimit drug loading on the conjugate due to aggregation of the conjugate.
One approach to overcoming this ls to add-solublizing groups to the linker. Conjugates
made with a linker consisting of PEG and a dipeptide can been used, including those having
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andaqamldebondtohamlmolananhueyclngradumnnﬂam'bwe. Ancther
example ls conjugates that are made with a PEG-contalning linker disulfide bonded to a
cytotoxic agent and amide bonded to an antibody. Approaches that-incorporate PEG groups
may be beneficlal in overcaming aggregation and.imits in drug loading.

- Representative -inkers prefested for preparation of antbody/drug conjugates of the
Invention Include Knkers of the fomula:

(CO - Ak’ - 8p' - Ar- Sp* - Ak® - C(Z') = Q- Sp)

wherein

Al and Al are independently a bond or branched or unbranched (Cr-Cy) alkylene
chain;

Sp'is a bond, -8-, -O-, -CONH-, -NHCO-, -NF-, -N(CHCHs)eN-, or -X-Ar'-Y-{CHg)s-Z
wherein X, Y, and Z are independently a bond, -NR'-, -S-, of -O-, with the provieo that when
n = 0, then at least one of Y and Z must be & bond and Ar' Is 1,2-, 1,3-, or 1,4-phenylene
optionally substituted with one, two, or three groups of (Cy-Cy) akyl, (C4-C,) akoxy, (C,-Cs)
thicakkoxy, halogen, nitro, -COOR', -CONHR, -(CH.),COOR', -S(CHg.COOR',-
<O(CHg) ,CONHR', or -S(CH2),CONHR', with the proviso that when Ak’ is a bond, Sp' is a
bond;

n is an Integer from 0 1o 5;

R‘habmndwdorwtmndmd(c.-c.)duhopﬂomnyaubsﬂhmdbyonanrm
groups of -OH, (C,-Cy) alkaxy, (Cy-C,) thicalkaxy, halogen, nitro, (C4-Cy) diaficylamino, or |
{Cy=C,) trialicylammonium -A" where A" Is a pharmacsutically acceptable anlon completing a
salt;

Ar s 1,2-, 1,3-, or 1,4-phenylene optionally substituted with one, two, or three groups
of (Ci-Ca) akkyl, (Ci-Cs) alkoxy, (Cy-Cy) thioakoxy, halogen, nitro, -COOR', -CONHR',
~O{CHg){COOR', -S{CH,),COOR', -O(CHz),CONHR', or -8(CH,),CONHR' wherein n and R'
are as hereinbefore defined or a 1,2-, 1,3, 1,4, 1.5, 1,06-, 1,7-, 1,8, 23, 2,6-, or 2,7-

i —GEEZO

with each naphthylidene or phenothiazine optionally substituted with one, two, three,
or four groups of (Ci-Ce) akyl, {C,-Cy) alkoxy, (C1-C,) thicalkoxy, halogen, nitro, -COOR',
-CONHR', -O{CH2),COOR', -S(CH,),COOR', or -S(CHg),CONHR' wherein n and R' are as
defined above, with the proviso that when Ar s phencthlazine, Sp' Is a bond only connected

to nitrogen;
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chfusu%%ﬁ%.?sgm-o-.mmmprovhommenmk'habmd. Sp* s a bond;

Z' 8 H, (Ci-Cq) akyl, or phenyl optionally substituted with one, two, or three groups
of (Gi<Cy) abyl, (C;Cy) alkoxy, (Cy-C.) thicalkaxy, halogen, nito, -COOR, -ONHH,
-O(CHg)eCOOR!, -S(CHy).COOR', ~O(CHp),CONHR', or -S{CH;),CONHR' whaerein n and R'
are as defined above;

Sp 8 a straight or branched-chain divalent or trivalent (Ci-Cys) radical, divalent or
frivalant aryl or heteroaryl radical, divalent or trivalent (C+-Cyq) cycloakkyl or heterocycioalkyl
radical, divalent or trivalent ary or hetercaryl-aryl (C,-Cyg) radical, divalent or trivalent
cycloalkyl- ar heterocycioakyl-alkkyl (Cy-Cis) radical or divalent or trivalent (Cg-Cia)
unsajurated akyl radical, wherein heteroaryl is preferably furyl, thienyl, N-methylpyrrolyi, .
pyridinyt, N-methylimidazoiyl, oxazolyl, pyrimidinyt, quinolyl, leoquinolyl, N-methyicarbazoyl,
aminocourmarinyl, or phenazinyl and wherein If Sp is a trivalent radical, Sp may be
additionally substiuted by lower (C,-Cq) dlakylamino, lower (C,-Cs) alkoxy, hydroxy, or lower
(C1-Cy) akkytthio groups; and

Q I8 =NHNCO-, =NHNCS-, =sNHNCONH-, sNHNCSNH-, or =NHO-.

Preferably, Ak is a branched or unbranched (C,-Cio) alkytene chéin; Sp' ls a bond,
8-, -0-, -CONH-, -NHCO-, or -NR' wherein R' Is as hereinbefore defined, with the proviso
that when Alic! is a bond, Sp' ls a bond; . .

Arls 1,2-, 1,3, or 1.4-phenylene optionally substituted with one, two, or three groups
of (Ci-Cy) akyl, (Cy-Cs) alkoxy, (Ci-Cs) thicakory, halogen, nitro, -COOR', -CONHR',
“O(CHy),,COOR'", -S(CH,),COOR', -O(CHg),CONHR', or -S(CH,),CONHR' wherein n and R'
are as hereinbefore defined, or Aris a 1,2, 1,3-, 1.4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,6-, 2,3-, 2,6, 0or 2,7-
naphthyiidene each optionally substitited with one, two, three, or four groupe of (C+-Cy)
alkyl, (C4-Cs) alkaxy, (C4-Cy) thioalkoxy, halogen, nitro, -COOR', -CONHR', -O(CHg),COOR',
-S{CHa)'COOR', -O{CHg),,CONHR', or -S{CH;),CONHR'.

Z' I8 (C1-Cy) akyl, or phenyl optionally substituted with one, two, or thrae groups of
(C+-Ce) alkeyl, (Ci-Cy) alkoxy, (C,-Cu) thioalkoxy,. helogen, nitro, -COOR', -CONHR',
“O(CHy):COOR, -§(CHe)}yCOOR', “O{CHg),CONHR', or -S{CHa}l\CONHR'; AK® and Sp® are
together a bond; and Sp and Q are as iInmedialely defined above.

U.S. Patent No. 5,773,001, incorporated herein in ita entirety, disclosee fnkers that
may be used with nucleophilic drugs, particularly hydrazides and related nucleophlles,
prepared from the calicheamicins. Theae linkers are aspecially useful In thoss cases whers
better activity Is obtalned when the linkege formed between the drug and the [finker Is
hydrolyzable. These linkere contain two functional groups, including (1) a group for reaction
with an antfbody (e.g., carboxylic acld), and (2) a carbonyt group {e.g., an aldshyde or a
ketone) for reaction with a drug. The carbony! groups may react with a hydrazide group on
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the drug to form a hydrazone linkage. This linkege Is hydrolyzable, allowing for release of

the therapeutic agent from the conjugate after binding to the target cells.

As one example, a chimeric or humanized H8 antibody may be conjugated to a
cytotaxic drug by (1) adding the cytotoxic drug derivative to the antl-5T4 antibody wherein
the cytotoxic drug is 4.5 - 11% by weight of the proteinaceous camier; (2) incubating the
cytotoxic drug derivative and anti-5T4 antbody In a non-nucleophiic, protein-compatile.
buffered solution having a pH In the mange from abaut 7 to 8 o produce a monomeric
Cytoioxde drug/anibody conjugate, wherain the solution further comprises (a) a suilable
organic cosolvent, and (b) an additive compriaing at least one Cg-Cys carbaxyfic acid or Iis
salt, and wherein the incubation is conduciad at a temperature ranging from about 30°C fo
about 35°C for a period of time ranging from about 16 mirutes to 24 hours; and (3)
subjecting ‘he conjugate producad I step (2) to a chromatographic separation process o
separate monomeric conjugates with a loading In the range of 3% to 10 % by weight
cytotoxic drug and with low conjugated fraction (LCF) below 10 percent from unconjugated
antibody, cytotoxic drug derivative, and aggregated conjugates.

) The chromatographic separation of step (3) can Include processes such as stze -
exciusion chromatography (SEC), ultrefitration/diafiltration, HPLC, .FPLC, or Sephacryl S-
200 chromatography. The chromatographic separation may also be accomplished by
hydrophobic interaction chromatography (HIC) using Phenyl Sepharose 6 Fast Flow
chromatographic medium, Butyl Sepharoae 4 Fast Row chromatographic medium, Octyl
Sepharcee 4 Fast Fiow chromatographic medium, Toyopearl Ether-650M chromatographic
mediurm, Macio-Prep methyl HIC medium or Macro-Prep -Butyl HIC medkum. '

Hepresmtaﬂvemeﬂndsprnpu_iuuﬂ-bﬂmﬂndw&ugmwm
those described for preparation of CMC-644 In co-pending published U.S, Patent Application
Publication No. 2004-082764A1 and U.S. Patent Application No. 10/899,874, which are
incorporated herein in their emtirety. Conjugation may be performed using the following
condlifons: 10 mg/ml antbbody, 8.56% (w/w) calicheamicin derivative, 37.5 mM eodlum
decancate, 8% (vA) ethanol, 50 mM HEPBS (N-{2-Hydroxysthyl)piperazine-N'<{4-
butanesulfonic acid)), pH 8.5, 32°C, 1 hour. Hydrophobic Interaction chramatogrephy (HIC)
may be performed using a butyl sepharose FF reain, 0.85 M potassium phosphate loading
buffer, 0.49 M potassium phosphate wash buffer, and 4 mM potasslum phosphate elution
buffer. Buffer exchange may be accomplished by size exciusion chromatography,
vhrafitration/diafliration, or other suftable means. The antbody/drug conjugate may be
formulated in 1.5% Dextran-40, 0.9% sucrose, 0.01% TWEEN®-80, 20 mM Tris/50 mM
NaCl, pH 8.0. An altemative formulation solution contalning 5% sucrose, 0.01% TWEEN®-
80, 20 mM Tris/10 mM NaCl, pH 8.0 may also be used. Lyophilization cycles are adjusted
besed on the formulation. The concentration of the formulated bulk may be 0.5 mg
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conjugate/nl. Each may vial contain 1 mg of conjugats, Le., 2 ml fil. Other fill volumes may

be prepared as deelred, 8.g., 5 mi fill.

" Other representative methods include those described for GMD-193, alsa described
in co-pending U.S. Patart Application No. 11/080,587. Conjugation may be performed using
the following conditions: 10 mg/mi antibody, T% (w/w) calicheamicin derivative, 10 mM
deaxycholate, 50 mM HEPBS (N-{2-Hydroxyethyljpiperazine-N'-{4-butanesulicnic acid)), 8%
(vV) ethanol, pH 82, 32°C, 1 hour. The reaction may be dited 10-fold wih 0.88 M
potassium phosphate pH 8.56, and HIC may be performed using a butyl sepharose FF resin,
0.60 M potassium phosphate loading buffer and wash buffer, and 20 mM Tria/25 mM NaCl
elution buffer. Buffer exchange may be accomplished using ultrafiitration/diafitration with a
regenerated cellulose membrane. The conjugate may be diafiltered against 20 mM Tria/10
mM NaCl pH 8.0 {10 diavolumes). The antibody/drug conjugate may be formulated In 5%
sucrase, 0.01% TWEEN®-80, 20 mM Tris/10 mM.NECI. pH 8.0. The concentration of the
buk conjugate after formulation may be 1 mg/ml, and the vial il may be 5 mgMal, Le., 5 ml
fi, or other fil volumes may be prepared as deslred,

in a particular embodiment of the invenmtion, the Wnker empioyed Is 4-(4-°
acetyiphenaxy) butanolc acid (AcBut). Antibedy/drug conjugates are.prepared by reacting B~
calicheamicin, y-calicheamicin or N-acetyl y-calicheamichn, or derivatives thereof, with 3-
mercapio-3-+methyl butanoyl hydrazide, the AcBut finker, end an ant-5T4 antbody of the
invention. See e.g., U.8. Patent No. 5,773,001, This linker produces conjugates that ere
substantially stable in circulation, releasing an estimated 2% of the NAc:gamma DMH per
day, and which release the NAc-gamma DMH readlly in the acidic lysosomee. In other

_ embodiments of the Invention, antibody/drug conjugates are prepared using 3-acetylphenyl
acidic acid (AcPac) or 4-mercapto-4-methyl-pentancic acld (Amida) as the linker molecule.
See Example 2.

Representative linkers uselul for conjugation . of radlolsoiopes Include
dicthylenefriamine pemaacetalte (DTPA)-lsothlocyanate, succinimidyl 6-hydrazinlum
nicotinate hydrochloride (SHNH), and hexamethyipropylene amine oxime (HMPAO) (Bakicer
et al. (1890) J. Nucl. Med. 31: 1501-8, Chattopadhyay et al. {2001) Nucl. Med. Blol. 28: 741-
4, Dewanjee et al. (1904) J. Nucl. Med. 35: 1054-63, Krenning ot a!. (1980) Lancet 1: 2424,
Sagiuchl st al. (2001) Ann. Nucl Med. 15: 267-70); U.S. Patent No. 6,024,938).
Altematively, a targeting molecule may be derivatized so that a radiolsotope may be bound
directly to it (Yoo et al. (1087) J. Nucl. Med. 38: 204-300). lodination methods are aleo
known In-the art, and representative protocols may be found, for examnple, in Krenning et al.
(1980) Lancet 1:242-4 and in Bakker et al. (1990) J. Nucl Med. 31:1501-8.

To further increase the numbesr of drug molecules per antibody/drug conjugets, the

drug may be confugated o polyethylene glycol (PEG), Including straight or branched
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polyethylene glycol polymers and monomers. A PEQ monomer ls of the formula:

-{CH;CHyO)-. Drugs and/or pepiide analoges may be bound to PEQ directly or indirectly, Le.
through appropriate spacer groups such as sugars. A PEG/anthody/drug composition may
also Include additional lipaphllic- and/or hydrophiic moletiea to facilitate drug stablity and
dellvery to a target she in vivo. Representaiive methods for preparing PEG-containing
compositions may be found in U.S. Patent Nos. 6,481,603; 6,300,633; and 5,648,095,
among other places.

The hydrophobic nature of many drugs, Inchuding calcheamicine, may results in
aggregation of antibody/drug conjugates. To produce monomeric anthody/drug conjugates
with higher drug losading/yleld and decraased aggregation, the conjugation reaction may be
performed In a non-nucleophilic, proteincompatible, buffersd solution containing (i)
propylene glycol as a cosoivent and (N) an additive comprising &t least one Cg-Cys carboxylic
acid. Usetul acids include C, to Crs acids, such as octanolc acid or caprylic ackl, or Its ealts.
Other protein-compatible organic cosolvents ather than propylens glycol, such as ethylene
giycol, sthanol, DMF, DMSO, etc., mey also be used. Same or all of the organic cosolvent Is
used 1o transfer the drug Into the conjugation mbdure. Useful buffers for the preparation of
antbody/drug conjugates using N-hydraxysuccinimide (OSu) esters or other comparably
activaied esters Include phosphate-buffered saline (PBS) and N-2-hydroxyethyl piperazine-
N'-2-athanesulfonic acid (HEPES buffer). The buffered soluton used In conjugation
reactions should substantially lack free aminegs end nucleophlies. As another approach, the
conjugstion reactions may be performed In a non-nucieophiiic, protein-compatible, buffered
solution comaming t-butanol without the additional addkives. See e.g., U.S. Patent Nos.
5,712,374 and 5,714,686. Additional methods for conjugation and calicheamicin-containing
conjugates are described in U.S. Patent Nos. 5,738,116 and 5,877,286,

Optimal reaction condiions for formation of a monomeric conjugate may be
emplrically determined by variation of reaction varlables such as temperature, pH,
calicheamicin derivative input, and addiive concentraion. Representative amounts of
propylene glycol range from 10% to 80%, for example 10% to 40%, or about 30% by volume
of the total solution. Representative amounts of an additive comprising at laast one Cy-Cyg
carboxylic acid or Ite salt range from 20 mM to 100 mM, such as from 40 mM to 80 mM, or
about 80 mM io 90 mM. The concentration of the Ce-Cye carboxylle acid or Its salt may be
Increased to 150-300 mM and the cosolvent dropped to 1% to 10%. In representative
embodiments of the invention, the carhoxylic ackl I8 octanck acld, decanoic acid, or the
cormresponding salts. For example, 200 mM capryfic acid maey be used with 5% propyiene
glycol or ethanol. The conjugation reacion may be performed at sighlly elevated
temperature (30-35°C) and pH (8.2-8.7). The concentration of antbody may range from 1 to
15 mg/mi and the concentraion of a calicheamicin derivallve, e.g., N-Acetyl gamma-
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calicheamicin DMH AcBut OSu ester may range from about 4.5% to 11% by weight of the

antibody. Gondlﬂomaulublaioromumﬂonoiomardmgsmaybedmmhedbym
ddlledhhnﬂwlltmtmdueemrinanﬂbn

Following con]ugabon the monomeric oonlugataa may be separated from
unconjugated reactants arcl/or aggregated forma of the conjugates by conventional
methods, for example slze exclusion chromatography (SEC), hydrophobic nteraction
chromatography (HIC), lon exchange chromatography (IEC), or chromatofocusing (CF). The
purifled conjugaies are monomeric, and usually contaln from 3% to 10% drug by weight.
Antbody/drug conjugates may aiso be purified using hydrophoblc Interaction
chromatography (HIC), which offers some advantages over SEC including (1) a capabliity to
sificlently reduce the LCF content as well as aggregete; (2) accommodation of large reaction
volumes; and (3) minimai diiuion of the product’ High-capacity HIC media sultable for
production scale use include Phenyl Sepharose 6 Fast Flow chromatographic medium, Butyl
Sepharose 4 Fast Flow chromatographic medlum, Octyl Sepharose 4 Fast Flow
chromatographic medium, Toyopearl Ether-850M chromatographic medium, Macro-Prep
methyl HIC medium or Macro-Prep t-Butyl HIC medium. Ukrafiitration/dlafiitration may also
be used for buffer sxchange.

In & representative purification process, multiple steps are performed, including, a
centfuge cefl removal step, a Protein A affinty capture step folowed by one or two
orthogenal chromatographic polishing steps, a virus filtration step, and a tangential-flow
fitvation etep for concentration and formulation. The purification process preferably ylelds
product with less than 5% aggregate, less than 20ppm Protein A, less than 50ppm host celi
protein, ard overall recovery of greater than 50%. '

A typical humanized anti-5T4/calicheamicin preparation contains predominantly
(~85%) conjugated antibody containing 5-7 ‘noies calicheamicin per mole antbody. The
conjugate has been reproducibly prepared at the laboratory scale (10-200 mg). Drug
ading, which is expressed as g calicheamici/mg mAb, is determined by dividing the
calicheamicin concentration (ug/mL) by the antibody concentration (mg/mL). These values
are determined by measwing the UV absorbance of the conjugate solution at 280nm and
310nm. Itis important fo note that this is an average loading and that the actual loading Is a
quasi-gausslan distrbution centered on the average loading value, Le., same of the antibody
Is loaded higher than average and some of the antibody is loaded lower than the average.
Unconjugated antihody {low conjugated fraction), which can bs measured using analytica!
HIC-HPLC (hydrophobic Interaction high-performance liquid chromatography), ls the
population of antbody that has little or no conjugated calicheamicin. This value is a
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measure of calicheamicin distribution on the antibody and does not genarally aflect the
amount of calicheamicin dosed. Unconjugated calicheamicin, which can be measured using
ELISA, refers to the amount of calicheamicin that Is not conjugated to the antibody and is
expreased In terms of percent of total calicheamicin. Drug-loading assays do not differentiate
betwesn unconjugated and conjugated calicheamicin. The amount of unconjugated
calicheamicin Is undetectable or neglighle when using drug-loading assays, and therefare
these assays eifectively measure the amount of conjugated calicheamicin.

Analytical methods can be used to assay for release and stabiity ieeting of
humanized anii-5T4 calicheamicin conjugates. The conjugates can be evaluated for identity
(IEF), strength (total protein and total calicheamicin loading), purlly (unconjugated
calicheamicin, low conjugaied antibody, aggragate content and SDE-PAGE Reduced), and
immunoatfinity (antigen binding ELISA). Additional assays known to those of idll in the arnt
can be used. Using these assays, baich-io-baich consistency can be meintained in
commaercial manufacture. '

The phammacokinetics of 5T4-targeted immunoconjugates can be evaluated and
compared to the pharmacokinetics of unconjugated calicheamicin in various enimals, For
example, this can be done following a single intravenols bolus administretion in female nude
mics, mals Sprague-Dawiey rats, and famale cynomokjus monksys. Pharmacokinetics of
an ant-5T4 antbody are generally chamacterized by low clearance, low volume of
distrbution, and long apparent terminal half-Mfe In varlus epecles. The serum
concentrations of unconjugated calicheamicin derivatives are expected to be below the
quantification fimit. The toxicity profe for thase conjugates In single-dose taxicity ranging
studies is expected to be simflar to that obtained for other antibody/calicheamicin conjugates
al comparable doses.

Fhanmacoxingtics of Aroogyruirug L-oniugaes

The humanized anti-5T4 antbhodies and antibody/drug conjugites of the Invention
are useful both i vitro and in vivo for applications related to 5T4-expressing cells. As
described In Example 1, 5T4-expresaing cancer cells Include squamous/adenomatous tung
carcinoma (non-smali-cell lung carcinoma), invasive breast carcinoma, colorectal carcinoma,
gastric carcinoma, squamous cervical carcinoma, Invasive endometrial adenocarcinoma,
invasive pancreas carcinoma, ovardan carcinoma, squamoue vesical carcinoma, and
choriocarcinoma. 574 was detected at high levels on carcinomas of bronahi, breast, colon,
rectum, stamach, cervix, endomeirium, pancreas, ovaria, chorm, and seminal vesicles.
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For ‘in vivo appiications, the Utility of the disciosed humanized antibodies as drug

carriers relies on their abillty to behave as targeting molecules. The term targeting refers to
ﬂnprulemnﬂalmummandioraummuhﬂondabopﬂdeorpepwembghatamel
tissue as compared with a control tissue. The tenm target tissue as usad hereln refers to
tissues comprising 5T4-expressing cells, Le.. an mnded site for accumulation of an
antibody/drug conjugate of the invention following administration to a subject. The term
control tiseue as used herein refers to a site suspected to subsiantially lack binding and/or
accumulation of an adminietered antibody/drug conjugats, Le., tissuse that substantially lack

. BT4-expressing celis. The tenm selective targeting Is used herein to refer to a preferential
localization of an antibody/drug conjugate such that an amount of antbody/drug conjugate In
a farget tizaue Is about 2-fold greater than an amount of peplide analog in & control tissue,
such ae an amount that is about 5-fold or greater, or about 10-fold or greater.

MA. jnVitro Applications "

The present invertion provides in viro methods wsing humanized anti-5T4
antibodles. For example, the discicsed antibodles may be used, elther alone or In
combination with cytotoxic agents or other drugs to specifically bind 5T4-positive cancer
cells i deplete such celis from a cell sampie. '

Methods are also provided for targetad cytolyals via contacting 5T4-expressing cells
with an anibodyidrug conjugate comprising an anti-5T4 antbady conjugated 10 a cytotoxin.
See Examples 3 and 8. Abopmﬂdodmmeﬂnd:iorhhblﬂmpmllﬂemtiondﬂd-
expressing cells and for inducing epoptosla of 5T4-expressing cells via contacting the cells
with an antibody/drug conjugate comprising a cytotoxic drug. The contecling of the 5T4-
expressing cells with the antibody/drug confugate may be accomplished in vitro ar & vivo.

Humantzed amt-5T4
5T4+ cells /n vitro and in vivo based on thelr abiiity to spscifically bind the 5T4 antigen. A
method for detecting 5T4-expressing cells may compries: (a) preparing a biclogical sample
comprising cells; (b) contacting a humanized anti-5T4 antibody with the biofogical sample in
vitro, wherein the antibody comprises a detectable label; and (c) detecting the detectable
label, whereby 5T4-expressing cells are datected.

The disciosed detection methods may also be performed in vivo, for example as
usgful for diagnosis, io provide intraoperative assistance, or for dose determination.
Foliowing administration of a labeled humanized anti-5T4 antibody to a subject, and after a
time sufficlent for binding, the blodletribution of 5T4-axprassing celis bound by the antibody
may be visuallzed. The disciosed diagnostic methods may be used in combination with,
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PETIIH&\%HEIIS{ oEJ'EEddlﬂon. humanized anti-5T4 antibodies of the invention may ba
administered for the dual purpose of detection and therapy. :

Representative non-invasive detection methods include scintigraphy (e.g., SPECT

(Single Photon Emission Computed Tomography), PET (Posiron Emission Tomography),

gamma camera imaging, and rectilinear scanning), magnetic resonance imaging (e.g.,

. convention magnetic resonance imaging, magnetization transfer imaging (MTT), proton

magnetic resonance spectroscopy (MRS), diftusion-weighted imaging (DWI) and functional

MR Imeging (IMRI)), and ultrasound.

ULC, Therapeutic Appiicationg

The present invention further relates to methods and composltions useful for inducing -
cylolyels of 5T4-expressing cancer cells in a sublect. Thus, the disclosed methods are
useful for inhbiting cancer growth, Inciuding delayed tumor growth and inhibition of
metastasis. While not intending to be bound by any single mode of oparation, both antigen-
guided targeting (see e.g., Exampies 3, 4, and 8) as well as passive targeting (see o.g.,
Example 10) of humanized H8-calicheamicin conjugates mey contribute to ant-tumor
efflcacy.

Representative cancers treatable using the disciosed ant-5T4 antibodies and
antibody/drug conjugates include 5T4-expressing primary and metastatic fumors in breast,
colon, rectum, lung, oropharynx, hypopharynx, esophagus, stomach, pancreas, liver,
gallbladder, blle ducts, small intestine, urinary tract including kidney, bladder and urcthellum,
female genital tract, cervix, uterus, ovaries, male genital tract, proetate, seminal vesicles,
testes, an endocrine gland, thyrold gland, adrenal gland, pitultary gland, skin, bone, soft
Hesus, blood veasels, brain, nerves, eyes, meninges. In particular, the disclossd anti-5T4
antibody/drug conjugates of the invention may be used for the treatment of non-small cell
lung cancer, metastalic breast cancer, and pancreatic cancer as both second-line
monotherapy and as part of first-ine comblnation therapy. Target cancers may also express
the Lewis Y carbohydrate antigen, including breast, colon, gastric, esophageal, pancreatic,
ducdenal, lung, bladder and renal carcinomas and gashic and kiet cell neuroendocrine
fumors. See U.S. Patent No. 8,310,185,

The disciosed methods also pertain to 5T4-expressing leukemia and lymphoma celis,
including Hodgkin's lymphoma cells and non-Hodgkin's lymphoma calls. The lymphoma
celis may be lymphoma cells indolent, aggressive, low-grade, intarmedlate-grade, or high-
grade.

Thus, patients to be treated with the humanized ant-6T4 antibody/calicheamicin
conjugates of the invention may be selected based on blomarker axpression, Including but
not imited to elevated ‘expression of 5T4 antigen, resulting in a patient population selected--
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be measured as a function of the number of cells staining combined with the intensity of the
cells staining. For axampls, clessification of high axpression of 5T4 Includes those patients
with greater than 30% (l.e., 40%, 50% or 60%) of the ceils tested by Immunohlstochemical
stakning positive for 5T4 at a lavel of 3+ (on a acale of 1 o 4), while moderate expression of
the 5T4 can Include those patients with greater than 20% of the cell celis staining at 1+ to
2+ .
Blomarkers other than expression of 5T4 aniigen can be aiso used for patient
selection, including charactertzation of the tumor based on mult-drug resistence (MDR), for
axample. Nearly 50 per cert of human cancers are elther completely resistam to
chemotherapy or respond only tansiently, after which they are no longer affected by
commonly used anticancer drugs. This phenomenon ls referred to aa MDR and is inherently
expressed by some tumor types, while others acquire MDR after exposure to chemotherapy
treatment. mednlgeﬂlu:pumpP-glycopmhme'dhtuammothDHassoelmd
with cytotoxic chemotherapeutics. Phenotyplc and functional analysis of MDR mechanisms
prasent in cancer patlent tumor specimens can be conductad in order to relate apecifiic MDR -
mechanism{s) with resistance to chemotherapy in apecific tumor types.

The term cancer, as used herein, aleo encompasses non-naoplastic profiferative
disorders. Thus, the methods of the present Invention are contempiated for the treatment or
pravention of hyperplasla, metaplasia, or most particularly, dysplasia (for review of such
abnormal growth conditions, see DaVita, Jr. et a. (2001), Cancer: Principles and Practice, 6*
edition, Lippincott Witlams & Wikins. '

The tern cancer growth gencrally relers to any one of a number of indices that
suggest changs within the cancer 0 a mare developed form. Thus, indices for measuring an
inhibition of cancer growth Include but are not limited to a decrease In cancer cell survival, a
decrease In tumor volume or morphology (for example, as determined using computad
tomographic (CT), sonography, or other imaging method), a delayed tumor growth, a
daestruction of fumor vasculature, improved performance In delayed hypereensitivity skin test,
an Increase In the activity of cyiolytic Tdymphocytes, and a decrease in levela of tumor-
specific antigans. The term delaysd tumor growth refers to a decrease In duration of ime
required for a tumor to grow a specified amount. For example, treatment may delay the time
required for a tumor o Increase In volume 3-fold relative to an inktial day of measurement
(day 0) or the time required o graw t 1 cm’®.

I.D, Formulation
Chimeric and humanized ant-5T4 antibodies of the invention are readlly prepared

and formulated for safe and efficacious clinical use. Sultable formulations for administration—
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ant-oxkiarts, bulfers, bectsriostas, entbaclerial and antifungel agents (e.g., parabans,
chiorobutanol, phenol, ascorbic acki, and thimerosal), solutes that render the formulation
isotonic with the badily flukis of the intended reciplent (e.g., sugars, saits, and polyalcohols),
suspending agenta and thickening agents. Sultable solvents include water, ethanol, polyol
(e.g.. glycerol, propylens glycol, and ‘iquid polyethylene glycol), and mixtures thereof. The
formulations may be presented In unli-dose or muiti-dose containers, for example ssaled
ampoulea and vials, and may be siored In a frozen or freeze-dried (lyophilizad) condition
reqiiring only the addition of sterile liquid carrier immediately priof to use for administration
to & subject or for subsequent radiolabeling with an Isotope appropriate for the intended
appication. Ant-6T4 antibodies and antibody/drug conjugstes of the Invention are
preferably formulated as an effective dose, described below.

As one example, a representative ant-5T4 antbody formulation comprises a mutt-
dose formulation of 40 mg/mi antibody or antibody/drug conjugate, 25 mM acetats, 150 mM
trehalose, 0.8% benxyl aicohol, 0.02% polysorbate 20 at pH 5.0, and which has a minimum
shelf We of iwo years etorage at 2-8°C. Almmora:amph._an'arll-sﬁanﬂbody
formulation may comprise 10 mg/ml ambody or antibody/drug conjugate In 6.0 mg/mi
sodium chioride, 7.36 mg/ml sodium cirate dihydrate, 0.7 mg/mi polysorhate 80, and sterile
waler, pH 6.5. Representative formulations of an ami-5T4/calicheamicin conjugate for
adminisiration to experimental mouse models Include 2 g or 4 ug calicheamicin (see
Exampies 3, 4, and 7), which may be scaled accordingly for administration to humans.

A stable lyophilized formulation of an anti-574 antibody or antibody/drug conjugate
may be prepared by (a) dissoiving an antbody/drug conjugate to a final concentration of 0.5
to 2 mg/m! In & solution compriaing a cryoprolectant at a concentration of 1.5%-5% by
weight, a polymeric bulking agent at a concentration of 0.5-1.5% by weight, electrolytes at a
concentration 0.01 M to 0.1 M, & solubffity faciiitating agent at a concentration of 0.005% to
0.05% by waight, butfering agent at a concentration of 5-50 mM such that the final pH of the
golution Is 7.8-8.2, and water; (b) dispensing the above solution Into vials at & temperature of
+5°C o +10°C; () freezing the solution at a freezing temperature ol -35°C to -50°C; (d)
aubjacting the frozen solution to an inkial freeze drying step at a primary drying pressure of
mbmmbmnaahaimn-perumaldmcn-40°CIor24b7Bhpun:and(a)
subjecting the freeze-dried product of step (d) to a secondary drying step at a drying
pressure of 20 to 80 microna at a shelf temperature of +10°C to + 35°C for 15 to 30 hours.

Represeniative cryoprotectants useful for lyophilization of the cryoprotectant include
aldiol, mannitol, sorbliol, inositol, polyethylene glycol, aldonic acid, uronic acld, aldaric acld,
aldoses, ketoses, amino sugars, akiiale, inosiiols, glycerqkiehydes, arabinose, lyxoes, .
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gll.lwgula. fructose, gluconic acid, sorbliol, lactose, mannitol, methyt a-qhmpyramalda.
malices, lscascorblc acld, ascorbic ackd, lactone, sorbose, glucaric acld, srythrose, threcee,
arabinose, allose, altrose, gulose, idose, talose, erythruiose, ribulose, xyiulose, peicose,
tagatose, glucuronic acid, gluconk acld, glucaric acid, gglaclumnic acid, mannuronic acid,
giucosamine, galactosamine, sucrose, irehaloss, neuraminic acid, amabinans, fructans,
fucans, galactans, galacturonans, glucans, mannans, xylans, levan, fucoldan, carrageenan,
galactocarolose, pectins, pectic acids, amylose, puliulan, glycogen, amylopactin, cellulose,
dexdran, pustulan, chilin, agaroes, keratin, chondroltin, darmatan, hyaluronic acid, alginic
acid, xanthan -gum, starch, aucroee, glucose, laciose, trehalose, ethylene glycol,
poiyethylene glycol, polypropylens giycol, glycerol and pentaerythritol.

For 'example, the cryopratectant eucrose may be used at a concentration of 1.5% by
weight, the polymeric bulking agent Dexiran 40 or hydroxysthyl starch 40 may be used at a
concentration of 0.8% by weight, the electrolyte used In the lyophiization solution s sodium
chioride, which Is present at a concentration of 0.05 M, and the buffering agent
tromethamine may be used at a concentration of 0.02 M. A solublity facifitating agent (e.g.,
a surfactant such as Polysorbate 80) may also be used during the lyophillzation process.
Usually this solubility faclitating agent 's a surfactant. Representative steps for preparation
of a lyophiitzed formulation inciude freezing the viale at a temperature of -45 °C; the frozen
solution Is subjected to an inltial freeze drying step at a primary drying pressure of 80
microns and at & shelf temperature of -30°C for 80 hours; and subjecting the freeze-dried
product to a secondary drying step at a drying pressure of 80 microns at a shelf temperature
of +25°C for 24 hours, .

Anti-6T4 antibodles and antbody/drug ‘conjugates are formulated In a
pharmaceutically acceptable carrler, for exampie, large slowly metaboltzed macromolecules
such as protelns, polypeptides, liposomes, polysaccharides, polylactic acids, polyglycohic
acids, polymeric amino acids, amino acid copolymers and active virus particies.
Pharmacseutically acceptable salts may aleo be used, for example, mineral acid salts, such
as hydrochiorides, hydrobromides, phosphates and sulfates, or salts of organic ackis, such
as acetates, propionates, malonates and benzoates. Formulations may additionally contain
iquide such as water, saline, glycerol, and ethanol, and/or awdiary substances, such as
wetting or emulsllying agents or pH buffering substances, may be present in such
campositions. Such carriers enable the composilions to be formulated as tablets, pils,
dragees, capsules, liquids, gels, syrups, slumies and suspensions, for ingestion by the
patient.
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A humanzad ant5T4 antbody may be edminletered parentsrally, for exampi, via
intravascular, subcutaneous, intraperitonsal, or intramuscular administration. For delivery of
compositions to pulmonary pathways, compasitions may be administered as an aerosol or
coarse spray, /.e. transnasal adminlstration. Infrathecal or intramedullary administration may
be used for treatment of central nervous' system (CNS) and CNS-related cancers. An ant-
§T4 antlbady of the Invention may also be administered transdermally, transcutaneoualy,
topically, enterally, intravaginally, subfingually or rectally. A dolvery method Is selecied
basdd on considerations such as the condition and, she 1o be treated, the type of antibody
formulation, and the therapeutic efficacy of the composition. Intravenous administration may
be routinely used In the clinkc. '

The present invention provides that an effective amount of a humanized ant-5T4
antibody Is administered to a subject. The termn effective amount I8 used herein o describe
an amount of & humantzed anti-5T4 antibody sufficlent to efictt a dealred biological response.
For exampie, when administered o a cancer-bearing subject, an eflactive amount comprises
an amount sufficlent to eliclt an anti-cancer activity, including cancer cell ytolysis, Inhibition
of cancer cell profiferaiion, induction of cancer cell apopiosls, reduction of cancer cell
antigens, delayed fumor growth, and inhbition of metastasis. Tumor siwinkage I8 well
acceptad as a ciinical surrogate marker for efficacy. Another well accepled marker for
sfficacy B progressionfree survival.  Anti-5T4/calicheamicin conjugatse genenally
demoneiraie at least a 25% improvement in key efficacy parameters, such as improvament
in median survival, ime to tumor progreesion, and overall response rate.

Generally, an effective dose Is In the range from about 0.01 mg/m® to about 50
mg/m?, such as from about 0.1 mg/m® to about 20 mg/m®, or about 15 mg/m?, which dose 8
calculated based on the amount of antl-6T4 antbody or bassd upon the amourt of
caficheamicin in the antibody/calicheamicin preparation. Repressniative doses of an ant-
&T4/calicheamicin conjugate for administration to experinenial mouse models include 2 pg
or 4 ug calicheamicin (see Examples 3-4 and 9), which may be scaled accordingly for
administration to humans. For example, ant-ST4/callcheamicin conjugates of the Invention
may be administered to human patlents once every 3 weeks for up to 6 cycles. For a
rediolabeled antl-5T4 antibody, an effective dose Is typically In the range from about 1 mCl to
about 300 mCl, normally about 5§ mCl to 100 mCl, depending on the radiclectope and the
binding affinity of the antibody.

For datection of 5T4-positive cells using the disclosed chimeric and humanized ant-
5T4 antbodies, a detectable amount of a composition of the Invention Is administered to a
subject. A detactable amount, as used herein to refer to a diagnostic composition, refars to
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to 26 mCl, or about 500 UCl to 20 mCi, or about 1 mCl to 10 mCi, or-about 10 mCL

Actual dosage levels of active ingredients in a composition of the inverttion may be
qummmmmoumdmmnpdﬁnﬁmmeﬂecMu-mm
deslired diagnostic or therapeutic outcome. Administration regimens may also be varied. A
single injection or mukiple injections may be used. The selectad dosage level and reglimen
will depend upon a variety of factors including the activity and etability (Le., half Iife) of the
therapeutic composition, formulation, the route of administration, combination with cother
drugs or treatments, the disease or disorder to be detacted and/or treated, and the physical
condition and prior medical history of the subject being treated.

For any ant-5T4 or antbody/drug conjugats of the invention, the therapeutically
aﬂacllvadoaemybeesti'natedInlllallyemerlnéallculmamayaorhanimlmodab.
usually In rodents, rabbits, dogs, pigs, and/or or primates. The animal model may also be
used to determine the appropriate concentration range and routs of administration. Such -
information may then be used to determine useful doses and routes for administration in
humans. Typically a minimal dose Is administerad, and the dose is ascalated in the absence
of dose-Emiting cytotoxicity. Determination and adjustment of an effective amount or dose,
as well as evaluation of when and how to make euch adjustments, are known to those of
ordinary skil in the art of medicine. .

For eddiional guidance regarding formulation, dose, administretion regimen, and
measurable therapeutic outcomes, see Berkow et al. (2000) The Merck Manual of Medical
mmmmkaco Inc., Whitshouse Station, -New Jersey; Ebadl (1968) CRC Desk

AMne CRC Press, Boca Raton, Florida; Gennaro (2000)

: : - ammacy, Uppincoll, Willlams & Wikins,
Hiladalpﬂ- Panmvlvama Kalzunu (2001) Basic & Cilinical Pharmacology, Lange Medical
Books / McGraw-Hil Medical Pub. Div., New York; Hardman et al. (2001) Goodman &
' : : The McGraw-Hili Companles,

Columbus, Ohio; ‘Spehl‘ll & Hol!on:l (1997) m- Drug_Treatment A Guide to the

Mmhm. Wiklame, & Wikins, Pmadelphla Pannsylvanla

Ui.E. Combination Theraples

The disclosed antl-5T4 antibodles may be administered as an Initial treatment, or for
treatment of conditions that are unresponsive to conventional theraples. In addition, the
disclosed anti-5T4 antibodies may be used in combination with other theraples {e.g., surgical
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PET”H&E‘E“E E':!igm%ww anti-cancer drugs or systemic antl-cancer drugs, eic.)

o thereby eficit additve or potertiated therapeutic effects and/or reduce hepatooytotoxicty
of some antl-cancer agents. Chimeric and humanized ani-5T4 antibodies of the invention
may be co-administered or coformulatad with additional . agents, or formulated for
consecutive administration [n elther order.

- Representative agents useful for combination therapy Include any of the drugs
described herein above as useful for preparation of ant-5T4/drug conjugates. Chimeric and
hunanized ant-574 antibodiss of the invention may also be used In combination with other
therapeutic antibodies and antibody/drug conjugates, Including anti-5T4 antibodies other
than the disclcsed humanized antl-5T4 antibodies; as well as anti-CD19, ani-CD20 (e.g.,
RITUXAN®, ZEVALIN®, BEXXARS), ant-CD22 antibodles, ant-CD33 antbodles (e.g.,
MYLOTARG®), ant-CD33 antbodykrug conjugates, antHlewis Y antbodles (e.g..
Hu3SS8183, Mthu3Sie3, AGmthudS183), ami-HER-2 antbodles (eg. HERCEPTIN®
(trastuzumab), MDX-210, OMNITARG® (pertuzumab, rhuMAb 2C4)), ant-CD52 anttbodies
(6.0, CAMPATH®), snt-EGFR antbodies (e.g, ERBITUX® (cetwdmab), ABX-EGF
(panitumumab}), antkVEGF antibodies (e.g., AVASTIN® (bevacizumab)), amt-DNA/istane
complex antbodies (6.g., ch-TNT-1/), ant-CEA antibodies (e.g., CEA-Gide, YMB-1003)
hLMG00, ant-CD47 anitbodies (e.g., 8H8), antl-VEQFR2 (or kinase insert domain-contalning
receptor, KDR) antibodles (e.g., IMC-1C11), ant-Ep-CAM antibodies (e.g., ING-1), anti-FAP
antibodies {e.g., shrobzumab), ant-DR4 antbodles (e.g., TRAIL-R), anti-progesierone
receptor antbodies (e.g., 2C5), ant-CA18.9 antibodies (6.9, GIVAREX®) and antHfibrin
antibodies (e.g., MH-1). '

Ant-5T4 antibody/drug conjugetes may also be administered together with one or
more combinations of cytotoxic agents as part of a treatment regimen. Useful cylotoxic
prepamtions for this purpose Include CI-IDPP-._(cydophoaphamHa. daoxorubicin, vincristine,
prednisone and procarbazine); CHOP (cyclophosphamide, doxorublcin, vincristine, and
prednisone); COP  (cyclophosphamide, vincrisine, prednisone); CAP-BOP
(cyclophosphamide, doxorubicin, procarbazine, bleomycin, vincristine and. prednisone); m-
BAGOD (methotrexate, bleomycin, doxorubidn, Ccyclophosphamide, vincristine,
dexamethascne, and leucovorin; ProMACE-MOPP (prednisons, methotrexate, doxorubicin,
cyclophosphamide, etoposide, lsukovorin, mechlosthamine, vincristine, prednisone and
procarbazine);  ProMACE-CytaBOM  (prednigone,  methotrexate,  doxorubicin,
cyclophosphamide, etoposide, leukovorin, cytarabine, bleomycin and vincristine); MACOP-B
(methotrexats, doxorublcin, cyclophosphamide, vincristine, precnisone, bleomycin and
leukovorin); MOPP (mechiogthamine, vincristine, prednisone and procarbezine); ABVD
(adriamycin/doxorubicin, bleomycin, vinblastine and dacarbazine); MOPP (mechloethamins,
vincristine, prednisone and procarbazine) alternating with ABV (adriamycin/doxorubicin,
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PcTIbﬁ?cE-’vﬁ%ﬂ%e% EOPP (mechioethamine, vincristine, prednisone and procarbazin)
akemaling with ABVD(adrlamycin/doxorublcin, blecrmycin, vinblestine and dacarbazine);
ChVPP (chiorambuct, vinblastine, procarbazine, ‘prednisone); IMVP-16 (Hfosfamids,
maethotrexate, etoposide); MIME (methyl-gag, ifostamide, methotrexate, etopaside); DHAP
(dexamethasone, high-dose cytarbine and clsplatin); ESHAP {etoposide, methyipredisoions,
HD cytarabine, and cleplatin); CEPP(B) (cyuhplnapl'imlda. etopoelde, procarbazine,
prednisone and bleomycin); CAMP (lomustine, mitoxantrone, cytarabine and predniacna);
and CVP-1 {cyclophosphamide, vincristine and prednisone); DHAP (clepiatin, high-doee

. cytarabine and dexamethasone); CAP (cyclophosphamide, doxorubicin, cisplatin); PV
(clsplatin, vinblastine or vindesine); CE (carboplatin, etoposide); EP (stopaside, cieplatin);
MVP (mitomycin, vinblastine or vindesine, cisplatin); PFL (clsplatin, 5-flurouraci, lsucovorin);
IM (fosfamide, mitamycin); IE (Hfosfamide, etopoelde); IP (ifostamide, cisplatin); MIP
(mitomycin, Hoetamide, cisplatin); ICE (Hostamide, carboplatin, etoposide); PIE (cisplatin,
Hosfamide, etoposide); Viorelbine and cleplatin; Carboplatin and pacitaxel; CAV
{cyclophosphamide, daxorublcin, vincristine); CAE (cyclophoaphamide, doxorubicin,
etoposide); CAVE (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, etoposide); EP (etopaside, -
cisplatin); and CMCcV {cyclophosphamkie, methotrexats, lomustine, vincristine).

Anti-5T4/calicheamicin conjupates may be usad In combination with systamic antl-
cancer drugs, such as epithiones (BMS-247550, Epo-806), reformulations of taxanes
(Abraxans, Xyoiax), microtubufin inhibitors (MST-887, TTH237), or with targeted cytotoxins
such a8 CMD-193 and SGN-15. Additional useful antl-cancer agents inciude TAXOTERE®,
TARCEVA®, ‘GEMZAR® (gemcitabine), 5-FU, AVASTIN®, ERBITUX®, TROVAX®,
anatumomab mefenatox, lsirazole, docetaxel, and anthracycilnes.

For combination theraples, a humanized ant-5T4 antibody and additional therapeutic
or diagnoetic agents are administered within any time frame sultable for performance of the
Intended therapy or diagnosls. Thus, the single agents mey be administerad substantially
simultanecusly (Le., as a single formulaion or within minutse or hours) or consecutively in
any order. For example, single agent treatments may be administered within about 1 year of
each other, such as within about 10, 8, 8, 4, or 2 months, or within 4, 3, 2 or 1 week(s), or
within about 5, 4, 3, 2 or 1 day(s). The administration of the ant-5T4/calicheamicin
conjugate and the second therapeutic apent preferably slicits a greater effect than
administration of either alons. )

EXAMPLES
The following examplea have been included to Blusirate modes of the Invention.

Certain aspects of the following examples are deecrbed in terms of ischniques and
procedures found or contemplated by the present co-inventors to work well In the practice of
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the invention. These examples ilustrate standard lsboratory praciices of the co-inveniors,

in Sght of the present disciosure and the general level of kill In the art, thoss of skil wil
appreciate that the following examples are Intendedto be exemplary only and that numerous
changes, modifications, and alterations may be smployadwllmmdepartmmmeaeope
of the Invention.

To consider 5T4 antigen as a target for cancer therapy, the distribution of 5T4 on

normal and malignant flssues was determined. 5T4 was cbserved at high levels on the -

surface of various tumor cells, in some cases comelating with progression: of the diseasa,
and was substantially absent from moet normal cells. Thbmlonprdlasuggestadsﬁ
as a plauskble target for cancer immunctherapy.

The expression of 5T4 In normal and cancerous tissues was assayed using the
murine H8 ant}-5T4 anibody according %0 standard techniques such-as Western biot.
Affinity of various antbodies and conjugatee for 5T4 was verified by plasmon resonance or
FACS analysie. HB Is a hybridoma generated monoclional mouse igQ1 antihody which Is
described in PCT Intemational Publication No. WO 88/55607 and In Foreberg et al. (1997) J.
Biol, Chem. 272(19):124430-12438. For use as a positive control In /n vitro and in vivo
assays, tumor cells that express reproduchly high levels of 5T4 were established by
transtecting aveeloremsalngsﬂhtoCTzamomeoohncardnom'nandMDAMBms
human breast carcinoma cells. See Figure 1 and Table 1.

Tumor samples tesiad inchded squamous/adenomatous lung carcinoma {non-small-
cell lung carcinoma), Invasive breast carcinoma, colorectal carcinoma, gastric carcinoma,
squamous cervical carcinoma, invasive endometrial adenocarcinoma, invasive pancreas
carcinoma, ovarian carcinoma, squamous vesical carcinoma, and chorlocarcinoma. 574
was detected at high levels on carcinomas of bronchi, breast, colon, rectum,” stomach,
cervix, endometrium, pancreas, ovaria, chorlum and seminal veeicles. The cel surface
distribution of the 5T4 antigen (e.g., homogensous of heterogeneous) varied according to
tumor type. )

To assay cellular locaftzation of the 5T4 antigen, 5T4-expressing cefls were cultured
a8 monolayers and then exposed to biotinylated murine H8 antibody. Following cell lysis,
membrane-bound 5T4 antigen was separated by avidin binding, and Intracellular 5T4 was
detectad In the non-avidin binding fraction. See Figure 2.

To quantfy the percentage of 674 antigen present on the cell surface, exiracts of

biotinylated and control culiures of CT26/5T4 were mixed with avidincoated beads.
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Westam biot analysis was performad on proteins in the supematant, and the amount of 5T4

mulinatadbydenalﬁaneﬂy Sew Figures 3A-38, Buedonﬂ'leoquallmoilmlhaar
mgmahnlneadehmhedbyhedhﬂmdﬂmsmplaandﬂnopbddmﬂydhm-
reactive band, the amount of 5T4 on the cell membrane (5T4M) was caiculated using the
formula; 100*(1-intemal optical denstty / total optical denally). 5T4M was calculated for three
call types: CT26/5T4, 24%; PCS-MM2, 15%, N87, 41%.

Membrane locallzation of 5T4 on DLD-1 cells (human colon carcinoma cells), N87
cefls (human gasiric carcinoma celis), PC3-MM2 cells (human prostrale carcinoma cells),
and PC3 cells (human prostrate cercinoma celis) was determined by Weastem blot analysis
following aviiin depletion of biotinylated cefl cultures. Sse Figure 4. Membrane localization
of 574 on MDAMB435/5T4 cells (lwman breast cancer cells) was determined by FACS
enalysis. See Figures 5A-6B. Membrane localization of 5T4 on N87, PC14PES, and NCI-
H157 cells was determined by FACS analysls. See Figure 8. Membrane localtzation of 5T4
antigen on PC3-MM2 cells was also determined- by histochemical detection in tissue
samples.

To assess whether the H8 antibady Is intemalized following binding to 5T4 antigen, -
the amount of antibody detected at the cell surface was determined over a period of several
hours. The disappearance of HB from the suface of CT28/5T4 cels demonsirates
intemalization of the 5T4/HB complex. Ses Figure 7.

Table 1 sunmarizes 5T4 expression in tumor cebs. Ineolorechlcarelma gastric
carcinoma, and ovarian carcinorna, expreasion of 574 is directly related to progression of the
disease. In breast carcinoma, increased Intenslty of 5T4 staining on metastatic nodules was
oheerved. However, no correlation was found between 5T4 expression In primary tsnors
and the etage of the discase. SeeTable2.
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Iable1
514 Expreasion In Tumor Celle
Cell ine Carcinoma 574 Expression Prasence of 5T4 on cell membrane
Westam blot Waestsm blot FACS
+ blot| on
DLD-1 colon 2% 1”7 108
GEO colon 02 nd 4.0
HCT118 colon [T nd 2
HT28 colon 22 o1 27
LOVO colon o2 o — 33
HCA7 colon i _nd 80
MDAMB361 breast a3 22 38.0,38.0,340_|
MDAMBA435 | breast (melanoma?) o2 nd 24
PC3 prostate A/4 11 3.0
PCIMV2 prostats [ i) 110,140
H1 lung (NSCL.C) nd 1N 38.3, 418
PC14 lung (NSCLC) 1 nd. 35
PC14/PES tung (NSCLC) 1/1 nd 38
N87 gastric 4/4 7] 76
JAR chorion 22 I 9.0
JEG chotion 2/2 I 2.3
LOX melanoma 2/2 [l 02 0f
M31 cenvix ¥ AR 23,28
BXPC3 pancreas 171 nd 39
® = fraction of 5T4-posttive cultures
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Jable2 in
7
4 5
neoplasia primary anaplasia metastatic ﬁ
-~ . - e A -~ H
benign fibrocysiic | benign fibroadenoma] _grade 1 rade 2 grade 3__| metastatic CA |'°
Expression 67% (6/9) 80% (4/5) 75% @4) | 100% @a) | 8o% o) | 100% (1i0) |
Homogenelty
100% ~33% (39) ~ 80% (¥5) 75% (@4) | _75% (@4) | 76% (7/8) | 66% (1719) |
80% 0% 0% 0% 0|
75% 0% 0% 0% 1% (179)
~50% } 33% (¥9) 0% (1/6) % | 25% (114) 0% }m‘ /19)
5% 0% 0% 0% 0%
0% 33% (3/9) 20% (1/5) 25% (1/4) 0% 11% (1/9) 0%
Intensity _ -
2+ % 0% — 0% 0% 0% 0%
3+ 11% (1/9) 0% 0% 25% (1/4) 2% 29 |_T%
2+ 0% 25% (174 %N
Tr 56% (5/9) 30% (475) 50% (/4 75% (34) g @e) | 16% (@10)
‘ad/fifnl-2+
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The murine H8@ antibody was used for preparation of antibody/drug conjugates. The
conjugates were then lested /n vitro for abliity to bind human 5T4 antigen and to Induce
cytolysis of cancer ceils. Three linkers were used to ligate calicheamidn to H8: 4-(4-
Wmmw(mm).mmmwm)ww
methyl-pertanoic acki (Amide). To Increase the emount of calicheamicin in H8-
calicheamicin conjugates, the antibody was conjugated to PEQ prior 10 conjupation with
calicheamicin, for example, using PEG-SPA, PEG-SBA, and PEG-ble-malaimide. In Table
4, the efficiency of sach of the H8-calicheamicin conjugates Is reported as EDS0, which Is
the amount of calicheamicin given as conjugate or as free drug that caused 60% reduction of
a csl culture relative to an untreatsd control. The number of cells was determined using a
vital dye (MTS). .

Direct linkage of calicheamicin o H8 via the AcBut (4-{4'-acetylphenoxy)
ackd) acid-hydrolyzable finker proved difficult and generated mostly aggregated conjugate
and conjugete with low amounts of CM per antibody (approximately 1 mole/mole). The low
level of conjugation and aggregation properties of the resultant complexes rendered these
campiéxes unsuitable for use. .

Linkage of calicheamicin to H8 via a stable amide linker (4-mercapto-4-methyl-
pentanoic acld) resulied in a conjupate thal was 200-lokd more cytokode against a 674
expressing carcinoma when compared to its 5T4-negative counterpart, See Figure 8 and
Table 4. Deapite this selectivity, the conjugate was less cytotode than free caficheamicin
and was unable to completely destroy the cell culture at concentrations of 500 ng
calicheamicin per mi of medium. .

Conjugates prepared using polysthylene glycol (PEG), H8, calicheamicin, and the
AcBut Hnker did not form apgregates and had a loading of approodmately 8 mole
calichsamicin per mole H8. Multiple types of PEG tested reduced the binding of H8 to 5T4
by 50% to 80%. See Table 3.
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PEG-SPA (PEG2K) 2 9% 1%

PEG-SBA (PEG5K) ) 79% 79%

 PEG-bis-maleimide ! not
84 43%

(PEGmal2) determined

* fraction of binding to 5T4 lost following antibody modification

Desplte reduced binding, two HBPEQ-AcBut-CallchDMH conjugates, HBPEG2X-
AcBut-CaichDMH and HBPEGma2-AcBut-CalichDMH, proved selectively efficacious for
inducing cytolysis of ST4-exprassing cells in vito. Selective cytotoxicity was cbserved for
He-calicheamicin conjugates that retained only about 30% of binding activity. HSPEG2K-
AcBut-CalichDMH was also more oyioioxic than free calicheamicin and compietely’
destroyed the cell culture et concentrations of 500 ng calicheamicin-per mi of medium. See
Figures GA-0B and Table 4.




ATTY DKT 040000-0317753

Treatment Cell Imes
MDAMB435 | MDAMB435/neo | MDAMB435/5T4
name antlhody| PEG | linker [EDs, (ng/mi){ range (ng/mi)|EDs, rangs (ng-mil)| KD, (ng/mi)] range

cM oo | ronc | none | 3804 | 070700 ) 1190 | 2003000 | 1050(6) | 500-2000
CMA P676 | mone | AcBut | 4100(3) | 2300-7000] 50.00(5) | 2000-9000] 5500 (4) | 20 00-80 00

HE-CM HB | none | AcBu | 300(1) | 300300 | 230(1) | 230230 | 6,04(1) '| 004004

HE-CM HB | mm | AcPac | nd nd 10001) | 100-1.00 | 00261y | 002-002

HBACM HE | oo | Amde | nd nd 40.00 (1) | 4000-40.00 | Z0¥ () | 018018
HEPEG2K CM | HB | PBG2K | AcBu | 3100(2) | 12.00-5000) 41.50(2) | 2300-6000] '260(2) | 2.00.320
HEPEGSK-CM | HB |PEGSK| AcBut | 3600(2) | 2200-5000] 4500(2) | 4000-5000( 31.50(2) | 3000-33 00

HEPEGmal-CM | HB rmmjucnm nd. nd 700(1) | 700700 |” 690(f); | 090-090

Numbers in parentheses Indficate the number of experiments
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To assess the cytotaxiclly of H8-caicheamicin conjugates in vivo, tumors were
prepared In nude mice by subcutansous Injection of MDAMB43&/5T4 cells (human breest
carcinoma cells overexpressing human 5T4 antigen), NCHH157 celle (human non-small cell
ung cancer cells), PC14PES cefls (human non-smal cel lung cancer celis), or N87 cells
{human gastric carcinoma cells). HE-calicheacmicin conjugates and control compounds
were administered by intraperitonsal Injection to lumor-bearing mice In a total of 3 doses
given at 4-day Intervals, l.e., on days 1, 5, and 9. H8-calicheamicin conjugates inhbited
growth of all tumor types. See Figures 10, 11A-11B, 12, 13A-13B, and 14,

To further assess the targeting abllity of antbodies having an He-calicheamicin
conjugates, 8n orthotopic model for non-small cell and smal cell cancer was used,
assertialy as described by Onn et al. (2008) Cin. Cancer Res. 8(15):5532.5530. In brief,
human lung adenocarcinoma (PC14PES) celis’ were Injected Irto tall veins of nude mice,
which then migrated to form wmors In lung. Tumors appeared as solkd nodules in the lung
parenchyma and caused hemorthagic pleurdl effusions containing suspended tumor ceils.
Sse Figurea 15A-15G. Injection of control compounds and H8-calcheacmicin conjugates
were administersd by Intraperitoneal injection 1o tumor-bearing mice beginning et 6 days
after injection of tumor cells for a total of 3 dosea given at 4-day Intervala, Le., on days 8, 10,
and 14, Administration of H8-calicheacmicin conjugates resulted In increased survival of
tumnor-bearing animals. See Figure 16. Administration of unconjugated H8 antibody or the
control conjugate CMA did not reduce the pleural eflusions. However, CMS sglightly
increased the average survival of the tumor-bearing mice. See Figure 17.
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Chimeric and humanized anti-5T4 antbodies were preparad using sequances
desived from the murine H8 antibody and human antibody sequences. The sequences of
represeniative antibodies of the invention are shown in Figures 2Z7A-27F.

Chimeric H8 antibodles were constructed having murine H8 heavy chain and light
chain variable regions sequences and human constant regions sequences (Figures 27A-
278). Representative human constant regions that were used to prepare chimeric and
humanized H8 amtibodies Inciude those of human igG1, human kappa, and human igG4.
Mutations were optionally Introduced to alier constant region effector functions, such as
celiular dependent cytotoxicity (CDC), complement lysls, and antibody 'dependent celiular
cytotoxicity (ADCC). See Figures 2GA-26B. Fprclmhgo!aequmarmdhulgﬂ
constant regions, intronic sequences may optionally be deleted See Example 6. Antibodies
were also prepared wherein one antibody chain comprises the murine H8 variable region (as
in a chimeric antibody) and the other antibody chain comprises a humanized H8 variable
region, Le., a semi-humanized anilbody (Figure 27C).

Humanized H8 variable regions were consiructed to include the CDRs of murine H8
graftad onto humen or substantially human framework regions. The CDRe of the murine HB
antfbody were identified using the AbM definiion, which ls based on sequence variabliity as
woll as the location of the structural loop reglons. Human acceptor:frameworks were
selected on the basis that they were substantially simllar to the framework regions of the
murine H8 antibody, or which were most simiiar to the consansus sequence of the variable
reglon sublamily. See Figures 18-23. Consideration was aiso given to representation of the
framework loci in humans, such that widely represented sequences were preferred over less
populous saquences. Additional mutations of the human franework accepior sequences
wera made, for axample fo resiore muine residues belleved to be Invoived In antigen
contacis and/or residues involved In the structural integrity of the antigen-binding site. The
amino ackd sequence was also optimized for codon preference of CHO cells and to remove -
restriction enzyme siies. A peptide struciure prediction program was used to analyze the
humanized variable heavy and light region sequences 1o identlity and avold posi-translational
protein modification eltes introduced by the humanization design. Uelng this strategy, three
versions of humanized H8 variabla ragions were constructed. Version 1 retains murine H8
residues at positions within the framework saquence believed to be critical for antibody
Integrity and antigen binding. Version 2 retaine murine residues only In the CDRs. Version
3 Is similar fo version 2, with the exception that a consensus variable region sequence was
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ET!UEEE&%E%‘?‘% acceptor framework. The light chain varlable region of the version

3 antbody Is the same as that of the Varelon 2 antibody. SoeFlgumm-ac

The H8 ent-6T4 antibody variable heavy and light regions were cloned using the
SMART® cDNA synthesls (Clontech) followed by PCR amplification. The cDNA was
Wm1mwnmmmmmmmnaam.mmmdnm
the SMART® iIA ofigo with POWERSCRIPT™ reverse transoriptase (Clontech). The cDNA
was then ampiified by PCR using a primer which annesls to the SMART® IIA oligo sequence
and a human constant region specific primer (mouee Kappa for the light chain, mouse IgG1
for tha heavy chain) with VENT® polymerase. Heavy and light chain PCR products were
subcloned into the pEDE expression vector and the nucleic ackd cequance was determined.
This method ls advaniageous in that no prior knowledge of the DNA secuence s required.

- In addition, the resultant DNA sequence Is not altered by use of degenerate PCR primers.

w.&mmwmwnudwﬂdaaeqwﬁdmm
when compared to the published nuciectide saquence (PCT Intsmational Publication No.
WO 98/55607 and in Forsberg et al. (1997) J. Blol. Chem. 272(19):124430-12436). The
noted differences do not alter the prolein sequence. The T (published) to C difference *
present In the codon for amino acid 133 of the heavy chain variabie region comrelates with
the codons ACT and ACC, respectively. Both ACT and ACC code for the amino ecid
threonine (T). The T (published) to C difference present in the codon for amino acld 138 of
the haavy chain variable region correlatas with the codons TCT and TCC, respectively. Both
TCT and TCC code for the amino acld serine (S). The A (published) to C difference present
In the codon for amino acid 128 of the ight chaln variable region correlates with the codons
ATA and ATC, respectively. Both ATA and ATC code for the amino acid Isolsucine (J).

For construction of humantzed H8 light chain variable reglons, the DPK24 gemm Ine
sequance VL-IViocua B3 was used as the acceptor framework. The DPK24 sequence Is
68% Identical to the murine H8 light chain variable region and contalns 18 amino acid
substitulons when compared to the murne H8 light chain framework sequences.
Humanized H8 gt chain variable reglon version 1 maintained murine H8 residues $43,
849, and F87. Mutations which were determinad to Increase expression Include F10S,
T45K, 1838, Y875, F73L, and T778. See Figure 18.

Humanized antbodies were also constructed using framework regions of the light
chain variable region of gemline clons subgroups Vxili and Vxl. See Figures 18-20. In
particular, antbodies that Include light chain Vil subgroups framework regions and the
disciosed humanized H8 anilbody version 1 are both highly expreesed and stable. Nine
mutations (T7S, D17E, V18A, S50Y, 1838, Y87S, F73L, T77S, and Fa7Y) for humanization
of the H8 light chain variable region basad on the Vil germiine frameworks L16, L2, A27,
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compromise binding affinity. Similary, ten mutations (178, F10S, V18A, T46K, S50Y, 1683S,
T87S, F73L, T77S, and F87Y) for humanization of the H8 light chain variable region based
on the gemmiine frameworks from subgroup Vxd have been Introduced In humanized HB
antbody without afiecting binding affinity. In addition, substitutions of emino ackis at
positions 1, 9, 10, 12, 15, 22, 43, 45, and 83 of the H8 Eght chain variable region do not
aftect antigen binding.

For construction of humanized H8 heavy chaln variable reglons, the DP75 gemn line
sequence VH-llocus 1-02 was used as the acceptor sequence. The DP75 sequence ls 65%
identical to the muine HB heavy chain varlable reglon and comaine 28 amino acid
substitutions when compared to the murine H8 heavy chain framework sequence.
Humantzed H8 heavy chaln variable region version 1 maintalned murine H8 residues K38
and 40, which are important for antigen contact with the heavy chain and light chain
variable regions, as well as 148, which Is important for antigen contact with the variable
reglons and with COR2. See Figure 21. Altematively, humanized H8 heavy chain version 3
waa prepared using a heavy chaln variable region subgroup consensus sequence. The
consensus sequence containg 25 amino acld substiutions when compared to the murine. H8
hsavy chain framework sequence. See Figures 22-23,

The humanized H8 haavy chain and light chain variable regions were constructed by
annealing together overlapping oligonuclsotidas and ligating them into the pED6 expression
vector containing a human antibody constant reglon. Humanized heavy chain and Eght
chain varable regions may also be constructed ueing PCR mutagenesis or afte-directad
mutagenseis. Design of the oligonuclectides Included optimization of codon usage for CHO
cell axpression and removal of restriction enzyme sites. A Bg/ | restriction site waa removed
from the HB variable heavy reglon. Oligonucleotides used to synthesize humanized H8 fight
chain varisble region version 1 are set forth as SEQ 1D NOs:27-32. Oligonuclectides used
to synthesize humanized H8 light chain variable region verslon 2 are set forth as SEQ ID
NOe:33-38. Oligonucieotides used to synthesize humanized H8 heavy chain variable region
verslon 1 are cel forth as SEQ ID NOs:37-44. Oligonuciectides wsed to syntheslze
humanized H8 heavy chain variable region version 2 are set forth as SEQ ID NOs:37, 30-42,
and 44-46. Oligonuciectides used to synthesize humanized H8 heavy chain variable reglon
version 3 are set forth as SEQ 1D NOs:37, 40, 41, and 44-48.

To assess the novelty of the humanized H8 variable reglon sequences, BLASTp
searchee (for proteln query sequences) were conducted using default parameters of
Expect=10, Word Size=3, a low complexity fllter, and the BLOSUME2 matrix, permiitting gap
costs of existence=11, and exiension=1. BLASTn searches (for nucleotide query sequences)
were conducted using default parameters of Expect=10, Word Size=11, and a low
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query sequence, ranked In order of E value, which is an indicator of the statistical
significance of matches identified In the detabase. Sequences most clossly related to the
humanized variable region sequences used for BLAST analysls are identifiled In Table 5
(BLASTp) and Table 8 (BLASTn). The BLAST resuls and an alignment of each query
sequence with the most closely related subject sequence are shown i Figures 25A-250.

Jable §
ELASTD Analvels
identhty (%) of Deactiod Josest Subject
Query Sequence | Closast Subject o C S Fgure
Sequence
Sequence
VL version 1 glj229628|ptf{751423A
7% 25A
(SEQ ID NO:17) protein Lan, Bence-~Jones
VL version 2 0l|229528|prij751423A
80% 25C
{SEQ ID NO:23) protein Len, Bence-Jones
VH ] gi|181781|gh]AAB18857.1
82% 258
(SEQ ID NO:18) "o saplens immunogiobulln - IgM
heavy chain VH1 region
H " gll181781)ghb|AAB16857.1
B85% Homo saplens unoglobuln 25D
(SEQ ID NO:21) tmm oM
heavy chain VH1 reglon
VH version 3 oll17830658|gb]AAH18337.1|
80% 25E
(SEQ ID NO:18) Homo sapiens IGHG1 protein
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Jable @
BLASTn Analvals
ey ) Deecription of Closest Subject
Query Sequence | Closest Subject Fgue
Sequence
Sequence
gl|7768338|gb|AF206032.1
VL version 1
80% Mus muscuius hybridoma 18B2-A1 ant- | 254 25K
(SEQ ID NO=81) myosin Imm kgt chaln
variable region mRANA, partial cds
9i[7768336|gb]AF206032.1
VL verelon 2
88% Mus muscuks hybridoma 18B2-A1 | 25r.05q
(SEQ ID NO=22) ant-myosin immunogiobulin light chain
variable region mRNA, partial cds
0i/34539540]gb] AY260676. 1
VH vanaion 1
(SEQ ID NO:82) immunoolobul MU o
variable region mRNA, pertial cds
VH version 2 gl}47109385]emb]AJ7045368.1
oo% § 25H-251
(SEQ ID NO:20) synthetic construct for anti-PLAP ScFv
antibody, cione GLC4
471 i
VH verslon 8 gl|47109385|embjAJ704536.1| |
o Synthetic construct for anti-PLAP ScFy | 250250
(SEQ ID NO:83)
antibody, clone GLC4

To confirm that the chimeric and humanized antibodies could be expressed, COS-1
cells were transiently transfecied with plasmids encoding representative anti-5T4 antibodies
of the Invention. After a period ol 48 hours, the ceill culture medium was assayed to
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PET/US%?&%M% 1gG antibodies using an ELISA. As shown In Table 7, all of the
anll-Eﬂaﬂbocbu weare axpreesed. '

Antibody human IgG incell cufture | foid Increase in expression
medium (ug/mi) relative to chimeric H8
Chimeric HB 05 j
(MVH /mV1) )
Semi-Humanized HB
8.4 17
(mVH /hvL1)
Humantrad H8 version 1 3.6 7
(hVH1 / hVL1) )
Humanized H8 version 2/1 ]
20 4
(hVH2/ hVL1) :
Humanized H8 version 1/2
43 -, -9
(VH1/hV12)
Humanized H8 version 2 21 W
(hVH2 / hvL2) "

mVH, murine H8 heavy chain variable region ]

mVL, murine H8 light chain variabls region

hVH1, humankzed HB8 heavy chaln variable region version 1

hVL1, humanized H8 light chain variabie region version 1

hVH2, humanized HB heavy chain variable region version 2

hVL2, humantzed H8 light chaln variable region version 2

To amsess the binding specificily and affinity of chimeric and humanized H8
antbodlea, BIACORE® analysis was performed using human 5T4 antigen immobiitzed on a
CM5 chip. BIACORE® technology utilizes changes In the refractive index at the surface
layer upon binding of the antibody to the 5T4 antigen immobfized on the layer. Binding le
detacted by surface plasmon resonance (SPR) of laser light refracting from the surface.
Analysis of the signal kinetics on rate and off rate aliows the diacrimination between non-
specific and epeclic interaction. The concentration of antibody used was In the range of
12.5 nM to 200 nM. See Table 8. Chimeric, semi-humanized, and humantzed H8 antibodies

performed simiarly to the murine H8 antibody in the BIACORE® assay.
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Results of BIACORE® Assay
Antibody KD (M) kd {1/s) ka (1/Ms)
MurneH8 . 5BX10° | 58X10° | 1.0X10°
Chimeric H8
30X10" | 42X10° 1
(mVH / mVL) ' Ax 10! '
Humanizsd HE version 1 gax10™ | 78x10* | oex10*
(hVH1 /hVL1)
Humanized HE varsion 2 12x10® | 18%x10° | 11x10°
(hVH2 / hVL2)
uman HB version 3
Humanized HA ve 12X10™ [ 19%x10° | 15x10°
(hVH3 / hVL2)

mVH, murine HB heavy chain variable region

mVL, murine H8 fight chain variable reglon

hVH1, humantzed H8 heavy chain variable region version 1

hvL1, umanized HE ight chain variable region version 1

hvH2, hunanized H8 heavy chain variable region version 2

hVL2, humanized HB lght chain varlable region version 2

hVH3, humantzed H8 heavy chain variable region verelon 3

To assess selectivity of binding, FACS analysls was perfonmed to datect 5T4 antigen
on MDAMB435/neo cells or on MDAMBA43E/5T4 celle using murine HB8, chimeric versions of
H8, and humanized versions of HB at the indicated concentrations. Al antibodies show
aslactive binding to 5T4-expresaing cells. See Figures 28A-268.

‘The binding properties of chimeric HB antlbody and humanizad H8 versions 1-3 were
determined using a competitive binding assay as followa. ELISA plates were coated with
human 5T4 antigen. To each well was added 100u! of 1ug/ml 5T4 antigen in PBS-CMF pH
72. The plates were Incubated ovemight at 4°C. After coating with antigen, plates were
washed In a blocking solution of 0.02% casein in PBS-CMF, pH 7.2 for 2-4 hours at room
temperature. Serial dilutions of 260ng/mi chimevic H8 antibody In assay buffer (0.5% BSA +
0.02% TWEEN®-20 In PBS) were prepared, transferred to the coated and blocked ELISA
plate, and incubated for 1-2 houra at room temperature. Plates were washed 4 times with
200 p) of 0.03% TWEEN®-20 In PBS. The signal was developed for 10-15 minutes at room
temperature following addition of 100 BIOFX® TMB (Blolx Labomtories, Inc. of

Randafistown, Maryland) per well. The reaction was stopped by addition of 100l per well of
0.18 N HeSO,. All Incubation and wash steps were performed with gentle agitation. ELISA
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plates were read at 450nm. The EDEO of biotinylated antibody binding 1o antigen was
determined by plotiing ODsso (duplcate data points averaged) as a function of biotinylated
antibody concentration. Competition ELISAs were petformed by preparing coated and
blocked ELISA plates as above, transfeming to such plates serial diiutions of test antibody
along with biotinylated chimeric H8 antibody at the calculated EDS0 concentration. The blotin
label was ampified using streptavidin-HRP dliuted 1:10,000 In assay bulfer, followed by
signal development and quantification as above. See Figure 20.

To assess whether humanized ant-6T4 antibodles are intamalized following binding
io 5T4 antigen, the amount of antibody detected at the cell surlace of MDAMB435/5T4 celis
wes determined using FACS analysis as described in Exampie 1. As observed for chimeric
H8 antbody and H8 antibody/calicheamicin conjugates, humanized H8 antbodies were |
intemalized by 5T4-expressing cells. See Figure 30,

For large scale producton of humanized H8 antiodies, stable CHO cell Iines that
express humanized HB8 versions 1-3 were prepared. As an Initial step, the level of antibody
production was assessed following transient expression of the encoding vectors in COS-1
calls. DNA encoding humanized H8 heavy chains and lght chains were subcloned Into the
bi-clstronic expression vectors pPSMED2 (methotrexate resistance) and pSMEN2 (neomycin
resistance), reapectively. The three humanized HE8 antihodies were expressed at similar
levels, which were greater than that observed for chimeric H8 antibody. See Figure 31.

For expression In CHO ceiis, the human IgG4 mutated conetant region was turther
optimized by removing three introns, which resulted in higher expression and stability of
humanized H8 antfbodies. CHO cell ines expreesing humanized HB anthodies were
prepared by co-transfecting pSMED2_huH8 heavy chain and pSMEN2_huH8 light chaln Into
the pre-adaptad CHO Dukx cell Ine 153.8. The expression lavel of the lead clons, selacted
In 50 nM methotrexate, had an average titer of 17 mg/iiter/24 hours and an average cellular
productivity of 10 pg/10° cella’24 hours. The lead pool, selected in 50 nM methotrexate and
G418 {1 mg/ml), had an average thter of 8 mgilier/24 hours and ks average cslular
productivity was 8 1g/10° cefie/24 hours.
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Humanized H8 antibodles were conjugated to calicheamicin essentially as described
In Example 2. Addlives deoxycholate and sodium decancate each produced a conjugate
with Jow levels of unconjugated protein and aggregate. See Table 9.

‘End of reaction data
Proteln | Loading
Additive/conc (mg/mL) | (mcg/mg) |Aggregate] LCF
Deoxycholate/10mM 5.27 78.9 7.1 1.88
[Decanoate/ 37.5mM 4.96 84.8 7.07 0

The binding kinetics of murine H8, humanized H8, and humanized H8 calicheamicin
conjugate were compared by plasmon resonance, essentially as described in Example 2.
The conjugate sample contalned 61 pg CallchDMH per mg protein, 1% free antbody, and
14 % aggregate. The binding properies of humanized H8 version 2-calicheamicin
conjugates were comparable to that of murine H8-caficheamicin conjugates (Table 10),
indicating that neither humanlzation of ths antibody nor conjugation to calicheamicin affected
the binding to 574. Theee resulta were independently confirmed by determining the binding
of the antihodles and conjugates on 5T4 expressing tumar celis using fiow cytometry.

Conjugate KD (M) kd (18} | i (1Ms)
Murine H8/CM 5BX10™° | 56X10° | 10X 10°
Humanized H8 version 2/ CM 1.7X10° | 20X10° | 12X 10°
Humanized He version 2 / AcBut/ CalichDMH | 26X 10™ | 34X 1 13X10° |
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To assees cylotoxicly of humanized HB-calicheamicin conjugates in wino,
MDAMB435/5T4 cells (human breast carcinoma cells overexpressing human 5T4 antigen)
and MDAMBA435/nec cells (control cells) were cultured In the presence of antibody-
calicheamicin conjugates or free calicheamicin, essentiafly as described by Boghaert et al.
(2004), Clin. Cancer Fles., 10: 4538-4549. In Table 11, the cytotoxicity of each agent Is
reported as ED50 (ng/ml), which le the amount of calicheamicin given as conjugate or as
free drug that caused 50% reduction of a cell culture relative to an untreated control. The
number of cells in culture was determined using a vital dye (MTS) following 98 hours of drug '
exposure. The EDS0 or the conjugats was consietently lower (3-fold t 6-fold) when added to
MDAMB435/6T4 cells than when added to MDAMB435/nseo cells.

The cytotoxiclly of humanized H8-calicheamicin conjugates was also assessed using
MDAMB435/5T4 and MDAMB435/neo cells cullured In a manner suitable for spherold
growth. This model approodmatee the conditions of a developing tumor and has an inherant
greater resistance to cytotmde drugs. Another advarage of the modet is that it allows longer
culturing perlods. Following 144 hours of culture in the presence of antibody-celicheamicin
conjugstes or free calicheamicin, the dimensions of each spheroid was determined. As
shown In Table 12, the EDS0 of huH8-AcBut-CaEchDMH was 6-fold lower when added to
MDAMB435/5T4 celis than when added to MDAMB435/neo calle. _

Using either assay, humanized HB-calicheamicin conjugates were substantially more
potent at inducing cytotoxicky and Inhbiting spheroid growth when compared to free
calicheamikin or to CMA-676, an anil-CD33-calicheamicin conjugate. Selactive toxicity of
PC14PES celis could be demonstrated In a colony forming assay and spheroki assay but not
in a vital dye assay. The results demonstrate that the cytotoxicity of the conjugate relates
directly to the amount of 5T4 expressed by the cells. In addition the conjugate is more

afficacious than free drug (CalichDMH) or control conjugate (CMA-678).
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Baaylts for MTS Asaqy

Cells MDAMB435/5T4 MDAMB435/neo

Experiment A B A B
’ EDS0 (ng/mf) CalichDMH 10 4 23 22

EDB5O (ng/ml) huH8-AcBut-CallchDMH |  0.15 0.13 0.43 08

ED50 (ng/ml) CMA-6768 40 >400 30 70

X-old potency of huHg-AcBut- 100 31 53 28

CalichDMH compared to CalichDMH '

X-fold potency of huH8-AcBut- 27 ' >3,077 70 80

CalichDMH compared to CMA-G76

CafichDMH, free calicheamicin .

huH8-AcBut-CalichDMH, humantzed H8 antibody conjugated to calicheamicin using
4-(4'-acetylphenoxy)butanoic acld {AcBut)

CMA-878, anti-CD33 antibody conjugates to cakicheamicin

Experiments A & B, experiments psrformed on separaie days

Tabie 12 -
Resuls for Spharoid Growth Assay

Cells ' MDAMB435/6T4 | MDAMB435/heo
ED50 (ng/ml) CalichDMH 18 2
ED50 (ng/mil) huHB-AcBut-CallchDMH 0.5 0.08
EDS0 (ng/ml) CMA-676 11 3.2
X-fold potency of huH8-AcBut- 32 25
CallchDMH compared to CailchDMH
X-fold potency of huM8-AcBut- 2 40
CalichDMH compared to CMA-676

CalichDMH, free calicheamicin

huHB-AcBut-CalchDMH, humanized H8 antlbody conjugated to calicheamicin using
4-{4"-acetyiphenoxy)btnanoic acld (AcBut)

CMA-676, antl-CD33 antibody conjugates 1o calicheamicin
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Toalasensmecybtoxldtydlunanlzad HB-calichsamicin conjugates /n vivo, tumors

were prepared in nude mice by subcutaneous Injection of N87 cells (human gastric
carcinoma celis), MDAMB435/5T4 cells (human breast carcinoma cells overexpressing
human 5T4 antigen), or PCI4PES celia (humap non-emall cell lung cancer cells).
Humanized HB-calicheacmicin conjugaiee and control agents were administered by
intraperitonesl injection to tumor-bearing mice In a total of 8 doses given at 4-day intervals, |
le., on days 1, 5, and 9 following selection of tumors having achleved a alze of
approximately 0.08 cm? (Figures 33A-33C, 34A-34C, 35A-35C, and 35E) or on days 19, 23,
and 27 following selection of tunors having achleved a stze of 1.08 cm® (Figure 35D). In -
one study, animals bearing relapsed tumore were treated (Figure 35E). A total of 11 animals
were treated with humanized H8-calicheamicin conjugates, and 13 animals ' were treated with
the indicated control substances. '

Response rates to therapy were determined 99 days after the first dose. Complete
reaponss mate (CR) Is the pemenhged‘.urvlvtumbﬁwhahnouluumhrorqulh
the average inltial tumor volume of the group. Parilal response rate (PR) ls the percentage
of surviving mice with a tumor size smaller or equal to twice the average injtial tumor volume
of the group. Total response (TR) e the sum of CR and PR. No response (NR) le calculated
as (100-TH). See Figures 33C, 34C, and 35C. Humanized He-calicheamicin conjugatas
inhibited growth of all tumor types. Sse Figures 33A-33B, 34A-34B, 35A-35D, and 36A-36B.
The amount of huH8-AcBut-CalichDMH needed to inhibit PC14PES cells, Le, the minimal
affective dose, is at least 16-fold lower than the maximal non-ethal doss.
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CLAIMS

"4, A chimeric or humanized ant-5T4 anibody comgrising at least one iight chain
or at least one heavy chain, or a chimeric or humanized fragment thereof, wherein the
antibody or antibody fragment _ .

(8)  specilically binds to human 5T4 anigen with a binding affinity of at
least about 1x 107 M to about 1 x 107 M;

{t)  spechically binds to human 5T4 antigen with a binding affinity greater
than 1 x 10" M;

{c)  specilically binds to human 5T4 antigen with a binding affinity greater
than 5x 107 M;

(d)  speclically binds 1o human 5T4 antigen with a binding affinlty greater
than a binding affinlty of murine H8 ant-5T4 antibody binding to
humen 5T4 antigen; ',

(e)  specKically targets 5T4-expressing cells in vivo;

(1] competes for binding to human 5T4 antigen with an antibody of any

ane of (a)-(e); .
(@  epecifically binds to an epltope bound by any one of {a)~(e); or
(h) comprises an antigen binding domain of any one of {a)~(e).

2, The chimeria or humanizad ant-5T4 antibody or antibody fragment of claim 1
comprising constant reglons derived from humah constant reglons.

8. The chimeric or humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment of claim 2,
wherein the human light chain constart region ia derived from human kappa Rght chain
constant region.

4, The chimeric or humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment of claim 2,
whersin the human heavy chain constant reglon s derived from a human igG1 or human
ig34 heavy chaln constant region.

5. The chimeric or humanized anti-5T4 antibody or antibody fragment of claim 4,
whersin the human IgG1 heavy chaln constant region comprises an amino acld sequencs of
any ons of SEQ ID NOa:25 or 85-88.

8.  The chimeric or humeanized ant-5T4 antibody or antbody fragment of claim 4,
wherein the human IgG4 heavy chain constant reglon comprisas proline at position 241.
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PCTIUEDI';.’PBH&%& anti-5T4 antibody or antibody fragment of claim 1, wherein the
light chain variable region sequence comprises amino acids 1-107 of SEQ ID-NO:1.

8. The chimeric ant-6T4 antbody or antibody fragment of claim 1, wherein the
heavy chailn variable region sequernce comprises amino acikis 1-120 of SEQ ID NO2.

9. The chimeric anti-5T4 antibody or antibody fragment of claim 1, wherein the
light chain comprises a variable region comprising an amino acki sequence of residues 1-
107 of SEQ ID NO:1, and wherein the heavy chaln comprises a variable reglon comprising
an amino acld sequence of residues 1-120 of SEQ 1D NO=2.

10. The chimeric anti-6T4 antibody or antibody fragment of claim 1, whersin
(a) the light chain comprises an amino acid sequence of SEQ ID NO:1,
and the heavy chain comprises an amino acid sequence of SEQ ID
NO=2; or '
(b) the light chaln comprises an amiho acld sequence of SEQ ID NO:3,
and the heavy chain comprises an amino acid sequence of SEQ ID
NO:4.

11.  The humanized anti-5T4 antibody or antibody fragment of ciaim 1, wherein
the variable reglon of the at least one light chain or at least one heavy chaln comprises:
(@) framework regions comprising residues of a human antibody
framework reglon; and . ‘
(b) one or more CDRs of the light chain variable region of SEQ ID NO:17
or one or more CDRs of the heavy chain varlable region of SEQ ID
NO:18.

12.  The humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment of clakm 11, wherein
the framework reglons comprige:
(a) a human antibody light chain framework region of a DPK24 subgroup
IV germ fine clone, a Vil subgroup, or a Vid subgroup gemn fne
clone;
(b} a human amtbbody heavy chain framework region selected from the
group consisting of DP-75, DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b and VI-3 (VH1-
03), DP-15 and V1-8 (VH1-08), DP-14 and V1-18 (VH1-18), DP-5 and
V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-48), DP-10, DA-6 and
YAC-7 (VH1-68), DP-88 (VH1-e), DP-3 and DA-8 (VH1);
-76-
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of (a}(c).

13. The humanized ant-5T4 antbody or antibody fregment of claim 11
comprising at least two CDRe of SEQ 1D NOe:17 or 18.

14. The humanized antl-5T4 antibody or anthbaody fragment of claim 13, wherein
the light chain comprises a variable region comprising at lsast two of three CDRs of SEQ ID
NO:17,

15." The humanized ant-5T4 antibody or anilbody fragment of claim 14, wherein
the light chain comprises a variable region compl‘hi:lgﬂ'IMCDHstEQ ID NO:17.

16. The humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment of claim 11, wherein
the heavy chain comprises a variable region comprising at least two of three CDRs of SEQ -
iD NO:18.

17. The humanized ant-5T4 u_ml:odyorarnbodyfmnem of claim 18, wherein
the heavy chain comprises a variabile region comprising thres CORs of SEQ 1D NO:18.

18,  The humantzed anti-5T4 antibody or antibody fragment of claim 11, whereln
the light chain comprises the CDRs of SEQ ID NOe:17-18.

19. The humanized ant-5T4 antthody or antibody fragment of claim 1, wherein
the light chain variable region sequence comprises: .
(a) anamino acid sequence of SEQ ID NO:17 or 23;
(b) an amino acid sequence that ls at least 78% Identical to SEQ ID '
NC:17: or
{c) an amino ackd sequence that Is at least 81% Identical w0 SEQ ID
NO:23,

20. The humanized ani-5T4 anthody or antbody fragment of claim 1, wherein
the light chain variable reglon sequence Is encoded by a nuclelc acid comprising:
(a) anucisotide sequence of SEQ ID NO22 or 81;
()  anucleotide sequence that Is at least 80% Identical to the nuclelc acld
of SEQ ID NO22;
-77-
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+ () anuclectkie sequence thal Is ai least 81% identical to the nucielc acid

of SEQ ID NO:81; or _
(d  anucleic acld that specitically hybridizes to the complement of SEQ ID
NO:22 or SEQ 1D NO:81 under stringent hybridization conditions.

21.  The humanized anti-5T4 anihbody or antibody fragment of claim 1, wherein
the heavy chain variable region sequence comprises:
() an amino ecld saquence eet forth as any one of SEQ ID NOs:18, 19,
and 21;
()  an amho ackl sequence that Is at least 83% Identical to SEQ 1D
NO:18;
{¢) an amino acid sequence that Is at least 81% identical to SEQ ID
NO:18:; or '
(d an amino acld sequence that-Is &l least 86% kientical to SEQ ID
NO:21.

22. The humantzed ant-5T4 antbody or antbody fragment of claim 1, wherein
the heavy chaln variable region sequence is encoded by a nuclelc acid compriaing:

(a) anucleotide sequence of SEQ ID NO=220, 82, or 83;

() & nucieolide sequence that s at least 91% Identical io the nucieic acld
of SEQ ID NO:20 or SEQ ID NO:83; '

(c) a nuclaotide uquaneema'thatlaaslu% idenical to the nuclelc acid
of SEQ ID NO:82; or

(d a nucleic acld that specifically. hybriiizes to the complement of any
one of SEQ ID NOs:20, 82, and 83 under ehingent hybridization
conditions.

23. A humanized arti-5T4 antibody or antibody fragment comprising:
(@) a light chain variable reglon comprising an amino acld sequence of
residues 1-107 of BEQ 1D NO:5, and a heavy chain variable region
comprising an amino acid sequencs cf residues 1-120 of SEQ ID
NO:6; or
(b) alight chaln amino acid sequence of SEQ ID NO:5, and a heavy chain
amino acid sequence of SEQ ID NO:6.
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ized ant-5T4 antibody or antibody fragmaent compiising:

a light chain variable reglon comprising an amino acld sequence of
residuea 1-107 of SEQ ID NO:7, and a heavy chain variable region
comprising an amino acid sequence of reskiuea 1-120 of SEQ 1D
NO:8; or .

a light chain amino acid sequence of SEQ ID NO:7, and a heavy chain
amino acid sequence of SEQ ID NOS,

A humanized anti-5T4 antibody oraml:'odyfragnem comprising:
a light chain varlable reglon comprising an amino acid sequence of

(a)

(b

residues 1-107 of SEQ ID NO:9, and a heavy chain variable region
comprising an amino ackd sequence of reskdues'1-120 of SEQ ID
NO:10; or .

a light chain amino acki sequence of SEQ |D NO:9, and a heavy chain
amino acid sequence of SEQ ID NO:10.

A humanized ant-5T4 antibody or antibody ﬁmuu.mpmlng:

{a)

{®)

& light chain variable region comprising an amino acid sequence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain variable region

" comprising an amino acid saquence of residues 1-120 of SEQ ID

NO:12; or . .
a light chain amino acld sequence of SEQ ID NO:11, and a heavy
chain amino acld sequence of SEQ ID NO:12.

A humanized anti-5T4 antibody or antbody fragment comprising:

(a)

(b)

a light chain variable region comprising an amino acld sequence of
resilues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain variable region
comprising an amino acld sequence of SEQ ID NO:19; or

a light chain amino acid sequence of SEQ D NO:11, and a heavy
chain amino acld saquence of SEQ ID NO:84.

A humanized ant-5T4 antibody or antibody fragment comprising:

(a)

a hight chain variable region comprising an amino acid sequence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain variable region
comprising an amino ackd sequence of resldues 1-120 of SEQ ID
NO:8; or
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chain amino acld sequence of SEQ ID NO:8.
29.  An antibody/drug conjugate for drug delivery comprising:
(a) achimeric or humanized ant-5T4 aniibody or antibody fragment; and
() & drug, which ls directly or indirectly bound to the antibody or antibody
fragment.

30. The antbody/drug conjugate of claim 29, wherein the chimeric or humanized
am-5T4 antibody or antibody fragment:

(a) specifically binds to human 5T4 antigen with a binding affinity of at
least about 1 x 107 M to about 1 x 1072 M;

(b) spaciically binds to human §T4 antigen with a binding affinlty greater
than 1 x 10™ M: '

(¢) spacifically binds 1o human 5‘I‘4amlgen with a binding affinity greater
than 5x 101" M :

(d) epeclhallybhchbrunanﬂ4anﬂgenwlm=_bm:ﬂhnygrem
than a binding affinlly of murine H8 anti-5T4 antibody binding to
human 5T4 antigen;

(e) specifically targets ST4-expressing cells in vivo; .

n competss for binding to human 5T4 aniigen with an antibody of any

. one of {a)-(e); '

{g) speciically binds 1o an epltope bound by any one of (a)-(e); or

(h)  comprees an antigen bihding domaln of any one of (a)-(e)

31.  The antibodyidrug conjugats of clalm 29, whereln the chimeric or humanized
ant-6T4 antbody or antibocly fragment comprises:
(a) a Bght chain variable reglon compriaing an amino acld sequence of
reeldues 1-107 of SEQ ID NO:5, and a heavy chain variable region
comprising an amino acld sequence of residues 1-120 of SEQ) ID
NO:6; or
{b) afight chain amino acid sequence of SEQ ID NO:5, and a heavy chain
amino acid sequence of SEQ ID NOS.

32. The antibody/drug conjugate of claim 29, whereln the chimeric or humanized
ani-574 antibody or antibody fragment comprises:
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PETIUSHSJ’%S‘:L%% chain varlable region comprising an amino acld sequernce of
residues 1-107 of SEQ ID NO:7, and a heavy chain variable region
comprising an amino acid sequence of residues 1-120 of SEQ ID
NO:8; or
(b)  alight chaln amino acid sequence of SEQ ID NO:7, and a heavy chain
amino acid sequence of SEQ ID NOS. .

33. The antibody/drug conjugate of claim 29, wherein the chimeric or humanized
antl-5T4 antibody or antlbody fragment comprises:
(a) a light chain variable raglon comprising an amino ackd sequence of
residuea 1-107 of SEQ ID NO:8, and a heavy chain variable region
comprising an amino acid sequence of residues 1-120 of SEQ ID
NO:10; or
(b) alight chain amino acld sequence of SEQ ID NO:9, and a heavy chain
amino acki sequence of SEQ ID NO:10.

34. The antibody/drug conjugate of claim 28, wherein the chimeric or humanized
anti-6T4 antibody or antibody fragment comprises:
(a) a ight chain variable region comprising an amino acid saquence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain vartable region
comprising an amino acid saequence of reskiues .1-120 of SEQ ID
NO:12; or ' .
() a light chain amino ackd sequence of SEQ ID NO:11, and a heavy
chain amino acki sequence of SEQ ID NO:12,

85. The antibody/drug conjugate of claim 20, wherein the chimeric or humanlzed
anti-5T74 antibody or antibody fragment comprises:

(a) a light chain variable reglon comprising an amino acid sequence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and & heavy chain variable region
campriaing an amino acld sequence of SEQ ID NO:18; ar

(b) a light chain amino acid sequence of SEQ ID NO:11, and a heavy
chain amino acld sequence of SEQ ID NO:84,

368. The antbody/drug conjugate of claim 28, wherein the chimeric or humanixed
anti-5T4 antbody or antibody fragment comprises: '
(a) a light chain variable region comprising an amino acid sequence of
residues 1-107 of SEQ ID NO:11, and a heavy chain variable region
-81-
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USOS /32108 ing an amino acid sequence of residues 1-120 of SEQ ID

NO:8; or )
()  a Ight chain amino acid saquence of SEQ ID NO:11, and & heavy
chain amino acld sequence of SEQ ID NO8. .

7. - mmwmmmdcﬁmzo.mmulmb-mmwc
agent selected from the group .consisting of a cylotaxdn, a radioisotope, an
immunomodulatory agert, an ant-anglogenic agert, an ant-proliferative agent, a pro-
apoptotic agent, a chemotherapsutic agent, and a therapeutic nuclelc acid.

38. The antibodyidrug conjugate of claim 37, wherein the therapeutic agent is a
Wﬂ. i ]

39. The antibody/drug conjugate of claim 38, wherein the cytotoxin Is an
antiblotic, an Inhibitor of tubulin polymerization, an alkylating agent, a protein synthesis
inhibitor, a protein kinase inhbbitor, a phosphatase Inhibltor, a topolsomerase inhibitor, or an .
enzyme.

40. The antibody/drug conjugate of claim 30, wherein the cytotoxin Is an

41. The antbodydrug conjugate of claim 40, whereln the antbiotic s
calicheamiein.

42.  The antibody/drug conjugate of claim 41, wherein the calicheamicin Is an N-
acetyl derivetive or disuifide anslog of calicheamicin.

43. The anthody/drug conjugate of claim 42, wherein the calicheamicin la N-
acetyl- y-calicheamioin.

44, The antthody/drug conjugaie of claim 29, wherein the drug s bound to the
antibody via a linker.

456. The antibody/drug conjupete of claim 44, wherein the linker is selected from
the group consieting of 4-(4'acetyiphenoxy)butancic acid (AcBut), S-acetylphenyl acidic acid
{(AcPac), 4-maercapio-4-methyl-pentanoic acid (Amide), and derivatives therecf.
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the cells with an antibody/drug conjugate comprising ()} @ chimeric or humantzed ant-5T4
antibody of entibody fragment, and (i) a drug which Is bound o the humanized ant-5T4

antbody or antbbady fragment directly or indirectly.
47. The method 2! clalm 46, wherein the drug le Intemallzed In e target call.

48. A methed for treating a subject having a 5T4-positive cancer, sald method
comprising administering to the subject a therapeutically effective amount of an anti-5T4
antibody/drnig conjugate comprising () a chimeric or humanized an-5T4 antibody or
antbody fragment, and (i) a therapeutic agent which is bound fo the chimeric or humanized
anti-6T4 antihody or anttbody fragrment directly or indirectly.

48. The method of claim 48, wherein the anii-5T4 antihody/drug conjugats Is a
ant-5T4 antibody/calicheamicin conjugate, and further comprising administering a second
therapeutic agent, whereln the amti-5T4/calichsamicin conjugate and the second therapeutic
agent are administered concurrently or consecuiively in elther order,
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118 DIGMTQSPEBLEASVGDEVTITC| RABQGISS[- -- WIA
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Hum H8 V3 qvQLVQSGAEVEKKPGASVKVSCE
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- . FIG. 24A

Humanized HB8 anti-5T4 version 1 VL. (nucleotide sequence) (SEQ ID NO:81)
GATATTGTGATGACCCAGTCCCCCGACTGCCTGGCCGTTTCACTGGGAGAGAGGGCC
ACCATAAACTGCAAGGCCAGTCAGAGTGTGAGTAATGATGTGGCTTGGTACCAACAG
AAGCCAGGGCAGTCCCCTAAGCTGCTCATATCCTATACATCCAGTCGCTACGCTGGA
GTCCCTGATCGCTTCTCCGGCAGTGGATCCGEGACCGATTTCACTCTGACCATCAGT
TCCTTGCAGGCTGAAGACGTGGCAGTTTATT T CTGTCAGCARGATTATAATTCTCCT
CCCACCTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Humanized H8 antl-5T4 version 1 VL (protein sequence) (SEQ ID NO:17)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVSNDVAWYQQOKPGQSPKLLISYTSSRYAG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYFCQODYNSPEPTFGGGTKLEIK

Humanized H8 anti-5T4 VL version 2 (nucleic acid sequence) (SEQ 1D
NO:22)

. GATATTGTGATGACCCAGTCCCCCGACTCCCTGGCCGTTTCACTGGGAGAGAGGGCC
ACCATAAACTGcAAGGCCAGTCAGAGTGTGAGTAATGATGTGGéTTGGTACCAACAG
AAGCCAGGGCAGCCCCCTAAGCTGCTCATATACTATACATCCAGTCGCTACGCTGGA
GTCCCTGATCGCTTCTCCGGCAGTGGATCCGGGACCGATTTCACTCTGACCATCAGC
TCCTTGCAGGCTGAAGACGTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAAGATTATARTTCTCCT
CCCACCTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA

Humanized HB anti-5T4 VL version 2 (protein sequence) (SEQ ID NO:23)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVSNDVAWYQOKPGQPPKLLIYYTSSRYAG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQDYNSPPTFGGGTKLEIK
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' FIG. 248

Humanized H8 anti-5T4 version 1 VH (nucieoctide sequence) (SEQ ID NO:82)
CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCCGAGETGAAGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACTACATGCACTGGGTGAAG
CAGAGCCCCGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGACGTATTAATCCTARCARTGGTGTT
ACTCTCTACAACCAGARATTCARGGACCGCGTGACCATGACTCGCGACACCTCCATC
TCCACAGCCTACATGGAGCTCTCCCGCCTGCGCTCTGACGACACCGCCGTCTATTAC
TGTGCACGCTCCACTATGATTACCAACTATGTTATGGACTACTGGGGTCAAGGCACC
CTGGTCACCGTCTCCTCA

Humanlzed H8 anti-5T4 version 1 VH (protein sequence) (SEQ 1D NO:18)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSETGY YMHNVKQS PGQGLEWIGRINENNGV
TLYNQKFKDRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARSTMITNYVMDYRGQGT
LVTVSS

L Humanized H8 anti-5T4 VH version 2 (nucleotide sequencs) (SEQ ID NO:20)
CAGGTCCBGCTGGTGCBGTCTGGAGCCGAGGfGABGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACTACATGCACTGGGTGCGC
CAGGCCCCCRGACAGGGCCTTGAGTGGATGGGACGTATTAATCCTAACAATGGTGTT
ACTCTCTACAACCAGAAATTCAAGGACCGCGTGACCATGACTCGCGACACCTCCATC
TCCACAGCCTACATGGAGCTCTCCCGCCTGCGCTCTGRACGACACCGCCGTCTATTAC
TGTGCACGCTCCACTATGATTACCAACTATGTTATGGACTACTGGGGTCARGGCACC
CTGGTCACCGTCTCCTCA

Humanized H8 anti-5T4 VH version 2 (protein sequence) (SEQ ID NO:21)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGY YMHWVRQAPGOGLEWMGRINPNNGV
TLYNQKFKDRVIMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARSTMITNYVMDYWGQGT
LVTVSS
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FIG. 24C

Humanized H8 anti-5T4 consensus VH (nucleotide sequence) (version 3)
(SEQ ID NO:83)
CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCCGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCTTCAGTGARAG
GTGETCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCAT T CACTGGCTACTACATGCACTGGGTGCGC
CAGGCCCCCGGACAGGGCCTTGAGTGEGATGGGACGTATTAATCCTAACAATGGTGTT
ACTCTCTACAACCAGAAATTCAAGGACCGCGTGACCATCACTCGCGACACCTCCACC
TCCACAGCCTACATGGAGCTCTCCTCCCTGCGCTCTGAGGACACCGCCGTCTATTAC
TGTGCACGCTCCACTATE;ATTACCAACTATGTTATGGACTACTGGGGT_CAAGGCACC
CTGGTCACCGTCTCCTCA

Humanized H8 antl-5T4 consensus VH (version 3) {protein sequence) (SEQ
IDNO:18) )

. QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGRINPNNGY
TLYNQKFKDRVTITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTMITNYVMDYWGQGT
LVTVSS
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FIG. 25A

BLASTP 2.2.9 {May-01-2004]

Refersnce:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997},
"Gapped BLAST and PSI~BLAST: & new ganeration of protein database aearch
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 10800823683-11638-133230823059.BLASTQ4

(107 letters)

Database: All non~redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
1,866,121 sequences; 619,474,291 total letters

If you have any problems or gquestions with the results of this seaxch
please refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reports

- Rmlated Structures

Score E

Sequences producing significant alignmentas: " {bita) Value
gl1229528iprf(i751423R protein Len,Bence-Jones 183 le-45
git268848874|gbjARO47762.1| immunoglobulin kappa light chain... 166 1le-40
qij150865329|emb]CACB2418.11 immunoglobulin kappa chain [Mus... 164 3le-40

gif52181iemb|CAA26585.11 (X)L-chain precursor [Mus musculus) 164  4e-40
gl { 216634259|db}BAC01739.1! immunoglobulin kappa light chai... 164 de-40
gif[1336702igb|AAB35975.1] anti-human apolipoprotein E Ig 1i... 164 de-d0
gl 644862 |gb|RARG62143.1] anti-~alpha 4 integrin immuncglobul... 164 5e-40
qi[125834}sp|P06314)KVAC HUMAN IG KAFPA CHBAIN V-IV REGION B.. 164 Se-40
gi]|90847]pir] |S04577 1Ig kappa chain precursor V region (MRI-... 164 Se—40
gi|290¢ JO]gblMCOﬁll 1] monoclonal antibody kappa light ¢... 164 Ge-40

Alignments

>gl{266488741gb|AAC4T762.2] immunoglobulin kappa light chaln VKJ region [Homo
saplena]
Length = 133

Score = 166 bits {419), Expect = le-40
Identitiea = 91/113 (BDW), Positives = 99/113 (87%), Gaps = 6/113 (5%)

Query: 1 DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCKASQSV———mm— SNDVAWYQOKPGQSPKLLISYTSSR 54
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCK+SQSV N +AWYQOKPGQ PXLLI + S+R
Sbjct: 21 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTR 80

Quary: 55 YAGVPDRFSGSGSGIDEFTLTISSLOAEDVAVYFCQODYNSPPTFGGGTKLEIK 107
+GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVY4COQ Y++PPTFG GTKLEIK
Sbjct: 81 ESGVPDRFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVYYCOQQYYSTPPTFGQGTKLEIX 133
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FIG. 258

BLASTP 2.2.9 [May-01-2004]

Refezence:
Altschul, Stephean F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Bchiffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database seaxrch
programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1086082880~19567-140480776673.BLASTQ4

Quary=
{120 letters)

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwiasProt+FIR+PRE excluding environmentsl ssmples
1,866,121 sequences; 619,474,291 total letters

If you have any problems or queations with the results of this search
please refer to the BLAST FiQ)s

Taxonomy reports

Scora E
Saguences producing aignificant alignments: (bits) value
gli1616731igblAAB16857.1] immunoglobulin IgM heavy chain VH.... 191 3e-48
' gl]25988406|gb|AANT6129.1] antibody heavy tchain veriable re... 189 1le-47
gil4836342|gblAAD30415.1] immunoglobulin heavy chain variab... 188 3e—47
gqii{3171243{qb[AAC1B394.2]| immunoglobulin heavy chain variab... 188 3e-17
qi1392715|gb|AAA17973.1] immunoglobulin heavy chain variabl.,. 188 3e-47
91121669997 |db]j | BAC02008.1| immunoglobulin heavy chain VHDJ... 188 3e-47
gi[4456564 {enb|CAB37164.1| immunoglobulin heavy chain veria... 188 Je-d7
gi|198485521gb]ARL17962.1] immunoglobulin heavy chain varia... 1B7 6e-47
gi]21670201|dbj|BAC02110.1] immunoglobulin heavy chain VADJ... 186 8e-47 '
gi|392762|gb[AAAL17848.1{ immunoglobulin heavy chain variabl... 186 le-4§

Alignments

>gl}161679]igblAARL16857,1] immunoglobulin IgM heavy chain VH1l reglion [Homo
sapiens]
Length = 139

Score = 191 bits {486), Expect = 3a-48
Identities = 100/121 (82%), Positives = 109/121 (90%), Gaps = 1/121 {(0O%)

Query: 1 QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGY YMHWVKCSPGOGLEWIGRINPNNGVTLY 60
QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGY+ FIGYYMHWVL-O+PGQGLEW+G INPN+G T Y
Sbjct: 1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHNVRQAPGQGLEWMGNINPNSGGTNY 60

Query: 61 NQKFKDRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARST-MITNYVMDYWGOGTLVTVS 119
QKF+ RVTMTROTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR ++ + DYWGOGTLVTVS
Sbjct: 61 AQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAREQWLVLEHYFDYWGQGTLVTVS 120

Query: 120 S 120
5
Chint: 171 § 121
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- FIG. 25C -

BLASTP 2.2.9 [May-01-2004]

Refferencs:

Altachul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schiffer,

Jinghul Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein datesbase search
programs®, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1088084353-11915-141611327241.BLASTQ4

Query= ,
{120 letters) .

Database: All non-redundant GenBank CDS :
tranalations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding envirommental samples
1,966,121 sequences; 619,474,291 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reportn

nn

"

8core E
Sequences producing significant alignments: (bits] Value
gil1616731|ghb|AAB16857,1] immunoglobulin IgM heavy chain VH.... 195 2e-49
gi]25988406 |gb]AANTE129.1] antibody heavy chein variable re... 182 le-48
gi)21669997 jdb) | BAC02008.1]| immunoglobulin hemvy chain VHDJ,.. 191 3e-48
gi]392715]gb|AAR1T7973.1] immunoglobulin heavy chaln variabl... 191 3e-48
gi)3171243|gb|ARC1BE394.1] immunoglobulin.heavy chain variab... 181 3e-48
qi| 4456564 |emb|CAB37164.1! immunoglobulin heavy chain varia... 191  de-48
gi|19848552|gb[AAL17862.1( immunoglobulin heavy chain varia... 181 5e-48
gif21670201dbj|BAC02110.1] ipmunoglobulin heavy chain VHDJ... 190 6e-48
gl]3927621gbJAAALI7E4B.1] 3immunoglobulin heavy chain variabl... 199 7e~-48
91]4936342|gb]ARDI0415.1| immunoglobulin heavy chain variah.., 190 7e-48

Allgnments

>gi|1616791[gbjAAB16857.11 immunoglobulin IgM heavy chain VH1 region [Hamo

sapiens]
Length = 139

Score = 195 bits (496), Expect = 2e-49
Identities = 103/121 (85%), Positives =~ 109/121 (90%), Gaps = 1/121 {04}

Query: 1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFIGYYMHWVROAPGQGLEWMGRINPNNGVTLY 60

QVQLVOSGAEVNKPGASVKVSCKASGY +FTGYYNHWVROAPGOGLEWMG INPN+G T Y

Sbjct: 1 QVQLVOSGAEVRKPGASVKVSCKASGYTFTGY YMHNVROAPGQGLEWMGWINEPNSGGTNY 60

Query: 61 NQKFKDRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARST-MITNYVMDYWGQGTLVTVS 119

QKF+ RVTMTROTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR ++ + DYWGQGTLVIVS

Sbjct: &1 AQKFOGRVTMTROTSISTAYMELSRLRSUDDTAVYYCAREQWLVLEHYFDYWGQGTLVTVS 120

Query: 120 § 120
]
Chiny: 121 & 121

Q
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| FIG. 25D

BLASTP 2.2.9 [May-01-2004)

Reforaence:

Altschyl, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schiffer,

Jinghui Zhang, theng Zheng, Webb Miller, and David J. Lipman (1997},
*Gapped BLAST and PSI-BLAST: & new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 10068085285~29968-50639772539.BLASTQ4
Quary= .
{107 letters) '
Database: All non-redundant GenBank CDS !
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmsntal aamples

1,866,12]1 meqguaences; 619,474,291 total letters

If you have any problema or guestions with the results of thim search

please refer to the BLAST FPAQx
Taxonomy reports

Related Btructures

1 Score

Seaquences producing significant alignments? {bita)
gi}229528 |prf}{751423A protein Len,Bence-Jones 191
qi]28848874iqbJARC47762.1] immunoglobulin kappa light chain... 173
gi]21669429]|dby|BAC01739.1| immunoglobulin kappa light chai... 172
gif125834 |sp|P06314 |KVAC HUMAN IG KAPPAR CHAIN V-1V REGION B... 171
qi|598166{gb|{AAA72132.1{ immunoglobulin kappa chain variabl... 171
ql1125833)ap|P06313|XV4R HUMAN IG KAPPA CHAIN V-IV REGION J.., i10
g1)1859211gb|ARASBY16.1| Ig kappa-chain V-Jl-region precursor 170
i 69765]pir| {K4HU17 1Ig kappa chain precursor V-IV reglon (... 169
194.7.8];b!nﬁ352414 1] Ig light chain variable domain {H... 169
gilZSlZlOlgb[AABZldOd immunoglobulia M light chain V req... 169

Allpoments

>q112295281prf] |751423A protein Len,Bence-Jonas
Length = 22Q

Score = 191 bits {(486), Expect = 3e-48
Identities = 91/113 (B04), Positives = 100/113 (BB%), Gaps = 6/113 (5%)

Query: 1 DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSV-~—=——= SNDVANYQQKPGOPPKLLIYYTSSR
DIVMTQSP+SLAVSLGERATINCK+8QSV N +ANYQOKPGQPPKLLIY+ S+R
Sbjct: 1 DIVNTOSPNSLAVS LGERATINCKSSQSVLY SSNSKNYLAWYQOKPGOPPKLLI YNASTR

Query: 55 YAGVPDRESGSGSGTOFTLTISSLOAEDVAVYYCQQDYNSPPTEFGGGTKLEIK 107
+GVPDRFSGSGSGTOFTLTISSLOAEDVAVYYCQQ Y++P +FG GIKLEIK
Sbict: €1 ESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOYYSTPYSFGOGTKLEIK 113

E L
Value - )

3e-48
le-42
20-42
3e-42
de-42
Ge-42
9e-42
le-41
le-41
1e-41

54
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: FIG. 25E -

BLASTP 2.2.9 [May-01-2004)

Rofarence:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui fhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLASY: a new generation of protein databsse search
programs™, RNucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 10880B3751~3503~152757984240,BLASTQ4

{120 lstters)
Database: All non-redundant GenBank CDS '
translation:+PDB+SuissProt+EIR+PRF excluding environmental samples
1,866,121 sequences; 619,474,291 total letters

If you have any problems or gquestions with the results of this search '
please refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reports

Releted Structures

Score E

Sequences producing signiflicant alignmenta:' ' (bits) Value
gi]17939658 |gb]ARH19337.1] IGHGl protein [Homo sapiens) 187  S5e-47
gij1616791|gb|ARB16857.1| immuncglobulin IgM heavy chain VH... 186 le-46
gqild46254150 {gb|AASH6045.1( Immunoglobulin heavy chain [Homo..., 184 5e-46
gi125988406 gb|ARNT6129.1] antibody heavy chain variable re... 184 Se-46
qi}123449181gb[ARC51689.1] IgM heavy chain VH1l region precur... 184 Ge—-46
qii619758|gb)AAAG60338,1] Iimmunoglobulin mu chain antibody M... 183 Te-46 .

11486871 |pir| 836265 Ig heavy chaln V region (clone alpha-... 183 Be-46
qil2344948)gb]AAC51704.1] IgM heavy chain VH1 region precur... 183 1le-45
4114456564 |emb|CAP37164.1) immuncglobulin heavy chain varia... 183 le-45
qil185688|gbjAAASBE14.1]| immunoglobulin heavy chein 182  le-45

Allgnments
591117939658 gbIARN19337.1} N 1GHGL protein (Homo sapiens]
Length = 464
Score = 187 bits (476}, Expect = 5e-47
. Identities = 97/120 (B0%), Positives = 102/120 (85%), Gaps = 5/120 (4%)

Query: 1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGY YMHNRVRQAPGOGLEWHGRINPNNGVTLY 60
QVQLVOQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY+FT YYMHWVRQAPGQGLEWMG IRP+ G T Y
Sbjct: 20 QVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFINYYMHWVRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTDY 79

Query: 61 NQKFKDRVTIITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTMITNYVMDYWGQOGTLVTVSS 120
Q F+ RVT+YROTSTST YMEL+SLRSEDTAVYYCAR V DYWGQGT VTVSS
Sbjct: 80 AQNFQGRVINIRDTSTSIVYMELTSLRSEDTAVYYCARIG——---VHDYWGQGTQVTVSS 134
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FIG. 25F

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004]

Raferaence:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui EZheng, Zheng 2hang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs", HNucleic Acida Res., 25:3389-3402.

RID: 108B8085478-1302-167097446066.BLASTQ4 '

Query-

{360 letters)

Database: All GanBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, B8BTS,
GSS,envirommental samples or phase 0, 1 or 2 HTGE sequences)
2,232,679 megquences; 10,785,813,082 total lettexs

If you have any problems or questions with the results of- this search
pleaee refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reportsa

, Score
Sequences producing significant alignments: {bits)
gi|47109385 {emb[AJ704536.1] Synthetic conatruct for anti-PL... 200
gi125988405|gb|AF453216.1] Synthetic congptruct clone R-03VH... 192
§i111875739|gb|AF302820.1]|AF3020820 Homo sapleris isolate 163... 192
gi]31707641gb|AF062151.1]AF062151 Homo saplens clone 45u-26... 192
gi|3170748]qb|AF062143.1 |AF062143 Homo sapiens clone 45u-17... 192
gi|557922)gb)$71521.11571521 Ig VHl=IgM heavy chain {eomati..., 182
gi)33104]|amb|X07448.1|HSIGHV3S Humen V35 gene for Ig heavy ... 192
gi]|587286 |emb]|237312.1 |HSIGVHC24 H.sapiens rearranged lmmun... 192
qi[10697073jemb|AJ406653.2 |HSA406653 Homo saplens partial V..., 192
gi[158B6969)emb}AJ414014.1]H5A414014 Homo sapiens partial m... 152

E
Valus '

le~48
Je~46

Ae~-46 K
3e~-46

Ja~46
Je~-46
3e~46
3e~46
3a-46

Je-46 E

BEAtl

-
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FIG. 25G

Alignments

>qi 47109365 femb{AJ704536.1 Synthetic construct for anti-PLAP 5cFv antibody,
clone GLC4
Length = 732

Score = 200 bits (101), Expect = le-48
Identities = 145/161 (90%)
Strand = Plus / Plux

Query: 1 caggtccagctggtgcagtctggagccgaggtgaageagecetggggcttoagtganggty 60
FIORD DRLOYEINIIO A0 0y eV bt e e einesr n
Sbjct: 1 caggtgcagctggtgeagtctggggectgaggtgangangectgyggetteagtgaaagtc 60

Cuery: 61 tcctgcaaggecttetggttacteattcactggotactacatgoactgggtgegecaggee 120
FRVRADRURRRRN et v v peene eegeeearegbeptetber il gt
Shict: 61 tcctgeaaggcecttctggatacacctteaccggetactacatgcactgggtgegacaggee 120

Query: 121 cccggacagggeccttgagtggetgggacgtattaatcctaa 161
VOLEEEE e e Foannnenn
Sbict: 121 cctggacaagggettgagtggatgggatggattaatcctaa 161

Score =~ §2.1 bits (21), Expect = 0.76
Identities = 51/61 (831}
Strand = Plus / Plus

Query: 231 cacagcctacatggagctceteccgectgegectotgacgacaccgecgtctattactgtge 290

ey PRRvEy Forbedr vevkt teenn vnpedevging
Sbjct: 231 cacagcctacacggagctgagcageetgggatctgaggacecggeccgtgtattactgtge 290
Query: 291 a 291 '

l
Sbjct: 291 a 281
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FIG. 25H

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004}

Rafereanca:
Altachul, Stephen F., Thomas 1. Madden, Alejandro A. Schiéffer,

Jinghui £hang, Zheng Zheng, Webb Miller, and Devid J. Lipman (1997),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs”, Nucleic Acida Res. 25:3389-3402.

RID: 1088085738-6717-83306962642.BLASTQ4 .

Query= ,

{321 letters)

Dmtabase: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequencea {(but no EST, STS,
GSS, environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS saquencas)
2,232,67% sequences; 10,785,813,082 total letters

If you have any problems or questions with the results of thils search

please refer to the BLAST FAOs

TIROI'IGII! reports

Sequences producing significant alignmenta:

gli7769338 |gb|AF206032.1 |AF206032 Mus wmusculus hybridomas 16...

gl|197464]gb|M14360.1|MUSTGKVM Mouse Ig germllne kappa-chai...
gi15327158 |emb|AJ235968.1 [MMU235968 Mus musculus IgVk 19-32...

qi|{604822|dby [D50385.1({MUSIKCVRS Mus musculus mRNA for immu...
qil406254 |emb|X70424.1 [MNIGLCKA M.musculus mRNA for monoclo...
gi]1020158igbjU30233.]1 |MMU30233 Mus musculus anti-DNA antib...
gi}1870335]gblU55610.] |MMUS55610 Mus musculus antl-DNA immun...
9111419647 ]|emb] 575765,1 |MMZ75765 M.muaculus mRNA immunoglob...

g1{235116]gb|560946.11560946 mAb BA.N4:4.57 V kappa region ...
qil4743121db}|D29771.11MUSVRIKCB Mus musculus mRNA for immu...

Score

{bitsa)
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FIG. 251

Alignuents

>gi[7769333lghlAF205032.1IAF205032 l! Nue musculus hybridoma 16B2-Al anti-myosin
immunoglobulin light chain variable region mRNA, partial cds
Length = 297

Score = 309 bits (156), Expect = 2e-81
Identities = 237/264 (89%)
Strand = Plua / Plus

Query: 58 accatasactgcasggccagtcagagtgtgagtastgatgtggettggtaccascagaag 117
PPRRREY Y RAYDRRY IR RN v Lt it e
Sbjct: M accatnacctgcangqccagtcagngtgtgagtnaﬁgatgtagcttggtaecaacngaag 93

Query: 11B ccagggcagcccectaagetgetcatatactatacatccagtegetacgetggagtecet 177
PYRLORRNL U Ay vrnny SRRy eetnty AVt ebinirensi
Sbijct: 94 ccagggcagtetcctasactgotgatatactatgcatccaatcgetacactggagtecct 153

Query: 178 gatcgcttctocggocagtggatccgggaccgattteactctgaccatcageotecttgeay 237
PROLRRTNY 0 DR RERERenl vy vesennbe oot v vh
Sbict: 154 gatcgeticactggeagtggatatgggacggatttcactttcaccatcagcactgtgeag 213

Query: 238 gctgaagacgtggcagtttattactgtcagcaagattatauttctcctcccaécttcggt 297
(LEreener et tebeiee eyt oy v i
Sbjct: 214 gotgaagacctggeagtttattteotgtcagecaggattatagetctecteggacgtteggt 273

Query: 298 ggaggcaccaagctggaaatcasa 321
LSRR NN RN RRARERRY
Sbjct: 274 ggaggcaccaagctggasatcaaa 237
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- FIG. 25J

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004]

Refersnoe:

Altachul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A, Schaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webh Millex, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein datsbase search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1093542606-6§137-11627181607.BLASTQ4
Quaxy=
(321 lettern)
Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequencea (but no EBT, STS,
GSS,environnental samples or phase O, 1 or 2 HTGS sequences)

2,568,353 saquences; 11,601,399,943 total lettars

If you have any problems or questions with the results of thia search
please refor to the BLABT FAQs '

Taxonomy reports

Score E
Sequences producing significant slignments: {bits) Value
giITTGSSSB!gb|AF206032.1|AF206032 Mus musculus hybridoma 16... 317 Se-~84 I!
q1)197464]gbJM14360.1 JMUSIGKVM Mouse Ig germline kappa-chai... 287 7e~175 ll
g1[50300841|gb|AY591610.1 Mua musculus eclone IgK19-32 immu... 280 2a~72
gi)5327156 |emb|AJ235968,1 |MMU235968 Mus musculus IgVk 19-32... 280 2e-72
gi{804922|dbj|D50385.1|USIKCVR] Mus musculus mANA for immu... 278 Te~72 I!
gi| 406254 |emb[X70424.1|MMIGLCKA M.musculus mRNA for monoclo... 278 7Je~72 U
g1}1020158 |gb|U30233.1)KMU30233 Mus musculus anti-DNA antib... 276 3e~71
i]1870335]gh|U55610.1(MNUSS610 Mus musculus anti-DNA immun... 274 le~T0
gif1419647[{emb|275765.2|MNZ75765 M.musculus mRNA immunoglob... 212 4e~-T0 II
gqi|238116)gb]S60946.11560946 mAb BA.N4:4.57 V kappa region ... 272  40-70
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Alignments

AN

PCT/US2005/032196 ‘\\

>g1[77693381gb[AF206032.1[AF206032 II Mus musculus hybridoma 16B2-~Al anti-myosin

immunoglobulin light

Score =
Identitles = 238/264 (904)
Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Querxy:

Sbjct:

Query:

8bict:

Query:

Shjct:

Query:

Sbjct:

58

34

118

o4

178

154

238

214

274

chain variable region mRNA, partial cds

Length = 257

317 bits (160), Expect = 8e-84

accatasactgcaaggccagtcagagtgtgagtaatgatgtggcttggtaccaacagaag
CREREIL sttt na ettt titengne b
accataacctgcasggccagtcagagtgtgagtaatgatgtagcttggtaccaacagaag

ceaggycagtecectaagctgetcatatectatacatceagtegetacgctggagteoct
CYURRRERRtT CERRn e LRl hedr C0r ey teneend reftegneptt
ccagggeagtctectaaactgetgatatactatgeatccaategotacactggagtoeet

gatcgcttetecggoagtggatocegggaccgatttcactectgaccatcagetecttgeag
CERTERETE e ek annanenet Fovrnrveear -t bl
gatcgettcactggcagtggatatgggacggatttcactticaccatcageactgtgeag

gctgaagacgtggecagtttatitctgtcagcaagattataattectecctecoacetteggt
FVEESOre bRRRen e n ey ey renney et 1y gl
gctgaagacctggqecagtttatttctgtcagcaggattatagectctecteggacgtteggt

ggaggcaccaagotggaaatcaaa 321
SRR RREARERRRRR RN RA R
ggaggcaccaagctggaaatcaaa 297

117

93

177

153

237

213

297

213
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FIG. 25L

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004]

Raference:
Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schdffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1897),

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search

programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1093542955-7329-109112109965. BLASTQ4
uery=
{360 letters)
Database: All GenBank+EMBL+DOBJ+PDB sequences ibut no EST, STSK
G55, environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

2,568,353 sequences; 11,601,399,943 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reports

Score
Sequences producing significant alignmenta: (bitas)
gi}34539549|gbjAY365876.1] Mus musculus clone BaPFO-17 immu... 232
gi[3561043|gblAF083166.1|AF0B31B6 Mus muaculus anti-HIV-1l p... 232
gi]11611972igb|AF303833.1|AF303833 Mus musculus clone J558.... 224
gil|27501837)gb|AY172007.1] Mus musculus clone L2MZB-18.8 im... 220
gi]1050265|gb|L48675.1|MUSAF Mus musculus (cell line C3H/F2... 220
g1)6940141gb]D20060.1 |MMU20060 Mus musculus anti-DNA antibo... 220
gi}1945901gbIM33558.1 IMUSIGHAANA Mouse Ig rearranged gamma-... 220
gil|9081896]gb]AF162710.1|AF162710 Synthetic construct singl... 216
giill16119901gb|AF303842.1|AF303842 Mus musculus clone J558.... 214
4117529620 |emb|AJ277214.1|MMU277214 MNus musculus partial mR... 214

E
Value

se-58
4e-58
le-55
2e-54
2e-54
2e-54

2e-54
3e-53

1e-52 W
le-52
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. FIG. 25M

Alignments

' >g4 | 34539549 gb|AY369676.2 | Mus musculus clone BaPFO-17 immunoglobulin mu
heavy chain varisbhla
region mRNA, partial cds
Length = 330

Score = 232 bits (117), Expect = 4e-58
Identities = 150/161 (93%)
Strand = Plus / Plus

. Querf: 36 gaagcectggggettoagtgaaggtgtocetgesaggettctggttacteatteactggeta 95
AR RN RN RN E R RN R RN RN AR RN R R NN A RN RN RRARNY]
Sbject: 12 gamgectggggettceagtgaagatetcctgomaggettotggttacteattcactggeta 71

* Quary: 96 ctacutgcactgggtgangcagagccccggacngggcéttglgtgqattqgacgtattaa 155
TRORCRTRER T Rl vt vrreereprrerinnng 1hn
Sbict: 72 ctacatgeactgggtgeagcagagccatggaaagagecttgagtggattggacgtgttaa 131

Query: 158 tcctaacaatggtgttactotcoracaaccagaaattcasagg 196

@ FELLLEELLERTID 0000 TR E Ty 18
Sbjct: 132 tcetaacastggtggtactagetacaaccagaagtteaagg 172

Score = 54.0 bits {27}, Expect = 2e-04
Identities = 39/43 (90%)
Strand = Plus / Plus

Query: 318 tatggactactggggtcaaggcaccctggtcaccgtctecteca 360
PREEYTReEenntnensny i (RERRESEANRERRL
Sbjct: 288 tatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtetectca 330
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.' | FIG. 25N

BLASTN 22.9 [May-01-2004]

Refersnce:

Altschul, Stephen F., Thomas L. !uddem, Alejandro A. Schaffer,

Jinghui Zhang, theng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
. "Gapped BLAST and PSI-BLAST: & new generation of protein database search

programe”; Nucleic Acids Res, 25:3389-3402.

RID: 1493543096-23529-46137698074.BLASTQ4
Query=
(360 letters)
Database: All GenBank+EMAL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS, environmental samples or phn'ae 0, 1 or 2 HTGS =equences)

2,568,353 gequences; 11, 601,399, 943 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
Please refer to the BLAST FAQm

Taxonomy reports

Score E
Sequences producing significant alignments: {(bits) Value
g1147109385 | emb]AJ704536.1]) Synthetic construct for anti-PL... 200 le-48
gil25988405|qb|AF453216.1] Synthetic construct clone R-03VH... 192 4e-46

gil]11B75739|¢gblAF302820.1|AF302820 Homo sapiens isolate 163... 19 te-is H

gii3170764|gb|AF062151.1|AF062151 Homo sapilens clone 45u-26... 192 4e~-46
gi{3170748{qb|AF062143.1(AF062143 Homo sapiens clone 45u-17... 19 do-46
@i1557922|gb|571521.11871521 Ig VH1l=IgM heavy chain {somati... 192 de-46

g1{33104{emb|X07448.1]HSIGHVI5S Human V35 gene for Ig heavy ... 192 de-dE
gi|587288|emb|237312.1|HSIGVHC24 H.sapiens rearranged immun... 192 de-46
31]106970'3LmblAJCDSGEﬂ.ZIHSAdOGﬁ:! Homo sapiena partial V... 192 4e-46

gl]15886969 |emb|AJ414014.1|HSA414014 Homo saplens partial m,.. 19 4a-46
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. FIG. 250

Alignments

>qi147109385|emb|AJT04536.11 Synthq;ic construct for anti-PLAP ScFv antibody,
clone GILC4
Length = 732

Score = 200 bits (101}, Expect = le-48
Identities = 146/161 (90%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 caggtccagcectggtgocagtectggagecyaggtgaagaagectggggettecagtgaaggtg 60
PYRLY VL0 R0N Nt 00 bebei e n i it bbbyt e i
Sbict: 1 caggtgcagetggtgcagtctggggctgaggtgaagaagectggggcttcagtgaaagte 60

Query: 61 tcctgcaaggcttctggttactcnttcactggctactacatgcactgqgtgcéccaggcc 120
Prrviererrearnnnr et bovrney beenntererennennterend ireed
Shjct: 61 tcectgeesaggettctggatacaccitcaccggetactacatgcactgggtgegacaggee 120

(uery: 121 cccggacagggecttgagtggatgggacgtattaatectaa 161
Y LEREE e venryresntyinnr o rnpsniyreg
Sbjct: 121 cctggacaagggcttgagtggatgggatggattaatcctas 161

Bcora = 44.1 bita (22}, Expect = 0.21
Identitiens = 28730 (938}
Strand = Plus / Plus

Query: 262 tctgaggacaccgccgtctattactgtgoa 291

PRITNIRDOE i)y Yeenetnieiyd
Sbjct: 262 tctgaggacacggecgtgtattactgtgea 291
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FIG. 26A

Human 1gG4_mutated (hinge mutation S241P) (SEQ ID NO:24)
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEF
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALENHYTOKSLSLSLGK

Human IgG1 (SEQ ID NO:25)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSHNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Human IgG1 (L234A, G237A) (SEQ ID NO:85)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVRTFPAVL
QSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PEALGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHENAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Human IgG1 (L234A, L235A) (SEQ ID NO:86)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNEKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SEFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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FIG. 26B

Human IgG1 (L235A, G237A) (SEQ ID NO:87)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVﬁHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVODVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRRQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Human 1gG7 (L234A, L235A, 6237A) (SEQ ID NO:88)
ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFEAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

Human igG1 (N297A) (SEQ ID NO:89)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSENTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Human Kappa (SEQ {D NO:28)
TVARPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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FIG. 27A

Chimeric H8 (higG1/huKappa)
Murine 5T4-H8 VL and human Kappa (SEQ ID NO:1)

. SIVMTQTPTFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVARYQQKPGQSPTLLIS¥TSSRYAL !
VPDRFIGSGYGTDFTFTISTLOAE DLAVYFCRQDYNS PPTIFGGCTKLEIKRTVARPS

VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKRKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Murine 5T4-H8 VH and human IgG1 (SEQ ID NO:2)

EVQLQQSGPDLVKPGASVKI SCKASEYSFTGYYMEWVKQ QSHGKSLEWIGRINPNNGV]

|TLYD1QKFK&<AILTVDKSSTTI\YMELRSLTSEDSAVYYCABETHI’I‘NYVHDE“GQVT
SVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH

TFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNRYVDGV
. EVHENAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVERESNGQPENNYKTTPEP.
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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' FIG. 27B

Chimeric H8 (hligG4 mut/huKappa)
Murine 5T4-H8 VL and human Kappa (SEQ ID NO:3)

® SIVMTQTPTFLLVSAGDRVTITCKASQSVSNDVAWYQOKPGOS PTLLISFTSSRYA
VPDRFIGSGYGTDETFTISTLOAEDLAVYFCDODYNSPPHFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Murine 5T4-H8 VH and human IgG4_mutated (SEQ ID NO:4)

svg:.gqssmvxmnsvxrscms_ VKOSHGKSLEWIGRTNPNNGV ]
[FT¥YNQREKDKAILTVDKSSTTAYMELRSLTSEDSAVYYCARETMITNYVMDYWGQVT
SVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTARLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH

TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPC 3
'. CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVTCWVDVSQEDPEVQFNWWDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHEQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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FIG. 27C

Semi-humanized H8 (muVH/huVL1)
Humanized 5T4-H8 VL (version 1) and human Kappa (SEQ ID NO:5)

DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCKASQSVSNDVARYQOKPGOSPKLLI SYTSSRYAR
VPDRFSGSGSETDFTLTISSLOAEDVAVYFCRODYNSPPTFGGGTKLEIKRTVAARS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDIKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC

Murine 5T4-H8 VH and human IgG4_mutated (SEQ ID NO:6)
EVQLQQSGPDLVKPGASVKISCKASEYSFTGY YMHWVKQSHGKSLEWI GRINENNGY |

_g AILTVDKSSTTAYMELRSLTSEDSAVYYCARETMITNYVMDYNGQVT

SVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRST SESTMLGCLVKDYFPEPVTVSWNSG.ALTSGVH
TFPAVIQSSGLYELSSVVTVPS SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCP§
. CPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRT PEVICVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKFREEQFNSTYRVVSVLT VLHQDWLNG!'(E YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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FIG. 27D

Humanized HB (Version 1)

Humanized 5T4-H8 VL (version 1) and human Kappa (SEQ ID NO:7)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASOSVSNDVANYQQKPGQSPKLLISFTSSRYAL
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCODYNSPETFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGRSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Humanized 5T4-H8 VH (version 1) and human lgG4_mutated (SEQ ID NO:8)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASEYSFTGYYMHWVKQSPGQGLEWIGRINPNNGV |
[TLYNOKFKDORVIMTROTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARETMITNY VMDYWGQGT

LVTVSSRSTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC%VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYQLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCP§
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDHLNGKEYKCﬁVSNKGLPSSIEKTiSKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

noi

é)\
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FIG. 27E

Humanized H8 (Version 2/1)

Humanized 5T4-H8 VL (version 1) and human Kappa (SEQ ID NO:8)

DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCRASQSVSNDVAWNYQOKPGQSPKLLISFTSSRYAL

VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYFCRODYNSP GGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKéFNRGEC

Humanized 574-H8 VH (CDR grafted) and human IgG4_mutated (SEQ 1D
NO:10) '

gVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASEYSFTGYYMEhVRQBPQQGLEWHGFINPNNGVI
ITLYNEKFKEhVTHTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCRRETHITNYVMDYEGQGT

LVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPE
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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FIG. 27F

Humanized anti-5T4 version 2
. Humanized 5T4-H8 VL (CDR grafted) and human Kappa (SEQ ID NO:11)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVSNDVAWYQQKPGQPPKLLI YYTSSRYA
VPDRFSGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVYYCRODYNSPPTIFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSS PYTKSFNRGEC

Humanized 5T4-H8 VH (CDR grafied) and human IgG4_mutated (SEQ ID
NO:12)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFTGY YNHWVRQAPGQGLEWMGRINPNNGV ] |

[FLYNQKEKDRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVY YCARETMITNYVMDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVH
e T FPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLETKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPD
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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FIG. 27G

Humanized anti-5T4 version 3
Humanized 5T4-H8 VL (CDR grafted) and human Kappa (SEQ ID NO:11)

DIVMTQSEDSLAVSLGERATINCRASQSVSNDVAMYQQKPGQPPKLLT Y TSSRYAG
VPDRFSGSGSGTDETLT ISSLOAEDVAVYYCRODYNSPPTIFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKS FNRGEC

Humanized 5T4-H8 VH (version 3) and human IgG4_mutated (SEQ ID
NO:84) . _
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASEYSFTGYYMAWVROAPGOGLEWMGRINPNNGY]
[TLYNQKFKDRVTITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTMITNYVMDYNGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVH
TEPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPECEP
CPAPEFLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNNYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNV FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
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PCT/US05.-32196 - SEQUENCE LISTING

<110>
<130>.
<130>
<160>
«=170>
<210>
<31l>»
<313>
«31l3>
<220>
«3313>

<220>
«331>
<2123>
223>

<400>

Wyeth

HUMANIZED ANTI-ST4 ANTIBODIES AND ANTI-5T4/CALICHEAMICIN CONJUGATES
040000-0317753

a9

PatentIn versiom 3.3

1

al4

PRT
Artificial

artificial sequence is derived from mouse and Inman antibody
ssquences

MIBC_FEATURE
(1)..(107
light chain variable region

1

Ser Ile Val Mst Thr Gln Thr Pro Thr Phes Lau Leu Val Ser Ala Gly

1

5 10 15

ABp Arg Val Thr Ila Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ber Val Ser Asn Asp

20 a5 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Sexr Pro Thr Leu Lasu Ile

35 40 45

Ser Tyxr Thr Sar Ser Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp Ary Phe Ils Gly

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Fhe Thr Phe Thr Ile Ser Thr Leu Gln Ala

70 75 80

Glu Asp leu Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Pzo

a5 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala

100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Fhe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Her dly
115 120 128
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PETGRTR TR 1o nom e 3y 0 s i

130 - 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly A.-n 8er Gln
145 150 155 160

@lu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp SBer Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 . 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 a00 405

Phs Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 3

<211> 450

<212> PRT

<213> Axtificial

<d220>
<3323> artificial sequences is derived from mouse and human antibody

sequances

<220>

«<221> NISC_FEATURE

<221> (1)..{(120)

<223> hsavy chain variable region

<400> 2
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Asp Leu Val Lys Pro Gly Ala
1l ] 1o s

Sexr Val Lys Ils SBer Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ber Phe Thr Gly Tyr
a0 a5 o

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Ber His Gly Lys Ber Leu Glu Trp Ile
as 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 €0

Lys Asp Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr
65 70 75 80

—_




WO 2006/031653
PCT/US0DS 321956
Met Glu Leu

Pro
130

Gly
145

Leu Gln

Ber Ber

Bex
210

Lys
235

Pro Ser

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala
FEL

Val Vval

305

Arg Ber Leu Thr Ser Glu Asp

Ser Thr Met Ile Thr Asp Tyr Val

Ser
115

Ser

Ser

8er
195

His

Val

Glu
275

Lys

Ber

100

val

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro

150

135

120

105

Thr Val Ser Ser Ala Ser

Pro Ser Ber lLys Ser Thr

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val

165

Ser
180

185

170

Gly Leu Tyr Ser Leu Ber

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile

230

Pro
260

a15s

Lys Val Asp Lys Lys Val

Cys Pro Pro Cys Pro Ala

Leu Fha Pro Pro Lys Pro

@lu Val Thr Cys Val Val

Val Lys Fhe Asn Trp Tyr Val

Thr Lye Pro Arg Glu Glu Gln
295

280

Val Leu Thr Val Leu His Gln

310

Ber Ala Val

Met Asp Tyr

Thr Lys Gly
ias

Ser Qly Gly
140

Glu Pro Val
155

His' Thr Phe
Ser Val Vval

Cys Asn Val
a0s

@Glu Pro Lys
a20

Pr0o Glu Lsu
235 °

Lys Asp Thr

Val Asp Val

Amsp Gly Val
285

Tyr Asn Ser
300

Asp Trp Leu
318

nn qs

g

PCT/USTUOSA132196

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gin
110

Pro Sar val
Thr Ala Ala

Thr Val Ser
160

Pro Ala Val
175

Thr Val Pro
150

Asn His Lys

Ser Cys Asp

Leu Gly Gly
240

Leu Mat Ile
a55

Sar His Glu
270

Glu Val His

Thr Tyr Arg

Asn Gly Lys
330
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PB;I;‘{!UFSE'EE;?E-J.&P“: Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu

325 3o 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyrx
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Lsu
a55 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ils Ala Val Glu Trp
370 37s 380

Glu Ber Asn Gly Gln Pro Glu Asa Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
388 380 385 400

Leu Asp Ser Asp Qly Ser Phs Pha Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Bar Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Fha Ber Cys Sexr Val Mst His
420 435 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Borl.leuaaruumm
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 3

<3ll> 214

<313> FRT

<213> Artificiel

<320>

«333> artificial segquence is derived from uﬁule and human antibody

segquances

<d20>

<221> MIAC_FEATURE

<223> (1)..(107)

«<223> light chain variable ragion

«400> 1

Ber Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Thr Fhe Leu Leu Val EBer Ala Gly
1 5 10 i5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ber Asn Asp
20 a5 30




WO 2006/0316%3
PLLANSOS-AB 2.
as
Ber Tyr Thr Ser Ser Axrg TyT
50 55

Ser Gly Tyr Gly Thr

Asp Phe
€5 70

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Phe
a5

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
115

Thr Ala Ser Val Val Cys Lau
130 135

Lys Val Gln Trp Lys Val Aap
145 150

@lu Ser Val Thr Glu Gln Asp
' 165

Ser Thr Leu Thr Leu Ber Lys
180

Ala Cys Glu Val Thr His Gln
195

Fha Asn Arg Gly Glu Cys

210
<210> 4
<311l> 447
<312> PRT
«213> Artificial
<220>
<223>

Baguences

<220>
«221> MISC_FEATURE
«222> (1)..{120)
<221> heavy chain variable

Pro Gly Gln Ser Pro Thr Leu
40 45

Ala Gly Val Pro Asp Arg Phe
60

Thr Phe Thr Ile Ser Thr Leu
75

Cys Gln Gln Asp Tyr m'ser
90

Leu Glu Ile Lyd Axrg Thr Val
los 110

Pro fer Asp @lu Gln Leu Lys
120 125

Leu Asn Asn Phs Tyxr Pro Arg
140

Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
158

Ser Lys Asp Ber Thr Tyxr Ser
170

Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
185 150

Gly Lesu Baxr Ser Pro Val Thr
200 205

region

PCT/US205/032196

Leu Ile
Ile Gly

aln Ala
]

Pzo Pro
95

Ala A.'I.u
Sar.Gly
Glu Ala
Ber Gla

160

Leu Ser
175

val Tyr

Lys Ser

artificial sequence is derived from mouse and human antibody

O ——
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<400> 4 .

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Asp Laeu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala SBer Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr
20 a5 30

Tyr Mat His Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Lsu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phs '
50 55 §0

Lys Asp Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr
68 70 75 a0

Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Bar Ala Val Tyr Tyxr Cys
85 20 95

Ala Arg Ser Thr Met Ile Thr Aspn Tyr Val Hat Asp Tyr Txp 4ly Gin
100 105 110

Val Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ber Thr Lys Gly Pro Ser val
115 120 125 '

Pha Pro Iau Ala Pro Cya Ser Arg Ser Thr Bsr @lu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys lsu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thx Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr fSer Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175

Leu Gln Ser Sar Gly Leu Tyr Ser Leu Sexr Sar Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ber Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys
195 300 205

Pro Ber Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
210 a15 220

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 2310 2315 240
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Phe Leu Phe Pro Pra Lys Pru Lys Asp Thr Leu Mat Ile Ser Arg Thr
ta 245 a50 ' 255

. Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Val Asp Val Sar Gln Glu Asp Pro Glu
260 265 ; 279

Val Gln Phe Aan Trp Tyr Val hep Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Sar Thr Tyr Arg Val Val ser
190 285 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
305 alo 318 320

Cye Lys Val Ber Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
325 aszo 33s

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Fro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn-Gln Val Sar Ieu Thr Cya Leu
ass 360 365 '

' Val Lys Gly FPhe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Typ Glu Ser Asn
370 375 380

Gly Gln Pro Glu Asn Aen Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
3as 390 ass 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys S8er Aryg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Aan Val Phe Ser Cys Ser Val Met Ris Glu Ala Lau
4320 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ber Leu Ser Leu Gly Lys
435 440 445

<210> 5

<211> 3214

213> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> artificial sequence is derived from mwouse  and humen antibody

sequences

e
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PCIS

<3321>
<222>
«233>

<400> 5

Agsp Ils Val

1

Glu Arg Ala

val Ala

Ber Tyxr
50

Ber Gly
65

Glu Asp

Pro Ser

Ala
130

Lys Val

145

Glu Ber

Thr

8er

Ala

Phe Aan

210

Trp
as

Thr

Ser

Val

aly

Val

115

Ser

Gln

val

Glu
195

Mat

Tyr

Sar

aly

Ala

aly

100

val

la0

val

Gly

UsOs5./32196

MISC_FEATURE
(1)..(107)
light chain varisble regi

Thr ¢ln Ber Pro
5

Ile Asn Cys Lyw

Gln Gln Lys Pro
40

Ser Arg Tyr Ala
55

Thr Asp Phe Thr
70

Val Tyr Pha Cya
85

Gly Thr Lys Lsu

Ile Phe Pro Pro
120

val Cys Leu Leu
135

Lys Val Asp Asn
150

Glu Gln Asp Ser
165

Leu Ser Lys Ala

Thr Hls Gln Gly
200

Glu Cya

Asp

Ala

Gly

Gly

Gln
Glu

108

Ser

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Berx

aln

val

Gln
1]

Ile

Asp
170

8Ser

Leu Ala Val Ser

Gln Sar Val .Ser
30

8er Pro Lys Lau

Pro Asp Arg
'60

Ile Ser Ber Leu

75

Asp Tyr Asn Ber

Lye Arg Thr Val
' 110

Glu @ln Lau
125

Lys

Phe Tyr Pro

Arg
140 '

Gln Ber Gly Asn
155

Ber Thr Tyxr Ser

Glu Lys His Lys

190

Ser Pro Val Thr

PCT/US2005/032196

Leu Gly
15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ala
a0

Pro Pxo
95

Ala Ala

Ber Gly

.@lu Ala

Ser Gln
160

Leu Ser
175

Val Tyx

Lys Ber
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PCT/US05.-32196
<210> 6

<211> 447
<213a>» PRT
<213> Artificial

<220>
<223> artificial sequence is derived from mouse and human antibody

sequences
<220>
<221> MNISC_FEATURE

<222> (1)..(120)
<223> heavy chain variable regiom

<400> €
Glu Val Glo Leu Gln Gln Ser Gly Pro Asp Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15 -

Ser Val Lye Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyx' Ser Phe Thr aly Tyx
20 a5 30

Tyr Met His Trp Val Lys Glun Ser His dly Lys Sear Leu Glu Trp Ile
a5 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asm Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Fhe
50 ES 60

Lynnapl.yunlaIlehauThranMprﬂerserThrThrua'I;yr
' &5 70 75 a0

Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Sexr Thr Mst Ile Thr Asn Tyr Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Val Thr Ser Val Thr Val Ser Ber Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ber Val
115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Axrg Ber Thx Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyxr Phe Pro @lu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

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

.
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Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ber

Ser

235

Phe

val

305

Ser

Val

aly

3as

Asp

Sar
195

Ser
a1o0

Glu val

Gln
215

Lys

250

Val

Ala

Lys

Gln
355

Ser

Lys Qly

370

gln Pro

Gly Ser

180

Leu Gly Thr

Thr Lys Val

Pro Cys Pro
430

Pzv Pro Lys
! 245

Thr Cys Val
260

Asn Txrp Tyr

Arg Glu Glu

val Leu His
310

Ser Asn Lys
3a5

Lys Gly Gln
340

Glu Glu Met

Phe Tyr Pro

Lys

Asp

a1s

Ala

Pro

Val

val

Gln

aln

aly

15

Thr Tyr Thr
200

Lys Arg Val

Pro Glu Fha

Lys Asp Thr
a50

Val Asp Val
265

Asp Gly Val
280

Fha Asn Ser
Asp Trp Leu

Leu Pro Ber
330

Arg Glu Pro
345

Lys Asn Gln
380

Sexr Asp Ile Ala

ars

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

390

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu

410

Ber Val Val

Val
205

Cys Asu

dlu Ber Lys
220

PCT/USZOUSAI2196

Thr val Pro
190

Asp His Lys

Tyr Gly Pro

Leu Gly Gly Pro Ser Val

235

Lau Met Ile

Ber' Gln Glu

Glu Val His

Thr Tyr
300

Arg

Asn QGly
a1s

Lys

8ar Ile Glu

aGln val

Val Ser Leu

365

Val Glu
380

TIp

Pro Pro Val

395

Thr Val Asp

Ber Arg Thr
255 .

Asp Pro Glu
a70

Asn Ala Lys
Vval Val Ser

Glu Tyr I:ya
320

Lys Thr Ile
ais

Thr Leu Pro
3so

Thr Cys Leu
Glu Ser Asn

Lsu Asp Ber
400

Lys Ser Aryg
415

&\
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Trp Gln Glu Gly Asn Val Fhe Bsr Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 428 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ssr Leu Ser Lesu Ser Leu Gly Lys
435 440 445

<210>» 7

<dl1> 214

<3212> PRT

«<313> Artificial

<220>

«323> artificlal sequence is derived from mouse and human antibhody

sequencas

<320>

<221> MIEC_FEATURR

<232> (1)..(107)

<223> light chain variable regiom

<400> 7
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Qlu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Sar Gln SBer Val Ser Asn Asp
20 as 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
is 40 45

Ser Tyr Thr Ber Ber Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ber Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Val Tyr Fhe Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Pro
as 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ber Gly
115 120 . 1lz2s

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leau Asn Asn Fhe Tyr Pro Arg Glu Ala
1310 135 140
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Lys Vel Gln Trp Lys Val .Asp Asm Ala Leu Glo Bexr Gly RAan Ser Gln

145 150 155 160

dlu ﬂ'er Val Thr Glu Gln Asp Ber Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Ly® His Lys Val Tyxr
180 185 190

Ala Cys Glu Vval Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 2405 .

Phe Asn Axg Gly Glu Cys
210 ' ]

<210> 8

<21l> 447

<3212> . PRT

<213> Artificial

<220» .
«223> artificial ssquence is derived from mouss and human antibody

Bsequences

<220>

<231> MISC_FEATURE

<222» (1)..(120)

<323 heavy chain variable region '

<400> B
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Oly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phs Thr Gly Tyr
20 25 30

Tyr Mat His Trp Val Lye Gln Ser Pro Gly Gln Gly Leu Glu Try Ile
35 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Thr Lau Tyr Asn Gln Lys Phe
50 1] €0

Lys Asp Arg Val Thr Nest Thr Arg Asp Thr Ber Ils Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 ao

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Rsp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 90 95




WO 2006/031653
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Ala Arg Ser Thr Met Ile Thr Asn Tyr Val

Gly Thr

Pha Pro
130

Leu Gly
145

Leu Gln

Ser Ber

Pro Ber
210

Pro Cys
225

Phe Leu

Pro Glu

val Gln

Thr Lys

Val Leu
305

Leu
115

Cys

Ser

Ber

HSex
195

Pha

val

275

Pro

val

100

Val Thr Val Ser Sar Ala SBar

120

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr

135

Leu Val Lys Aep Tyr Fhe Pro

150

Gly Ala Leu Thr Ber Gly Val

165

Ser Gly Lsu Tyr Ser Leu Ber

180

Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr

Thr Lys Val Asp Lys Axg Val

215

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe

230

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

245

Thr Cys Val Val Val Asp Val

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val

Arg @Glu Glu Gln Phe Asn Ser

295

PCT/US2005/032196

Met Asp Tyr Trp Gly Gln
110

Thr Lys Gly Pro Bar Vval
125

Ser Glu Ser Thr Ala Ala
140

Glu Pra Val Thr Val Ber
155 160

Hig Thr Pha Pro Ala Vval
175.

Ser Val val Thr val Pro
180

Cye Asn Val Asp His Lys
205

@lu Ger Lys Tyr Gly Pro
220

Leu Gly Gly Pro Ber Val
235 a4

Leu Met Ile Ber Axg Thr
ass

8er Gln Gli Asp Pro Glu
270

Giu Val His Asn Ala Lys
aas

Thr Tyr Arg Val Val Ser
aa6

Val Leu His Gln Asp Txp Ieu Asm Gly Lys Glu Tyr Lys

3lo

Ber Asn Lys Gly Leu Pra Ser

aas

315 3290

Sexr Ile Glu Lys Thr lle
a3s
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Ber Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

340 345 350

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
a5s is0 365 ’

Val Lys Gly Pha Tyr Pro Ber Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Bsr Asn
370 375 . aso

Gly Gln Fro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Agp Gly Ber Phe Fhe Leu Tyr Ser Axrg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
40S 410 415 ,

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val'Met His Glu Ala Leu
430 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lya
435 440 445

<210>» 9§

<211> 214

<212> PFRT !
<213> Arxtificial

<330> :
<223> artificial saquance is darived from mouss and human antibody

saguEnces

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..{107)

<223> light chain variable region

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

Qlu Arg Ala Thr Ila Asn Cys Lya Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asgp
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
3s 40 45

Ser Tyr Thr Ber Ser Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp Arg Phe Ber Qly
50 55 60
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Ser Gly Bar Gly Thr Asp Phs Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala

65 TO 75 8o

Glu Asp Val Ala val Tyr Fhe Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ber Pro Pro
v 85 50 95

Thr Phs Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala '
100 105 110

Pro Bexr Val Phe Ile Fhe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fha Tyr Pro Arg Glu Al
130 135 140 .

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln' Ser Gly Asn Ser @ln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Glo Asp Ser Lys Asp Ber Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 178

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His lye Val Tyx
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
) 195 200 205

Pha Asn Arg Gly Glu Cys
210 )

<210> 10

<211> 447

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
«223> artificlal sequence is derived from mouse and human antibody

sequences

<220>

<3221> MISC_FEATURE

223> (1)..{120)

<223> heaavy chain variable ragiom

<400> 10

Gln Val Glo Leu Val Gla Ber Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
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Ser Val Lys Val SBer Cys Lys Ala Ber

Gly Arg

Lys
65

Met
Ala

aly

Leu
145
Leu
Berx
Pro

Phe

Asp

Glu

Arg

Thr

130

Gly

Gln

Ber

Ser

210

Leu

His Trp val Arg Gln Ala Pro

Ile Asn

Arg Val

Leu Ser

gexr Thr
100

Leu Val
115

Leu Ala

Cys Leu

Ber Gly

Sexr Ber

l1ao

Sar Lau

195

Asn Thr

Pro Pro

Phe Pro

Pro Asn Asn
55

40

gly Val

Thr Met Thr Arg Asp

70

Arg Leu Arg
85

Ser Asp

Mat Ile Thr Asn Tyr

Thr Val Ber

105

.
Ber Ala
120

Pro Cys Ser Arg Ber

135

Val Lys Asp
150

Ala Leu Thr
165

Gly Leu Tyr

Gly Thr Lys

Lys Val Asp
215

Cys Pro Ala
230

Pro Lys Pro
245

Tyr Pha

Ser Qly

Ber Leu
185

Thr Tyr
200

Lys Axg

Pro Glu

Lya Asp

PCT/US2005/032196

Gly Tyr Ser Fbe Thr Gly Tyr
ao

Gly Gln Gly Leu
Thr Leu Tyr Asn

Thr Ser Ile Ser

Asp
90

Val Mat 'Asp Tyr

Ber Thr Lys Gly

Thr Ser Glu Sar

Pro

Val'

170

Ber

Thr

Val

Pha

Thrx
250

45

75

Thr Ala Val

1as

140

Glu Pxro Vval
155

His Thr Phs

Ber Val Val

Cys Asn Val
a0s

Glu Ber Lys
220

Leu Gly Gly
235

Leu Mat Ile

Gluf.'l.‘:r.-pllat
Gln Lys Phe

:ﬂ::ﬂa'ryr
a0

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln
110

Pro Ser Val

Thr Ala Ala_

Thr Val Ber
160

Pro Ala Val
175

Thr val Pro
190

Asp His Lys

Tyr Gly Pro

Pro Ser Val
340

Ser Arg Thr
255
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Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser GQlmn Glu Asp Pro Glu
260 265 270

Val Gln Pha Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val Hig Asn Ala Lys
a75 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Fhe Asn Sar Thr lyx Arg Val val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
ags 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ber Sar Ile Glu Lys Thr Ile
3zs 330 33s

Ber Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Fro Gln Val Tyr Thr Lem Pro
340 345 380

Pro Ber Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
ass 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Bar Asn
370 375 380

@ly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Sex
385 350 395 400

Asp Gly Ser Fhe Pha Leu Tyr Ser Axg Leu Thr Val Asp Lys Ber Aryg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Sexr Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Sexr Leu Ser Leu Sar Leu Gly Lys
435 440 445

<210> 11

<3ll> 214

<2134> PFRT

«213> Artificial

<230>
<223> artificisl sequence lg derived from mouse and human antibody

sequences

<2320>

«231> MISC_FEATURE

<222> (1)..(107}

<223> 1light chain variable regiocn
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<220> y

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(34)

<223> CDR 1

<220>

«<221> MISC_FEATURR

«222> (50)..(56)

<223> CDR 2

<220>

<221> MISC_FBATURE

<222> (89)..(97)

<233> CDR?

<400> 11

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Fro Asp Ser

1

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lye Ala Sar
20 as
Val Al Trp Tyr Glm Gln Lys Pro Gly Gln

Tyr TyT
S0

Ssr 4ly

Glu Asp

Pro Ber

Thr Ala

as

70

100

115

130

Lys Val

145

Glu Bexr

150

165

Thr Ser Ser Arg Tyr Ala Gly Val

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln G

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Val Phs Ile FPha Pro Pro Ber Asp

S8er Val Val Cys Leu Leu Asn Agn

Gln Trp Lys Val Asp Aen Ala Leu

Leu Ala Val Sar

Gln Ser Val Ser
ao

Pro Pro Lys Leu
45

Pro Asp Arg Phe
60

I:I:e Ber Bar Leu
75

ln Asp 'l‘yr Asn Ser
o

Lys Arg Thr val
110

Glu Gln Leu Lys
135

PCT/US2005/032196

Leu Gly
15 .
Asn Asp
I.au Ile
Ser dly
Gln Ala
_ag
Pro Pro

Ala Ala

Ser Aly

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala

140

Gln Ser Gly Asn
155

Ser Gln
160

Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

175
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PCT/USDOS. /32196 :
Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 ' 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly lLeu Sar Ser Pro Val Thr Lys Bexr
' 198 200 205 -

Phe Asn Axrg Gly Glu Cys
a10

<210> 12

<211> 447 '
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
«223> artificial sequence ip derived from mouse and human antibody
sequences

«220>

<221> MNKISC_FEATURE

«222» {(1)..{120}

<223> heavy chain variabls region

<220>»

<221> MIBC_FEATURE
«<222> (26)..(35)
<223> COR1

<220

<231> MISC_PRATURE
<222> (50)..(66)
<223> CDR2

«<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (99)..{109)
<323> CDR3

<400> 12
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pxo Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Sar Phe Thr Gly Tyr
a0 a5 3o

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gla Gly Lasu Glu Trp Met
3s 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asm Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ils Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80




WO 2006/031653
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Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ssr Asp Asp Thr Ala Val

Leu
145

225

Phe

val

val
305

aly

Gln

Ber

a10

cys

Glu

Gln

Lys

Leu

Ber

Bar

Baxr
195

Phe

Val

275

Thr Met
100

val Thr

Pro

Leu Val

Gly Ala

165

Bexr
180

Gly

Leu Gly

Lys

Pro Cys

Pro
245

Pro
Thx Cys

260

Asn Trp

Arg Glu

val Leu

Ila

Cys

Lys

150

Leu

Val

a30

Lys

val

Glu

His
310

80

Thr Asn Tyr Val

Ber

Ser
135

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Val

Val

Gln

Gln

Ber
120

Ber

200

Lyas

Lys

Val

Asp
280

105

Ala Ber

Ser Thr

Gly Val
170

Leu Ser
185

Val

Glu Phe

Asp Val

Gly Val

Met Asp

Thr Lys

Sar Glu
140

Glu Pro
155

His'Thr

Ser Val

Glu Ser
220

Leu dly
235
Leu Met

Ser Gln

Glu val

A

N ﬂﬂ1/3

PCT/US2005/032196

Tyr Tyr
95

Tyr Trp Qly

110

Gly Pro Ser
135

Sex "rh:.- Ala

Vval Thr val

Phs Pro Ala

175

Val Thr Val

190

Val
205

Asp His

Lys Tyr Gly

dly Pro Ber

Ile-Ser Arg
ass

Glu Asp Pro
270

His Asn Ala
285

Thr Tyr Arg Val val

300

Cyn

Val

Ala

A60

Vval
240

alu

Lys

8er

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

315
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Lys Val

Ser Lys Ala

Pro Ser dln
ass

Val Lys .Gly
370

dly Gln Fro
aes

Asp Gly Ber

Trp Gln Glu

His Asm His
425

<210> 13
<3d1l> 417
<d12> DNA

Ser Asn Lys Gly Leu Pro HSer Ber
335 330

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
340 345

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
360

FPhe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
375

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
390 395

Pha Phe Leu Tyr Ber Arg Leu Thr
405 410

Gly Asn Val Fhe Ser Cys Ber Val
420 435

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Saxr Leu
440

<213> Mus musculus

<400> 13

atggaatgya getgggtctt tctcttoctc ctgteagtaa

gtecagetge agecagtctgg acctgacctg gtgaageoctg

tgcaaggctt

ctggttacte attcactgge tactacatge

ggaaagagcc ttgagtggat tgagacgtatt aatcctaaca

cagaaattca aggaceaggc catattaact gtagacaagt

gagcteegea goctgacate tgaggactct geggtctatt

attacgaact atgttatgga ctactggggt caagtaacct

<210> 14
<31ll> 139
<211> FRT

<213> Mua masculus

<220»
<231» MIBC

<222> (1}..

'_FEATURE

{19)

QD

ﬂﬂ%é

PCTAUS2005/032196

Ila Glu Lym Thr Ile
' ais

Val Tyx Thr Leu Pro
350

fer Leu Thr Cys Leu
365

@Glu Trp Qlu Ber Asn
380

Pro Val Leu Asp Ser
400

Val Asp Lys Ber Arg
415

Nat His Glu Ala Leu
430

Ber Lesu Gly Lys
445

ctacaggtgt ccactctgag
gggcttcagt gaagatatce
;ctgggtgn gcagagocat
atggtgttac tctctacaac
catccaccac agcctacatg
actgtgcasg atctactatg

cagtcacegt ctcctca

60

120

180

300

360

417
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PCT/USOS 22196
<223> loeadsr sequence

<220>
<221>
<332>

MATURE_PEPTIDE

(20)..(139)

<400> 14

Met Glu Trp Ser Trp Val Pha I.au Fhe Leu Leu SBer Val Thr Thr Gly
1 5 10 15

Val Hig Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Asp .I.au Val Lys
20 as ao

Pro Gly Ala Ser Val Lys Iles Sex Cys Lys Ala Bar Gly Tyr Ber Phe
a5, 40 45 .

Thr Gly Tyr Tyr Mat His Trp Val

Lys Gln Ser'His Gly Lys Ser Lsu
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asn Pru Asn Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn
65 70 75 a0

Gln Lys Phes Lys Asp Lya Ala Ile
85

Thr Ala Tyr Met Glu Lau Axrg Ber
100

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Met
115 120

Leu Thr Val Asp Lys Ser Ber Thr
90 95

Lau Thr Ber Glu Asp Ser Ala val
105 110

Ile Thr Asn Tyx Val Met Aap Tyr
125

Trp Gly Gln Val Thr Ber Val Thr Val Ser Ser
130 135

<310>» 15

<211> 381

<212> DNA

<213> Mus muaculus

<400> 15
atgaagtcac agacccaggt cttegtattt ctactgetet gtgtgtetgg tgegcatgag

agtattgtgas tgacccagac tcccacattc ctgottgttt cageaggaga cagggttace
ataacctgea aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtag cttggtacca acagaageca
gggcagtctc ctacactgct catatcctat acatccagte gotacgetgg agtccctgat
cgcttcattg geagtggata tgggacggat ttcactttca ccatcagcac tttgeagget

gaagacctgg cagtttattt ctgtcagcaa gattataatt ctoctccgac gtteggtgga

PCT/US2005/032196

120

180

240

300

360
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ggcaccasge tggasatcaa a

<210> 16

«<211l>» 117
<2132> PRT
<313>

<320>
<3321>
<222>
<123>
<2320>
<221>
<232>
«<400> 1§
Mat Lys Ser
1

Gly Ala His

Val Ber Ala

val Ber Asn
50

Thr Leu Leu
65

Arg Phe Ile

Thr Leu Gln

Asn 8er Pro
115

<3210> 17

<211> 107
<212> PRT
<213>»

<220>»
<223>

M musculus

MISC_FEATURE
{1)..1(20)
leader asguence

MATURE PEPTIDE
{21} .

.{127)

@Gln Thr Gla Val Phe
5

Gly Ser Ila Val Mat
20

Gly Asp Arg Val Thr
40

Asp Val Ala Trp Tyr
55

Ile S8er Tyr Thr Ser
70

Gly Ser GQly Tyr Gly
as

Ala Glu Asp Lreu Ala
100

Pro Thr Phe Qly Gly
120

Artificial

sequence

] 2}‘4"8

PCT/US2I005/032196

Vval Fhe Leu Leu Lau Cys Val Ber
10 s

Thr Gln Thr Pro Thr Phe Leu Leun
as 30

Ila Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ber
45

Gln Glo Lys Pro Gly Gln Sexr Pro
&0

S8er Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp
75 80

Thr Asp Phe Thr Fhe Thr Ile Sar
90 95

Val Tyr Pha Cys Gln dln Asp Tyr
108 110

Qly Thr Lys Leu dlu Ile Lys
125

artificlal sequence is derived from mouse and human antibody

381
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<400> 17

ASp Ile Val Mat Thr Gln Ser Pro Agp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Sexr Val Ser Asn Asp
20 25 ! 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gfl.y @ln Ser Pro Lys Leu Lau Ile
35 40 45

Ser Tyr Thr Ber Ser Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Aly
50 55 60

Ber Gly Ser Gly Thr Asp FPhe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
65 70 75 80

@Glu Agp val Ala Val Tyx Phe Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Pro
as 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 18

<211> 120

<212> FRT '
«<213> Artificial

<220>

<223> artificial sequence is derived from mouss and humsn antibody

saquances
<400> 18
Gln Val Glno Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lya Ala Ber Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyzr
20 a5 k)]

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Ber Pro Gly Oln Gly Leu Glu Trp Ila
as 410 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asm Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 &0

Lys Asp Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ber Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80



e —

A

™ |:;)4,5!i

WO 2006/031653 PCT/US2005/032196

PCT/USDS, FRA98,
' as

Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
S0 95

Ala Arg fler Thr Met Ils Thr Asn Tyr Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 lo5 110

Qly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 19

<211> 1230 '
«212> PRT

«213> Artificial

<220>

<223> artitficial sequence ins derived from mouss and human antibody

saqueances
400> 19

Gln Val Gln Leu Val Gln Sex Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Sexr Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr ‘Ser Phe Thr Gly Tyr
20 a5 30

Tyr Met Xis Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
as 40 45 ’

Gly Arg Ile Asa Pro Asn Asn Oly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Axg Val Thr Ile Thr Aryg Asp Thr Ber Thr Ser Thr Ala Tyzr
65 70 75 o0

Met Glu Leu Sar Ser Leu Arg Ber Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
a5 90 95

Ala Arg Ber Thr Met Ile Thr Asn Tyr Val Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 108 110

@ly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

«210> 20

<dll> 360

<212> DEA

«213> Artificial

<220>




WO 2006/031653

F’[:-rfﬁﬁﬁﬁitléiiégiiiiFEigignce is dsrived from mouse and human antibody
a ]

equence

<400> 20 .
caggtccage tggtgoagtc tggagocgag gtgaagaagc

'tectgecaagg cttctggtta ctcattcact ggétlctnca.
eccggacagg gecttgagty gatgggacgt attaatccta
aaccagaaat tcaaggacecg cgtgaccatg alctcgcgacn
atggagctct cccgcctgeg ctctgacgac accgcegtet

atgattacca actatgttat ggactactgg ggtcaaggcea

&
”(‘79

PCT/US2005/032196

ctggggctte agtgasggtg
tgeactgggt gegecaggec

acaatggtgt tactctctac ’

cctccatcte cacagectac

attactgtge acgctccact

ccctggteac cgtotectea

<210> 21

<3211> 120

«3212» PAT

«213> Artificial

<320>

<223> artificial sequance is derived from mouse and human antibody

segquences
«<400> 31
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 i5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Sexr Pha Thr Gly Tyr
20 a5 30

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
a5 40 45

aly Arg Ile Asn Pro Asn Asn (ly Val Thr Leu Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Aryg Val Thx Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyx
65 70 75 80

Met Glu Leu Ber Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Ala Arg Ser Thr Met Ile Thr Asn Tyr Val Mat Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 130

<210> 22

60
120
180
240
300

360
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<212> DA
«213> Artificial

<220>
. , 223> artificial sequance is derived from wmouse and human antibody

sequances

«<400> 22 y
gatattgtga tgacccagtc ccecgactcee ctggcecgtit cactgggaga gagggocace 60

atasactgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttggtacca acagasgoca 120
e_ gggeagecce ctaagetget catatactat acatccagte getacgetgg agtcectgat 180

egottcteeg geagtggate cgggacegat ttcactctga ccatcagetc cttgeagget . 240

gaagacgtgog cagtttatta ctgtcagecasa gattataatt ctcoctccoac ctiegotgga 300

ggcaccaage tggaaatcaa a ’ jal

<3lo>» 23

<21l> 107

<3212> PRT

<213> Artificial

<220>» .
<223> artificial sequence ils darived from mouse and human antibody

sequences
<400> 23
Asp Ile Val Met Thx Gln Esr Pro Asp Ber Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

@lu Arg Ala Thr Ile Aen Cys Lys Ala Ber Gln Ser Val Ber Asn Asp
20 25 k1)

Val Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Ber Arg Tyr Ala Gly Val Pro Asp Arg Phe Serxr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala
es 70 75 80

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Ber Pro Pro
a5 80 95

Thr Pha Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
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<210> 24

<31ll>
<212>
<213>

<400>

Ala Ser
1

Ber Thr

Fhea Pro

Gly val

Leu Ser
65

Tyz Thr

Arg Val

Glu Phe

Asp Thx
130

Asp Val
145

Gly Val

Asn Ser

Trp Lau Asn

Pro 8Ser
210

337

PRT
Homo sapiens

a4

Thr Lys Gly Pro Ber
5

Ser Glu Ser Thr Ala
20

Glu Pro val Thr Val
35

His Thr Pha Pro Ala
55

Ser Val Val Thr Val
T0

Cys Agn Val Asp His
85

Glu Sar Lys Tyr dly

100

Leu
118

Gly Gly Pro Ser

Lesu Mat Iles Ser Arg

135

Ser Gln Glu Asp Pro

150

Val His Asm Ala
165

Glu

Tyr Axrg Val Val
180

ely Lys Glu Tyr
195

Ser Ile Glu Lys Thr

215

val

Ala

Ber

40

val

Lys

Pro

Val

120

Qlu

Lys

Ser

Lys

Ile

PCT/US2005/032196

Phenml:m_nnlnmmsa:n:g

10

15

Lely Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyx
a5 ]

Trp

105

val
185

Cys

Asn

Gln

Ser
90

Glu

Gln

Lys
170

Lys

Bar

8er

Pro

Val

155

Val

Sar Lys Als

Gly Ala Leu Thr Ser
45

Ser Gly Leu Tyr Sear
60 )

Leu Gly Thr Lys Thr
a0

Thr Lys Vel Asp Lys
95

Pro Cys Prxro Ala Pro
110 '

Pro Pro Lys Pro Lys’
125

Thr Cys Val Val Vval
140

Asn Trp Tyr Val Asp
160

Arg Glu Glu Gln Phe
17s

val Leu Ris Gln Asp
150

8ar Asn Lys Gly Leu
205

Lys Gly Glan Pro Axg
220
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Glu Pro G

a3s

Asn Gln val
Ile Ala val

Thr Thr' Pro
275

Arg Leu Thr
290

Cys Ber Val
305

Leu 8ar Leu

<210> ab
<3211> 330
<313> PRT
<213> Homo
<400> 235
Ala Ber Thr
1

Ber Thr Ber

Pha Pro Glu
35

Gly Vval His
50

Leau Hex Ber
65

Tyr Iles Cys

Lys Val Glu

Ty:ﬁsx'mrmmserehﬂluuluuetmnw
230 235 240

Va

Sexr Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 as50 ass

Glu Trp @Glu Sar Asn Gly ¢ln Pro Glu Asu Asn Tyr Lys
260 265 270

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ber Phe Phe Leu Tyr Bar
a80 285

Val Asp Lys Ber Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ber
a5s 300

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Qln Lys Ber
310 315 320

Ber Leu Gly Lys
325

sapiens

Lys Gly Pro Ber Val Fha Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lym
5 10 15

Gly Gly Thr Ala Ala Lau Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 3o

Pro Val Thr Val Ber Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ber
40 45

Thr ¥he Pro Ala Val Leu Gln Ber Ser Gly Leu Tyr Her
58 60

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
70 75 8o

Asn Val Asn His Lys Pro Sar Asn Thr Lys Val Asp Lys
8s 90 95

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cym
100 105 110
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Pro Glu
115 -

Lys Pro Lys Asp Thr
130

Val Val val Asp Val

.145

Tyr Val Anp Gly val
165

Glu Gln Tyr Asn Ser
180

His Gln Asp Trp Leu
195

Lys Ala Leu Pro Ala
210

Gln Pro Axrg Glu Pro
225

Met Thr Lys Asn Glno
245

Pro Ber Asp Ile Ala
460

Amn Tyr Lys Thr Thr
275

Leu Tyr Ser Lys Leu
290

Val Phe Ser Cys Ser
308

Gln Lys Ser Leu Ber
3as

26

106

PRT

Homo sapiens

<210>
<31l>
212>
<dl3>

.‘.I.QE

nn1

Leu Gly Gly

Ber
150

Glu

aln
230

Val

val

Val
310

120

Met Ile
135

His Glu

Val Hism

Tyx Arg

Gly Lys
200

Ile Glu
215

Val Tyr

Ser Lau

Glu Trp

Pro Val
480

val Asp
295

Mat Hig

Ser Pro

Pro Ber Val Phas Leu
125

Ser Arg Thr Pro Glu
140

Asp Pro Glu Val Lys
155

Asn Ala Lys Thr Lys
170

Val Val Ser Val Leu
185

Glu Tyr Lys Cys Lys
205

Lys Thr Ila Bear Lys
420

Thr Lesu Pxro Pro Ber
235

Thr Cys Leu Val Lys
250

Glu Ser Asn Gly Gln
265

Leu Asp Ber Asp Gly
285

Lys Ber Arg Trp Gln
300

Glu Ala Leu His Asn
316

Gly Lys
330

PCT/US2005/032196

Phs Pro
val
Phe Asn

Pro
175

190

Ala Lys
Arg Glu

Gly Fha
255

Pro Glu

a70

Ser

Gln Gly

His Tyx

Pro

160

Glu

aly

Glu
240

Asn

Thr
320
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Thrv.].n:nl.msuv.lPhnIlaPh.ProPmBorhpGluGln.
1 5 10 15

.Luunyuscralymala Ber Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe Tyr
a0 as 30

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln TZp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
35 40 45

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Sexr Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Aep Tyr Glu Lys
65 70 15 80

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ber Pro
as 50 95 .

Val Thr Lys Ser Pha Asn Ary Gly Glu Cys
100 105

<210> 27

<211> 114

<212> LHA

<213>» Artificial

<230>
<223> oligomclaotida

<400> 27
cgegeactce gatattgtga tgaccecagtc ccccgactoe ctggeeghtt cactgggaga 60

gagggcocace ataaactgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttg 114

<310> 28

<211> 117

<212> DHA

<213> Artificial

<220>
<3223> oligopucleotide

<400> 28
gtaccaacag aagccagggce agtcccctaa gotgctcata toctatacat ccagtegeta 60

cogetggagte cctgatcoget toctocggoag tggatceggg accgatttcoa ctcotgac 117
<210> 29

<21i> 120
<212> DHA
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<2320> .
<223> oligonucleotide

<400> 29

CRLLLT

PCT/US2005/032196

' catcagetec ttgcaggetg aagacgtgge agtttatttc tgtcagcaag attataatte 60

tecteceace ttcggtggag gcaccaaget- ggmtc_un cgtgagtaga ataacttaat 120

<210> 30

<211> 108

<212> DHRA

<213> Artificial

<220>
<223> oligomuclectide

<400>» 30

taagttattc tactcacgtt tgatttccag cttggtgeet ccaccgaagg tgugaggaga 60

attataatct tgotgacaga aataaactge cacgtcttcea gectg

<210> 31

<211l> 116

<31l2> DHA

<213> Axtificial

<220>
<3223> oligonuclectida

<400> 31

105

caaggagctg atggtcagag tgaaatcoggt cccggatcoa ctgecggaga agegatcagg 60

gactccageg tagegactgg atgtatagga tatgagcage ttaggggact geocctg 116

<3210> 32

<21ll> 124

<212> DRA

<213> Artificilal

<220>
<223> oligonucleotids

<400> 32

gettetgttg gtaccaagec acatcattac tcacactotg actggecttyg cagtttatgg 60

tggcectcote tccoagtgaa acggccaggg agtcggggoa ctgggtcatc acaatategy 120

agtg

<210> 33

<211> a7

<2132> DHA

<213> Artificial

<220>

la4
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<223> PCR primer

<400> 33
cagcecceta agctgctcat atactat a7

<210> 34

<21ll> 27

<2132> DNA

<213> Artificlal

<220>
«223> PCR primer

«<400> 34
atagtataty agcagcettag ggggctyg 27 '

<210> 35

<211> 235

<312> DHA

<213> Artificial

<320>
<223> PCR primer

<400>» 35
gtggcagttt attactgtca gcaag . 25

<310> 36

<311l> 25

<212> DHA

<213> Artificial

<220>
<223> PCR primexr

<400> 36
cttgotgaca gtaataaact gccac 25

<210> 37

311> 86

<212> DHEA

«213> Artificial

<220>
<223> oligonucleotide

<400> 137
cgogeactee caggtccage tggtgeagte tggagccgag gtgasgaage ctggggotte 60

agtgasggtg toctgesagg cttotg as

<210> 38

<311> 90

«212> DHA

<213> Artificial
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<223> oligonucleotida

<400> iﬂ . .
gttactcatt cactggctac tacatgcact gggtgaageca gagcccogga eagg;gccl:tg §0

'agtggattgg acgtattaat cctaacaatyg 90

<210> 139

<211> 101

<212> DNA !
<A13» Agti!ieial

<3120>
<223> oligoanuclectids :

<400> 39
gtgttactct ctacaaccag amattcaagg accgogtgac catgactege gacacctcea &0

tetccacage ctacatggeag ctctceccegee tgegetcectga © 101

<310> 40

<211> 104

<212> DNA

«213> Artificial

. <220>
«313» oligomucleotide

<400> 40
quecaccgecg tctattactg tgoacgetec actatgatta ccaactatgt tatggactac 60

tggggtcaag gcaccectggt caccgtctec tcoaggtgagt ccotg . 104

<310> 41

<211> 99

<213d> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> oligenuclecotide

<400> 41
tegacaggac teacctgagy agacggtgac cagggtgcct tgaccccoagt agtccataac 60

atagttaggta atcatagtqg agogtgcaca gtaatagac 99

<210> 42

<3ll> 93

<212> DMA

<213> Artificial

<220>
<323> oligonucleotide

<400> 42
ggcggtyteg tcagagegca ggcgggagag ctccatgtag getgtggaga tggaggtgtco 60
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gogagtcatg gtcacgoggt ccttgaatit ctg

<210> 43
<3211l> 92
N <313a> DMA
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleotide

<400> 43

PCT/US200%/032196

93

gttgtagaga gtaacaccat tgttaggatt aatacgtcca atccactcaa ggcccotgtce 60

ggggctctge ttcacceagt geatgtagta ge

<210> 44

<211> 97

<3212> DEA

<313> Artificial

<2320>
<223> oligonucleotide

<400> 44

cagtgaatga gtaaccagaa gecttgoagg acacctteac tgaageccca ggettcttea 80

cctcecggetece agactgeace agetggacct gugagtyg

<3210> 45

<311l> 90

<3l2> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> oliganucleatide

<400> 45

a7

gttactcatt cactggetac tacatgcact gggtgcgeca ggoccccocgga cagggocttg 60

agtggatggg acgtattaat cctaacaatg

<210> 46

<211> 92

<212> DNA

<213> Artificial

<3220>
<223> oligonucleotide

<400> 46

gttgtagaga gtaacaccat tgttaggatt aatacgtcce atccactcaa ggeectgtec 60

gggggcctgg cgcacccagt gcatgtagta gec

<210> 47
<211> 101
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<213> Artificial .

<230>
«2323> oligonucleotide

<400> 47
gtgttactct ctacaaccag aaattcaagg accgegtgac catcactege gacacctcca 60

ccteecacage ctacatggag ctctcctece tgegetetga g 101

<d1l0> 4P

<21il1> 93

«<212> DMA

<213> Artificial

<420>
<223> PCR primer

<400> 48
ggcggtgtce tuagagcgea gggaggagag ctcocatgtag getgtggagg tggaggtgte €0

gcgagtgatg gtcacgeggt ccttgaattt ctg . 93

<310> 49

<311l> 30

«<312>» PRT

«<213> Artificial

<220>
«223> consensus antibody heavy chain framework 1 sequemce based on
hunan antibody ssquances

<400> 49

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala dlu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10

Ber Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ber Gly Tyr Thr Phs Thr
a0 25 30

«<310> 50

<311> 14

<212> PFRT

<213> Artificial

<220>
<223> consensus antibody heavy chain framework 2 sequence baud on

hnman antibody sequences
<400> 50

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Txp Met Gly
1 5 10
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<3210> 51

<31l> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> consensus antibody hsavy chain framework 3 sequance based on

human antibody sequences
«400> 51

nrgvnmnamnrgnspmsarmnrmnnmuatalu
1 1o 15

uuururuungsezaluupmnammmcy-uaug
20 a5

<210> 52

<211l> 98

«<2112> PRT

<213> Homo sapiens

<400> S3

Gln Val Gla Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Sar Cys Ly® Ala Sar QGly Tyr Thr Phs Thr Gly Tyr
20 as a0

Tyr Mat H.i.- Trp Val Arg Gln Ala Pro Qly Gln Gly l:.eu Glu Trp Met
40

Gly Trp Ile Asn Pro Asn.Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ger Ile Ber Thr Ala Tyx
65 70 78 a0

Mat Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyx Tyr Cys
as 90 95

Ala Arg

<210> 53

<311> 9B

<212> PRT

«213> Homo saplens

<400> 53
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Pc(:-;[;"f &%ﬂﬁifﬁ"ﬂgﬁor aly Ala. ::u Val Lym Lys Pro %Y Ala

Ser Val Lys Val Eer Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Fhe Thr Ser Tyr
20 a5 30

Ala Met HEis Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Met
k 1 40 45

Gly'.l‘rpllleunnlaﬂlymclymrhrm'ryrsarelnny-Pho
50 55 &0

Qln Gly Arg Val Thr Yle Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 a0

Mat, Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 S50 ) 95

Ala Axrg

«<210> 54

<21l1>» 958

<213> PRT

<213> Homo sapiens

<4005 54
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 s 10 15

Sar Val Lye Val Bexr Cys Lys Ala Ber Gly Tyr Thr Phe Thr Ber 1Tyr
20 a5 30

Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu @lu Trp Mst
35 40 45

Gly Trp Mat Asn Pro Asn Ser Qly Amsm Thr Gly Tyx Ala Gln Lys Phas
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asn Thr Ssr Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg
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<210> 55

<111> 98
<213> PRY
<213> Howo sapliens

4 <400> 55

Gln Val Glan Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
. 1 5 10 15

Ser val Lys Val Ber Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Sar Tyr
20 25 30

Gly Ile Ser Trp Vel Arg Gla Ala Pro Gly Gln Gly Lem Glu Trp Mst
35 40 45

Gly Trp Ile Ber Ala Tyr Asn Gly Asn Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Lau
50 S5 ‘60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Sar Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 8o

Mat Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BS 90 85

Ala Arg ) '

<210> 56

<21l> 98

<312> PRY

«213> Homo sapiens

<400> 56
Gln Val Gln Leu Val Gln Ber Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 1s

Ser Val Lys val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr Glu Leu
20 a5 30

Sar Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
- a5 40 45

@ly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Gln Lys the
S0 55 &0

Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
&5 70 75 a0




WO 2006/03165)

PCT"’ 'i'usl.gu'sﬂ';;%earilg:snrg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

<210»
<211>
<213>
<213>

<400>

Gln Met Gln

1

Ber Val Lys

Tyr Leu His

Gly Trzp Ilia

Gln Asp Arg

Homo saplens

kH

40

70

10

75

r 00703

@

PCT/US2005/032196

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Thr Gly Sex

15

v;1se=cy-1.ysu.me1yry:mmmmug
a5

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glmn Ala Leu Glu Trxp Mat
. 45

Thr Pro Pha Asu Gly Asm Thr Asu Tyr Ala Glo Lys Fhe

Val Thx Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr

IletGlumBerseruunrgsetclul\spmniauetT}r'ry:c;rs

Ala Arg

«<310>
<211>
<213d>
<213>

<400>

58

98

PRT

Homo saplens

Gln Val Gla Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

Ser Val Lys

Tyr Met His

25

10

45

15

Val Ser Cys Lye Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glo Gly Leu Glu Trp Mst
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PB'I;J;L.ISIESA;;BPE%E%IY Gly Ser Thr Ser '.l‘yr Ala Glu Lys Phas
55

GlnG]'.YA.\‘.‘gVIJ.mHEC Thr Arg Asp Thr Sexr Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ber Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 . S0 85

Ala Arqg

<210> 59
<2ll> BS8 ! !
<212> PRT

<213> Homo saplens

<40D>» 589
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser @ly Pro Glu Val Lys Lys Pro Gly Thr
1l ] 10 15

Ser Val Lys Val Ber Cye Lys Ala Bar Gly Phe Thr Pha Thr Ser Ser
20 25 30

Ala val Gln Trp Val Arg Gln Ala Arg Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
40 ' 45

Gly Ttp Ile Val Val Gly Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Glu Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Net Banh.rBerThrMaTyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Vval Tyr Tyr Cys
as 90 13

Als Ala

<210> 60

<21)l> 98

<213> PRY

<213> Homo saplena

«400> 60

Gln val Gln Leu Val Gln S8er Gly Ala Glu Val Lys Lyem Pro Gly Ser
1 5 10 15
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PCT/USDS." 32196
Ser Val Lys Val 8ar Cys.Lys Ala Ber Gly Uly Thr Phe Ber Ber Tyr

10 1] 30
Ala Ile Ber Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
a5 40 45

Gly Giy Ile Ile Pro Ile Fha Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 , 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyrxr
65 70 ) 75 . a0

Met Glu Leu Bar Ser Lau Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
. as 90 95 .

Ala Axrg

«<210> &1
<3211l> 98
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 61
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Spxr
1 s 10 . 15

Ser Val Lys Val Ber Cys Lys Ala Ser Glyl Gly Thr Phe Ser Ser Tyr
a0 25 . ao

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

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Fhe Gly Thr Ala Aan Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ssr Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ber Ser lLeu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 950 95

Ala Arzg

«<310> 62
«<211> 93
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WO 2006/031653
PCT/USD5./32196

PCT/US2008/032196

<213> PRY
<213> Howmo

<400> 62
Glu Val Gln
1

Thr Val Lys

Tyr Met His
35

Gly Leu Val
50

@ln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Thr

<210> 63
<a1ll> 101
<212> PRT
<213> Romo

<400> &3
Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Sar Aan Asn
as

Pro Pro Lya
50

Pro Asp Arg
13

sapiens

Leu Val Gln Sar Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 18

Ile Ber Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Fhea Thr Asp Tyr
ao 25 ao

Trp Val Gln Gln Ala Fro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
40 45

Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Glu Lys Phe
55 60

Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Sar Thr Asp Thr Ala Tyr
70 75 a0

Ber Ber Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

sapiens

Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Lesu Gly
5 10 15

Thr Ile Asn Cya Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyxr Ber
20 as a0

Lys Aan Tyr Lsu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Qly Val
55 60

Fhe 5ar Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80




WO 2006/031653
PCTAUSDS. 321985

Ils Ber Bex
"

Tyr Tyr Ber

<3210> &4
<211> 58
<212> PRT
<313> Homo
<400> 64
Gln val Gln
1

gSer Val Lys

Tyr Mat His
as

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Arg
65

Mat Glu Leu

Ala Arg

<210> 65
<211> 98
<213> PRT
<213> Howmo
<400> 65

Glu Ila Val
1

Glu Arg Ala

Lau Ala Trp
k1]

: nn%

Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyxr Cys Gln Gln
-1 90 95

Thr Pro
100

saplens '

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly 'l'y.:-"rhr Phe Thr Gly Tyr
20 as . a0

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

Asn Pro Asn Sar Gly Gly Thr Asm Tyr Ala Gln Lys Phe
55 60

Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Sar Iles Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

8er Arg Lsu Arg Sexr Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 90 . 95

sapiens

Met Thr Gln Ber Pro Ala Thr Leu Ser Val Eer Pro Gly
5 10 15

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Bar @ln SBer Val Ber Ser Asn
20 25 o

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Ley Ile
40 45

PCT/US2003/032196

7
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PCTAUSDOS. 32196
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala Arg Pha ger Gly
50 . 55 60

Ber Gly Bar Gly Thr Glu Pha Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 a0

Glu Asp Fhe Ala Val Tyr Tyr Cys Jln Gln Tyr Asu Asn Trp Pro Pro
a5 90 95

Thr val

<210> 66

<31l> 985 .
«<312» PRT

<213> Homo sapiens

«400> 66
Glu Ils Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Lesu Ser Val Ser Pro dly
1 5 1o 1§

Glu Arg Ala Thr Leu Sar Cys Arxrg Ala. Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn
20 as 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Glo Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
as 490 . 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Fhe Ber Gly
50 55 ' &0

Ber Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ber Leu Gln Ber
65 70 75 . a0

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro
85 S0 95

<210> 67

«21l> 96

«<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 67
Glu Ile Val Leu Thr Gla S8er Pro Gly Thr Leu Ssr Lau Ser Pro Oly
1 ] 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu S8er Cys Arg Ala Ser Gln Ber Val Ber Sar Ser
20 a5 a0
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WO 2006/031653
PCT/USOS. 2219
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Fro Gly Gln Ale Pro Arg Leu
35

40 45.

Leu

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Qly Ile Fro Asp Arg FPha Ber

Gly BSer Oly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ssr Arg Lau

70 _ 75

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyx Glylﬂar Ber
20 95

<210>
<211>»
<212>
<413>

<400>

8s
(1}
95 .
PRT
Homo saplens
(1]

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ber Pro Ala Thr Leu Sar Leu Bexr Pro

1

10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser dln Ser Val Ser Ber

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

35

40 45

Tyr Asp Ala Ber Asn Arg Ala Thr Gly Ils Pro Ala Arg Fhe Ser

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asm Trp Pro
a5 80

<d10>
<dll>
213>
<3113>

<400>

69

96

PRT

Howo saplens

55 §0

Ser Gly Ber Gly Thr hap'Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GQlu

70 75

95

@lu
80

aly

Tyx

Ile

Gly

Glu Ile Val Met Thr Oln Ser Pro Pro Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

10 15

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val 8Ssr Ser Ber

20

25 30
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WO 2006031653
PI:JrfLEuSTgSIBEJ.gB

35

Ile Tyr OGly
50

Gly Ber Gly
65

Pro Glu Asp

«<210> 70
<31l> 96
<212> PRT
<213> Homo
<400> 70
Glu Ils Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leau Ber
as

Ils Tyr Gly
50

Gly Ser dly
a5

Pro Glu Asp

<310> 71
<211> 95
<212> PRT
<213> Homo

«<400> 71
Agp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Trp Tyr Gln Glmn Lys Pro
40

Ala Ser Thr Arg Ala Thr
55

Ser Gly Thr Asp Fhe Thr
70

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
as

saplens

Met Thr Gln Ser Pro Ala

Thr Leu Ser Cys Arg Ala
a5

Trp Tyr Glan Gln Lys Pro
- 40

Ala 8e¢r Thr Arg Ala Thr
ES

Ser Gly Thr Asp Phs Thr
70

Phe Ala Val Tyxr Tyr Cys
BS

sapiens
Mst Thr Gln Ser Pro Ser

Thr Ile Thr Cya Arg Ala
20 a5

PCT/US2005/032196

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
45

Ber Ile Pro Ala Arg Phe Sar
60

Iu Thr Ile Ser Sar Leu Gln
75 80

Gln Gln Asp His Asn Leu Pro
80 95

Thr Leu Ssr Leu Ser Pro Gly
10 15

Ber Gla Ser Val Ser Ser Ser
30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
. 45

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ber
' 60

Leu Thr Ile Ber Ser Lau @ln
75 . 80

Gln Gln Asp Tyr Asn Leu Pro
90 85

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ser Gln Ber Ile Ser Sexr Tyx
30



WO 2006031653

PLLATHR R

Tyr Ala Ala
50

Ser 4ly 8Ser
65

Ser Sex Leu Gln
55

Gly Thx Asp Phe
70

@lu Asp Phe Ala Thx Tyr Tyr
85

<210>
<211>
<212>
<3213>

73
85
PRT
Homo
<400> 72

Asp Ila Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
k 1.

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ber
65

Gly Asp Phe

<210> 73
<211> 95
<2132> PRT
<213> Homo
<400> 73

Asp Ile Gln
1

ASp Ary Val

saplens

Mst Thr Qln Ber
5

Thr Ile Thr Cys
20

Tyr Glun Gln Lys

Sar Ser Lesu Gln
55

dly Thr Asp Phe
70

Ala Thr Tyr Tyr
as

saplang

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

40

Ber Gly

Cys Gln

Arg Ala
as

Pro Qly
40

Ser Gly

Cys Gln

Val Pro Ber Axg Phe

Thr Ile Ser Ser Leu

75

Glnsarmsa:i‘hr

Ser Isu Sar Ala
10

Ser Gln Ser Ile

Lys Ala Pro Lys
45

Val Pro Ber Arg
) 60

Thr Ile Ser Ser
75

Gln Ser Tyr Ber
90

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

PCT/US2005/032196

Leu Ile

Sax Gly

Qia Pro
80

Pro
95

val Gly

Ser Tyr

Leu IJ..e

Ber Gly

Gln Pro
a0

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ber Leu Ber Ala Ber Vval Gly

10

15

Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile 8exr Asn Tyr

25

30
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pchnfhlé,nsgsérgé%nic?nsnw Pro Gly Lys Ala Pro Lys lLsu Leu Iie
35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Pha fSer Gly
. L)) 55 60

Sar Gly 8er Gly Thr Asp Phea Thr Fhe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 .75 BD

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pro
-1 90

<210> 74

<211> 95 ,
«212> PRT

<213> Howo saplans

<400> 74
Agp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ber Leu Ser Ala fHer Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Xle Ser Asn Tyr
20 25 3o

Leu Asn Trp Tyr Gin @ln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu lLeu Ila
as 40 45 )

Tyr Agp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe BSer Gly
50 55 ) 60

Ber Gly Ber Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Sar Ser Leu Gln Pro
65 70 75 . a0

@lu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pxro
as 90 95

<210> 75

<211l> 95

<21ld>» PRT

<213> Howo saplens

<£00>» 75
Asp Ile Gln Met Thr Gln SBer Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ber val Gly
‘ 1 5 10 15

ABp Arg Val Thr Xle Thr Cys Arg Ala Ber Gln Gly Ile Ber Asn Tyr
a0 25 30




WO 2006/031653

M
ﬂﬂ‘)fs

P%ﬁ”iﬁ'ﬁﬁ?&?%ﬂ Pm Gly Lye Val Pro Iﬂ! Leu Leu Ile

Tyr Ala Ala
50

Ser dly Bexr
65

aGlu Asp Val

<210>
311>
<2123>
<213>

76
85
PRT
Homo
<400> 76

Asp Ile Qln
1

Amp Arg Val

Leu Ala Trp
as

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Serxr
68

Glu Asp Pha

77
95
PRT
Homo

<110>
<dll>
<212>
<213>
<400> 77

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ils Sar Ser Leu Gln Pro
70 75 a0

Ala'l‘h:'ryr'ryrc‘.pelnhyl'ryrmsarnlm
95

sapiens

Met Thr Gln Ser Pro Sar Ser Lau Bar Ala Sar Val Gly
5 10 15

Thr Ile Thr Cys Arg Ala fSer Gln dly Ile Ser Asn Tyx
20 a5 30

Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Frv Lys Ser Leu Ila
40 45

Ber Ser Leu Gln Ber Gly Val Pro 8Ber Arg FPha Bar Gly
85 ' &0

GlyTh:AspPhaThrLauTh:IleBerEerhuGlnm
75 80

nln'l‘hr'ryr'ryrt.'ys Gln Gln Tyr Asn Sear Tyr Pro
80 95

gpaplens

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ssr Leu Ser Ala Ser val Gly
5 10 15

Thr Ile Thr Cys Arg Aln Ber Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 30

PCT/US2005/032196

Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Sarxr Arg Phe s;r aly
585 60
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PIEuTi:’I’.P %ql%fd?n%%l Pro Glu Lys Ala Pro Lys 8er Leu Ile
as 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln 8er Gly Val Pro 8ar Arg Pha Bexr Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Pha Thx Leu Thr Ile Ser Sar Leu Gln Pro
65 70 73 8o

Glu Asp Phs Ala Thr Tyr Tyr Cys Glo Gln Tyr Asn Ber Tyzr Pro
as 90 85

<210>» 78

<211>» 95

<313> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Lau Ser Ala Ser Val Gly
1l 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glan Gly Ils Ber Ser Tyr
20 as 30

Isau Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
as 40 45

Tyr Ala Ala Sar Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Pha Ser aly
50 58 60

Ser Gly Sex Gly Thr Glu Pha Thr Leu Thr Ile Ser HSer Leu Gln Pxo
6S 70 75 a0

Glu Asp Pha Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu Asn Ser Tyr Pro
as 20 95

<310> 79

<Z11» 895

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser SBer Trp
20 25 30
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Pcﬁ‘ﬁﬁ%ﬁﬁ%ﬂ-?& Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ilas
- 35 . 40 - 45

Tyr. Asp Ala Ber Ser Leu Glu Ber Gly Val Pro S8er Aryg Phe Ser Gly
50 55 60 '

Bar Gly S8exr Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glin Pro
65 T0 75 80

Asp Agp Fhe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Ey: Ser
es 90 85

<210> BO

<d1ll> 95 ' 1
<212> PRT

«<3213> Homo sapiens

<400> 80

Ala Ile Glu Met Thr Gln Sar Pro Ser Ber Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 -] 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glmn Sar Ile Ser Sex Trp
20 25 30

I-eunln'rrp'ryrulnelnmmelynyauammuuuul;e
a5 40 . 45

Tyr Asp Ala Ber Ser Leu Glu Sex Gly Val Pro Sexr Arg Phe Ber Gly
50 55 ) &0

Ser Aly Ber Gly Thr Asp Phs Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GQln Pro
65 70 75 ' 80

@lu Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyxr Cys Gln Gln Tyr Asn Ber Tyr SBer
a5 920 95

<310> B1
<211l> 321
<d132> DNA
<213> Arxrtificial

«220>
<223> artificial sequence is derived from wouse and human antibody

maquences

«<400> 81
gatattgtga tgacccagtc cccecgactce ctggeegtit cactgggaga gagggyccace 60

ataaactgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttggtacca acagaagcca 120
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WO 2006/031653 PCT/US2005/032196
chjg;{agt%cg %lt!:n?cgg!\:gcgcatcctnt acatccagtc getacgetgg agtccctgat 180

cgcttctacg goagtggate cgggacegat ttecactctga éenteagctc ctt.gcl.gg-ct 440

gaagacgtgg cagtttatct ctgtcagcaa gattataatt ctectcccoac ctteggtgga 300

ggoaccaage tggaastcaa a 321

<110>
<21ll>
<213>
<213>

<220>
<223>»

<400>

a2

360

DHA
Artificial

artificial sequence is derived from mouse and human antibody .
sequences

caggtccage tggtgcagtc tggagccgag gtgaagaage ctggggctte agtgaaggty 0

tectgocaagg cttoetggtta ctcattcact ggctactaca tgecactgggt gaagcagage 120

cccggacagg gocttgagtg gattggacgt attaatccte acaatggtgt tactctctac 1680

aaccagsasat tcaaggaccg cgtgaccatg actcgegaca cotccatote caélgcctlc 240

atggagctct cccgeotgoyg ctoctgacgac accgecgtet ‘attactgtge acgctcocact 300
atgactacca actatgttat ggactactgg ggtcaaggea ccctggtcac cgtctectea 360

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

«3220>
<223>»

<400>

83

360

DMA
Axtificial

artificial sequence is derived from mouse and human antibody
sequances

83

caggtccago tggtgcagte tggagocgag gtgaagasgc ctggggcttc sgtgsaggtg 60

tcctgecaagg cttetggtta ctcattcact ggctactaca tgoactgggt gegocaggoc 120

ccoggacagg gecttgagty gabtgggacgt attaatccta acaatggtgt tactctetac 180

aaccagasat tcaaggaccg cgtgaccatc actcgcgaca coctccaccte cacagoctac 240

atggagctct cctccctgeg ctotgaggac accgocgtct attactgtge acgetcoact 300

atgattacca actatgttat ggactactgg ggtcaaggcea cocctggtcac cgtctcctca a60

<210>
<211>
<31a>
<213>

<220>

B4

447

PRT
Artificial




Ay
J
nnoy7
L

WO 2006/031653 PCT/US200503219%

Pl:;!' >u§ﬂ§:{e§ Ew aa:i.n with variable region derived from human and
mouse and human IgE4 conatant region

<400> B4

Gln Val GIn ILeu Val Gln Sar Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ber Cys Lys Ala Bex Gly Tyr 8sr Fhe Thr Gly Tyr
20 25 o

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
3as 40 45

Gly Arg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60 .

Lyaupngmmnemugmmmt‘h:mmuam
65 70 75 . 80

Mat Qlu Leu Ssr Saxr Leu Arg SBer Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

AMa Arg Ber Thr Met Ile Thr Asn Tyx Val Mst Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110 :

1 Gly Thr Leu Val: Thr Val Ber Ser Ala Ber Thr Lys Gly Pro Ser Val
. 115 130 128

Pha Pro lLeu Ala Pro Cys Sar Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala
130 135 140

Lsu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 158 160

Txp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val Him Thr Pha Pro Ala Val
165 170 175

lasu Gln Ser Sar Gly Leu Tyr Ser Leu Ber Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 190

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cya Asn Val Aep Hias Lys
195 a00 205

Pro Bar Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro
a10 215 220



WO 2006/031653

PO SSRGS #ro c1u 7he

Pha Leu Phe Pro Pro Lys
245

Pro Glu Val Thr Cys Val
260

Val Gln, Fha Asn Txp Tyr
275

Thr Lys Pro Arg Glu Glu
a%0

Val Leu Thr Val Leu His
305 310

Cy» Lys Val Ber Asn Lys
azs

Bar Lys Ala Lys Qly Gln
340

Pro Ser Gln Glu Glu Mat
ass

Val Lys Gly Pha Tyr Pro
aTe

dly Gln Pro @Qlu Asu Asn
385 3s0

ASp Gly Ser Phe Fha Leu
405

Trp dlp Glu Gly Asn Val
420

His Asn His Tyx Thr Gln
43§

<210> 85

«<211> 2330

<212> PRT

<3131> Homo sapiens

Pro Lys Asp Thr
a50

val Val Aap Val
265

Val Asp Oly Val
280

Gln Phe Asn Saer
295

Gln Asp Trp Leu

Gly Leu Pro Her
330

Pro Arg Glu Pro
345

Thr Lys Asn Gln
360

Sexr Asp Ila Ala
375

Tyr Lys Thr Thr

Tyr Ser Arg Leu
410

Pha Ser Cys Ser
425

Lys Ser Leu Serx
440

Leu
435

Ber

Glu

315

Qln

Val

395 .

Val

PCT/US2005/032196

Gly Gly Pro Sexr val
240

Met Ile S8ear Arg Thr
258

Gln Glu Asp Pro Glu
270

Val His Asn Als Lys
' 285

Tyxr Arg Val Val Ser
300

Gly Lys Glu Tyr Lys
’ 320

Ile Glu Lys Thr Tle
33s

val Tyr Thr Leu Pro

S8ar Leu Thr Cys Leu
365

Glu Txp Glu Bar Asn
aao

Pro Val Leu Asp Sar
400

Val Asp Lys Ber Arg
415

Met Ris Glu Ala Leu
430

Ser Leu Gly Lya
445




WO 2006/031653
PCT USOS5.-32196

Ala Ser Thr Lys dly Pro Ser Val

1

Ser Thr

Gly val
50

Lsu Bar
65

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala

Lys Pro
130

Vval val
145

Tyr Val

@Glu Gln

His Gln

Ly=s Ala
210

alu

35

Hia

Serxr

Cys

dlu

115

Lys

val

Asp

Asp
195

Lau

Gly Gly Thr Ala Ala

Val

AsBn

100

Glu

Asp

aly

Asn
180

Txp

Pro

Gln Pro Arg Glu

val Thr

Val Thr

val Aan
85

Ala Lesu

Val Ser
150

val Glu
165

Ser Thr

Ala Pro

Pro Gln
230

Val Ser
40

Ala val
55

Val Pro

His Lys

Gly Ala
1a0

Met Ile
135

Hia Glu

Val His

Tyr Arg

Gly Lys
200

Ils Glu
a15

Ber

Pro

Lys

105

Bar

Asp

Val
185

Qlu

Lys

Gln

Ser

8er

Ber

Pro
Ala

170

Val

Tyz

Thr

Vval Tyr Thr Leu

Leu

Cys

Her

Ser

Ser
75

His

Glu
155

Ser

Lys

Ila

Pro
235

0

g™
ol

PCT/US2005M132196

Ala Pro Eer Sar Lys.
is

Leu Val Lys Asp Tyr
S 1

Gly Ala Leu Thr Serx
45 .

Ssr Gly Leu Tyr Ber
60

Lsu Gly Thr Gln Thx
a0

Thr Lys Val Asp Lys
95

Thr Cys Pro Pro Cys
110

Fhe Leu Phs Pro Pro
135

Pro Glu Val Thr Cys
140 )

Val Lys Phe Aan Trp
160

Thr Lys Pro Arg Glu
175

Vval Leu Thr Val Lau
190

Cys Lys Val Ser Asn
205

Sex Lys Ala Lys Gly
220

Pro Ber Arg Glu Glu
240
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WO 2006/031633

PC L M5 (PR

5 r

245

Pro Ber Asp Ile Ala Val Glu
460

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
275

Leu Tyr.8er Lys Leu Thr Val
as0 a9s

Val Phe Sar Cys Ser Val Met
305 3lo

Gln Lys Ser Leu Her Leu Sex

335
<210> 06
«<21ll> 330
<213» PRT
<213> Homo sapiens

<400> @6
Ala Bar Thr Lys Gly Pro Ser
1 5

Ser Thr Ber Gly Gly Thr Ala
20

Fha Pro Glu Pro Val Thr Val
s

Gly val His Thr Phs Pro Ala
50 585

Lau Ser Ser Val Vval Thr Val
65 70

Tyr Ile Cye Asn Val Asn His
1]

Lys Val Glu Pro Lys Ber Cys
i00

Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly
115

Lau Thr

Trp Glu
265

Val Leu
2890
Asp Lys

His Glu

Pro Gly

Val

Ala Leu

Ber Trp
40

Val

Pro Ser

Lys

Asp Lys
105

Gly Pro
120

PNy [ A\
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Cys Leu Val Lys Gly Fhs Tyr
250 , 255

Sexr Asn Gly Gln Pro Glu Asn
270

upaei-lapalysermm
485

Ser Arg Trp Gln Gla Gly Amm
300

Ala Leu His Asn His Tyxr Thr
315 Ja0

330

Pro Leu Ala Pro Ser BSer Lys .

10 15

Glymmum:n.zuhpm

Asn Ser Gly Ala Imu Thr Ber
45

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
60

Ber Ser Leu Gly Thr Gln Thr
75 80

Ber Asn Thr Lys Val Asp Lys
350 95

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
119

Ber Val Phe Leu Phe Pro Pro
125




WO 2006/031653 o PCT/US2005/032196
Pc‘nwwjlﬂlﬁet Ile Sexr Arg Thr Pro Glu Val Thr Cyas
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Fro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 ) 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu !
165 170 175

Glu @Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val SQrValheu:I‘h:anneu
180 . 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
185 , 200 2908 '

Lyas Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile'Ser I.yl Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240

Mat Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Pha Tyr
445 250 2585 ’

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 - 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ber Phe Phe
a75 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ber Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300

Val Fhe Ber Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 31d 31s 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
3as 330

<3210> 87

<211l> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phs Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
p 5 10 15
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pcs-a'fi’g%g:sgf;%ﬁ*gqln Ala Leu Gly Cya Leu Val lahxs ASp Tyr

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

35

40 45

Gly Val His Thr Fhe Pro Ala Val Leu Gln SBer Ser Gly Leu Tyr Ser

Leu Ser, Ser val Val
65

Tyr Ila Cys Asn Val
. 85

Lys val Glu Pro Ly»
100

Pro Ala Pro Glu Leu
115

Lys Pro Lys Asp Thr
130

Vval Val Val Asp Val
145

Tyr val Asp Gly Val
165

Glu Gln Tyr Asn Ser
180

His Oln Asp Txp Leu
185

Lys Ala Isu Pro Ala
210

Gln Pxro Arg Glu Pro
225

Mat Thr Lys Asn Gln
245

Thr
70

Asn

Ala

Ber
150

Glu

Gln
230

Val

55 60

Val Pro Bar Ser Eer Leu Gly Thr Gln Thr
75 .}

His Lys Pro Ser Asun Thr Lys Val Asp Lys
50 95

Cys ASp Lys Thr His Thx Cys Pro Pro Cys
105 110

Glyﬂa?mﬁe:hlphauumr:ol:'m
130 135

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
135 140

His Qlu Asp Pro Glu Val Lys Fhe Asn Trp
155 160

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
170 175

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
18s . 190

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
200 a03

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
215 220

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
235 240

8S8er Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Pha Tyr
250 ass
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Pg{eli'i?%.{ EE;!?EM Trp Glu Ser Asn dly Gln

Asn Tyr Lys Thr Thr
275

Lwu Tyr Ser Lys Leu
250

Val Phe fer Cys Ser
305

dln Lys Ser Leu Ser

3as
<410> 88
<311> 330
<212> PRT
<213> Homo saplens

<400> 88
Ala Bar Thr Lys Gly
1 5

Ser Thr Ser Gly dly
20

Fhe Pro dlu Pro Val
s

Qly Val His Thr Phs
50

Leu Ser Bsr val Vval
65

Tyr Ile Cys Asn Val
8s

Lys Val Glu Pro Lys
100

Pro Ala Pro Glu Ala
115

Lys Pro Lys Asp Thr
130

Pro Pro Val Leu Asp Ber Asp Gly

Thr Val Asp Lys 8er Arg Trp Gla

Val Met His dlu Ala Leu Eis Aan

310

315 ¢

Lsu Sar PFro dly Lys

Pro Sexr

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

Thr Val

70

Asn His

Ser Cys

Ala Gly

Leu Mat
135

Val
Ala
Ber
40

Val
Pro
Lys
Asp
Ala

120

Ile

330

Pha Pro Lsu Ala Pro
10

Ieu Gly Cys Lau Val
as :

Trp Asn Ber Gl:y Ala
45

Leu Gln Ser Ber Gly
60
Ber Ber Sar Leu Qly

75

Proc Ber Asn Thr Lys
90

Lys Thr His Thr Cys
105

Pro Ser Val Phe Leu
125

Ser Arg Thr Pro Glu
140
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‘Pro Glu Amm
270

Ser Phs Phs
Gln Gly Asn

His Tyr Thx
320

Saxr Ser Lys
15

Lya Asp Tyr
3o

I.;u'l.'hrse:
Leu Tyr Ber

Thr Gln Thr
ao

Val Asp Lys
95

Pro Pro Cysa
110

Phe Pro Pro

Val Thr Cys
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Val Val Val Asp Val Ber His Glu ASp Pro Glu Val Lys Pha Asn Trp

145

150

155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val

His Gln Asp
185

165

180

Trp Leu Asn

Lys Ala Leu Pro Ala Pro

a1o0

Gln Pro Arg
228

Mot Thr Lys

Pro Ber Asp

Asu Tyr Lys
273

Leu Tyx Ser
150

Val Fhe Ber
305

Gln Lys Ser

<210>
<211>
<3213>
<213>»
«<400> 89

Ala Ser Thr

Sar Thr Ber

Glu Pro Gln
230

Asn Gln val
245

Ile Ala Val
260

Thr Thr Pro

Lys Leu Thr

Cys Bar Val

310

bsu Ser Leu
3as

saplena

Lys Gly Pro
5

170 175

Ser Val Leu Thr Val Isu

185 190

¥

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
00 205

Iles Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
a13 220

Val Tyxr Thr Leu Pro Pxo Ser Arg ¢lu Glu -
235 240

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
250 a55

Glu Try Glu Her Asn dly Gln Pro Glu Asm
265 270

Pro Val Leu Asp Ber Asp Gly Ber Phe Pha
280 285

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asm
295 300

Met Eis Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
315 320

8er Pro Gly Lys
330

8er Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ber Lyw
10 is

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

as 30




WO 2006/031653

PCLI SRS

Lys

Lys

Val
145

Glu

His

Gln
235

éu%sval S8er Txp Asn Ser

40

val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Bar

Ser Ber Val val Thr
70

Ile Cys Asn Val Asn
85

Val Glu Pro Lys 8er
100

Ala Pro Glu Lsu Lsu
115

Pro Lys Asp Thr Lau
130

Val Val Asp Val Ser
150

Val Asp Gly ::: Glu

@ln Tyr Ala Ser Thr
180

Gln Asp Trp Leu Asn
195

Ala Lsu Prov Ala Pro
210

Pro Arg Glu Prec Gla
230

Thr Lya Asn Gln Val
245

Ser Asp Ile Ala Val
260

Val Pro Ser Ser Ber
75

His Lys Fro SBer Asm
90

Cys Asp Lys Thr His
105

Gly Gly Pro Ber val
120

Met Ile Ber Ary Thr
135

His @lu Asp Pro Glu
155

Val His Asmn Ala Lys
170

Tyr Arg Val Val Ber
i8s

Gly Lys Glu Tyr Ly®
200

Ile Glu Lya Thr Ile
a15

vummm:;:

Ser Leu Thr Cys Leu
250

Glu Trp Glu Ser RAsmn
265
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Gly Ala Leu Thxr Ber
45

Ser Giy Leu Tyr Ser

Leu Gly Thr Gln Thr
80

Thr Lys Val Asp Lys
' 95

Thr Cys Pro Pro Cys
110

Phe Leu Phe Pro Pro ’

125

Pro Glu Val Thr Cys
140

v.ulny-mmn-p

160

Thr Lys Pro Arg Glu
175

Val Leu Thr Val Leu
190

Cys Lys Val Sexr Asn
205

Ser Lys Ala Lyw Qly
220

Pro Ser Arg Qlu Glu
240

Val Lys Gly Phe Tyr
a55

Gly Gln Pro Glu Asn
a7o




nn,{S

WO 2006/031653 PCT/US2005/032196
PCT/USOS " 32196
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

275 280 285

Leu Tyxr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Glu Glo Gly Asn
290 295 300

Val Pha Ser Cys Sar Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
3058 310 315 ) 320

Gln Lys Ser Lsu Ser Leu Ser Pro Gly Lyn
335 330
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ANTICUERPOS ANTI-5T4 HUMANIZADOS Y CONJUGADOS DE ANTICUERPO Anti-

5T4/CALIQUEAMICINA

SOLICITUDES RELACIONADAS

Se reivindica autoridad de la solicitud de patente provisional
U.S. No. 60/608,494, presentada en septiembre 10, 2004, Se

incorporada como referencia en su totalidad.

CAMPFO DE LA INVENCION

La presente 1invencién se relaciona de manera general con
anticuerpos humanizados y conjugados de anticuerpos/drogas (es
decir inmunoconjugados) para el tratamiento de desordenes
malignos. Mas particularmente, la presente invencién se relaciona
con anticuerpos anti-5T4 humanizados, acidos nucleicos de regién
variable aislados y polipéptidos para preparar los anticuerpos, y
conjugados de anti-5T4/citotéxica, particularmente, conjugados de

anti-5T4/caliqueamicina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los conjugados de droga desarrollados para farmacoterapia
sistémica son agentes terapéuticos de blanco especifico. El
concepto involucra acoplar un agente terapéutico a una molécula
portadora con especificidad de unién para una poblacién de
células blanco definidas. La disponibilidad de los anticuerpos
monoclonales de alta afinidad alentado en desarrollo de las

inmunoterapias es decir drogas destinadas a anticuerpos. Los
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agentes terapéuticos que han sido conjugados a anticuerpos
monoclonales incluyen citotoxinas, modificadores de respuesta
biolégica, enzimas, (por ejemplo ribonucleasa), proteinas y
péptidos inductores de apoptosis, y radioisétopos. Los conjugados
de anticuerpo/citotoxina son frecuentemente denominados
inmunocitotoxinas, mientras que los conjugados de
anticuerpo/droga que consisten de anticuerpos y drogas de baijo
peso molecular tales como metotrexato vy adriamicina son
denominadas conjugados de quimio anticuerpo/droga. Los
inmunomodulares contienen modificadores de la respuesta biolébgica
que son conoclidos por tener funciones regulatorias tales como
linfoquinas, factores del crecimiento, y el factor de veneno de
cobra activante de complemento (CVF). Los conjugados de
radicanticuerpo/droga consisten de isétopos radicactivos, que se
pueden utilizar como terapéuticos para matar células mediante su
radiacién o ser utilizados para imagenes. El suministro de drogas
mediada por anticuerpo a las células tumorales aumente 1la
eficacia de la droga a la muerte tumoral al minimizar su tumo en
tejidos normales. Ver, por ejemplo, Ref. et al. (2002) Cancer
Control 9:152-66; Sievers (2000) Cancer Chemother. Pharmacol. 46
Suppl:$18-22; Goldenberg (2001) Crit. Rev. Oncol. Hematol.
39:195-201. MYLOTARG® {(gemtuzumab ozogamicin) es un conjugado de
anticuerpo/droga comercialmente disponible que trabaja de acuerdo
a este principio y que es aprobado para el tratamiento de
leucemia mieloide aguda en pacientes de edad. Ver Sievers et al.
(1999) Blood 93:3678-84. En este caso, la molécula blanco es un
anticuerpo monoclonal anti-CD33 que esta conjugado a la

caliqueamicina.
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La inmunoterapia en humanos ha sido limitada, en parte a las
respuestas adversas a los anticuerpos monoclonales no humanos.
Ensayos clinicos tempranos que utilizan anticuerpos de roedores
revelaron respuestas de anticuerpo antiratén humano (HAMA) y de
anticuerpo antirrata humano (HARA), que conducen a una répida
limpieza de anticuerpo. Han sido desarrollados anticuerpos
inmunogénicos, que incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos PRIMATIZED®, y anticuerpos humanos
preparados utilizando ratones transgénicos o librerias de
despliegue de fago. Ver Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:6851-5; Queen et al. (1989) Proc Natl. Acad. Sci. USA
86:10029-33; Newman et al. (1992) Biotechnology (NY) 10:1455-60;
Green et al. (1994) Nat Genet. 7:13-21; Marks et al. (1991) J.
Mol. Biol. 222:581-97. El evitamiento a la respuesta de HAMA
permite una administracidén de alta dosis y dosis repetida para

lograr una respuesta terapéutica.

Los anticuerpos quiméricos se preparan utilizando técnicas de
clonacién recombinante para incluir reglones variables, las
cuales contienen sitios de unién de antigeno, proveniente de
anticuerpos de especies no humanas (es decir unas especies
inmunizadas con el antigeno) y regiones constantes de una
inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanizados son un tipo
de anticuerpo quimérico, en donde solamente aquellos residuos de
las regiones variables que son responsables por Jla unidén de
antigenos se derivan de especies no humanas, aunque el resto de
los residuos de regién variable asi como también la regién
constante son humancs. Los anticuerpos humanizados son aun menos

inmunogénicos gque los anticuerpos quiméricos tradicionales vy
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muestran estabilidad mejorada luego de la administracién a los
humancs. Benincosa et al. (2000) J. Pharmacol. Exp. Ther.
292:810-6; Kalofonos et al. (1994) Eur. J. Cancer 30°:1842-50;

Subramanian et al. (1998) Pediatr. Infect. Dis. J. 17:110-5.

Los anticuerpos candidato para apuntamiento de droga incluyen
anticuerpos que reconocen antigenos oncofetales, es decir, 1los
antigenos presentes sobre las células fetales y las células
neopldsicas, y que estdn grandemente ausentes de las células
adultas normales. Ver, por ejemplo, Magdelenat (1992) J. Immunol.
Methods 150:133-43. Un antigeno oncofetal 5T4 es una
glicoproteina de transmembrana altamente glicosilada 72 kba que
comprende un nicleo no glicosilado de 42 kDa (Hole et al. (1988)
Br. J. Cancer 57:239-46, Hole et al. (1990) Int. J. Cancer
45:179-84; PCT International Publication No. WOB9/07947; U.S.
Patent No 5,869,053). El1 5T4 incluye un dominio extracelular
caracterizado por dos repeticiones ricas en leucina los (LRR) y
una regién hidrofilica interviniente, dque es un antigeno
accesible para terapla de blanco (Myers et al. (1994) J. Biol.

Chem. 269:9319-24).

El 5T4 humano sSe expresa en numerosos tipos de cancer, que
incluyen carcinomas de 1la vejiga, mama, cerviz, endometrio,
pulmén, esbébfago, ovario, pancreas, estdémago, y testiculos, y esta
sustancialmente ause-nte de tejidos normales excepto para
sincitiotrofoblastos en la placenta (Southall et al. (1990) Br.
J. Cancer 61:89-95 (immunohistolgical distribution of 5T4 antigen
in normal and malignant tissues); Mieke et al. (1997) Clin.

Cancer Res. 3:1923-1930 (low intercellular adhesién molecule 1
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and high b5T4 expression on tumor cells correlate with reduced
disease-free survival in colorectal carcinoma patients);
Starzynska et al. (1994) Br. J. Cancer 69: B99-902 (prognostic
significance of 5T4 oncofetal antigen expression in colorectal
carcinoma); Starzynska et al. (1992) Br. J. Cancer 66:867-869
(expression of 5T4 antigen in colorectal and gastric carcinoma);
Jones et al. (1990) Br. J. Cancer 61: 96-100 (expression of 5T4
antigen in cervical cancer); Connor and Stern (199) Int. J.
Cancer 46:1029-1034 (loss of MHC class-I Expression in cervical
carcinomas); Ali et al.. (2001) Oral Oncology 37:57-64 (pattern
of expression of the 5T4 oncofetal antigen on normal, dysplastic
and malignant oral mucosa); PCT International Publication No.
W089/07947; U.S. Patent No. 5,869,053). Por ejemplo, los tejidos
reportados por no tener expresién de 5T4 incluyen el higado,
plel, vaso, timo, sistema nervioso central (SNC), glandulas
adrenales, y ovarios. Los tejidos reportados por tener expresién
focal o baja del 5T4 incluyen el higado, piel, vaso, ncdo
linfatico, tonsil, tiroides, préstata, y vesiculas similares. La
expresién difusa moderada débil del 5T4 se ha reportado en el
rifnén, pulmén, pancreas, faringe, y tracto gastrointestinal. El
dnico tejido reportado por tener alta expresién de 5T4 es el
sincitiotrofoblasto; el 5T4 también esta ausente de suero normal
o de suero de mujer embarazada (es decir niveles < 1l0Ong/ml). La
sobreexpresion de 5T4 en tumores a estado correlacionada con la
progresién de enfermedad, y la evaluacién de la expresidn de 5T4
ha sido sugerida como una aproximacién Gtil para identificar
pacientes con prognosis de corto plazoc (Mulder et al.(1997)
Clinc. Cancer Res. 3:1923-30, Naganuma et al. (2002) Anticancer

Res. 22:1033-8, Starzynska et al. (1994) Br. J. Cancer 69:89%9~-
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902, Starzynska et al. (1998) Eur. J. Gastroenterol. Hepatol.
10:479-84, Wrigley et al. (1995) Int. J. Gynecol. Cancer 5:269-

274} .

Varios anticuerpos anti~-5T4 no humanos han sido descritos,
incluyendo el mAbS5T4, también denominado anticuerpo HB, que
reconoce un epitopo conformacién al del antigeno 5T4 (Shaw et al.
{2002) Biochem. J. 363:137-45, PCT Internatlonal Publication No.
W098/55607), a rat monoclonal antibody (Woods et al. (2002}
Biochem. J. 366:353-65), and 5T4 mouse monoclonal antibody (U.S.
Patent No. 5,869,053). Los anticuerpos anti-5T4 de cadena simple
también han sido descritos, asi como también las proteinas de
fusién que incluyen secuencias de anticuerpo anti-5T4 fusionadas
a una molécula terapéutica. Por ejemplo, las secuencias de
anticuerpo anti-5T4 fusionadas la dominio constante IgGl humano o
al dominio extracelular de B7.1 de murino induces citdlisis de
las lineas de células tumorales que expresan 5T4 (Myers et al.
(2002) Cancer Gene Ther. 9:884-96, Shaw et al. (2000) Biochim.
Biophys. Acta. 1524:238-46; U.S. Patent Application Publication
No. 2003/0018004). Similarmente, un anticuerpo anti-5T4 de cadena
simple fusionado a un superantigeno puede estimular la citélisis
dependiente de célula T de las células de carcinoma de pulmédn de
célula no pequefla in Vitroe (Forsberg et al. (200l1) Br. J. Cancer
85:129-36). Un ensayo clinico fase I que utiliza PNU-214936, un
fragmento de murino Fab del anticuerpo monoclonal 5T4 fusionado a
una enterocitotoxina A de estafilococo de superantigeno mutado
(SEA), mostré citotoxicidad limitada y alguna respuesta anti-
tumoral (Cheng et al. (2004) J. Clinic. Oncol. 22(4):602-609).

Como una aproximacién terapéutica alternativa, las vacunas 5T4 de
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recombinantes se sugieren para el tratamiento de canceres
(Mulryan et al. (2002) Mol. Cancer Ther. 1:1129-37; UK Patent
Application Publications Nos. 2,370,571 y 2,378,704; EP Patent

Application Publication Nos. EP 1,160,323 y 1,152,060).

A pesar del interés sustancial en el 5T4 como blanco potencial
para inmunoterapia, las terapias que emplean el anticuerpo anti-
5T4 conjugada a un agente terapéutico no se han descrito. La
presente invenciédn suministra anticuerpos anti-5T4 humanizados y
conjugados de anticuerpo/droga asi como también métodos para
producir los anticuerpos descritos y los conjugados de

anticuerpo/droga y los métodos para su uso o usos terapéuticos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién suministra anticuerpos anti-5T4 quiméricos
y humanizados y fragmentos de anticuerpo, y métodos para preparar
y utilizar los mismos. Los anticuerpos anti-5T4 de la invencién
comprenden al menos una cadena ligera © al menos una cadena
pesada, o fragmentos de estos, en donde el anticuerpo anti-5T4
quimérico o humanizado o el fragmento de anticuerpo (a) se une
especificamente al antigeno 5T4 humanizado con una afinidad de
unién de al menos aproximadamente 1 x 10-7 M a aproximadamente 1
x 1072 M; (b) se une especificamente a un antigeno 5T4 humano con
una afinidad de unién mayor de 1 x 10! M; (c) se une
especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad de unién
mayor de 5 x 107! M; (d) se une especificamente al antigeno 5T4
humano con una afinidad de unién mayor que una afinidad de unién

de anticuerpo anti-5T4 HB de murino que se une al antigeno 5T4
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humano; (e) apunta especificamente a las células que expresan 5T4
in vivo; (f) compite por la unién al antigeno 5T4 humano con un
antigeno de cualquiera de {(a)-(e); (g) especificamente se une a
un epitopo unido mediante una cualquiera de (a)-(e); o (h) que
comprende un dominio de unidén de antigeno de una cualquiera de
(a)-(e). Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados de la
invencién comprenden regiones constantes que son derivadas de las
regiones constantes humanas, tales como las reglones constantes
IgGl o IgG4. Por ejemplo, la regiédn constante de cadena pesada
IgGl humana puede comprender una secuenclia de aminoadcido de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 25 u 85-89. Como otro ejemplo, la
regién constante de cadena pesada IgG4 humana puede comprender

prolina en la posicién 241.

Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos representativos de 1la
invencién incluyen anticuerpos que comprenden (a) una secuencia
de regién variable de cadena ligera que comprende los aminodcidos
1-107 de la SEQ ID NO:1, (b) la secuencia de regién variable de
cadena pesada comprende los aminodcidos 1-120 de la SEQ ID NO:2 o
{c) una cadena ligera que comprende una regién variable que
comprende una secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la
SEQ ID NO:1, vy la cadena pesada comprende una regién variable
que comprende una secuencia de residuos de aminodcido 1-120 de la
SEQ ID NO: 2. Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos representativos
adicionales incluyen anticuerpos que comprenden (a) una cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:
l, y una cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcido

de la SEQ ID NO: 2; o (b) una cadena ligera que comprende la

=
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secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO:3; y una cadena pesada

que comprende la secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO:4.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de la
invencién incluyen anticuerpos que comprenden (a) regiones de
estructura que comprenden residuos de una regidén de estructura de
anticuerpo humana; y (b) uno o mids CDR de la regién variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 17 de una o mids CDR de la regién
variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 18. Por ejemplo, los
residuos de una regién de estructura de anticuerpo humano pueden
comprender (a) una regién de estructura de cadena ligera de
anticuerpo humano del clon de la linea germinal de subgrupo IV
DPK24, un subgrupo VKIII, o un clon de la linea germinal del
subgrupo VxI; (b) una regién de estructura de cadena pesada del
anticuerpo humano seleccionado del grupo que consiste de DP-75,
DP-8 (VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3 (VH1-03), DP-15 y V1-8 (VH1-08),
DP-14 y V1-18 (VH1-18), DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45),
DP-7 (VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69),DP-88 (VHl-e), DP-3 y
DA-B (VH1-f); (c) una secuenclia de consenso de la regidén de
estructura de cadena pesada de (b) o (d) una regién de estructura
que es al menos 95% idéntica a la regién de estructura de (a)-

{(c).

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de 1la
invencién también pueden incluir dos o mi&s CDR de la SEQ ID NO:
17 o 18, tal como dos o tres CDR de la regién variable de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 17 o todos los tres CDR de la regién
variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 18, o uno o méas CDR de

la regién variable de cadena ligera de la SEQ ID NO: 17 y uno o

noys

o
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mads CDR de la regidén variable de cadena pesada de la SEQ ID NO:18

o todos los CDR de la SEQ ID NO: 17 y 18.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de la
invencién también pueden comprender una regién variable de cadena
ligera que comprende (a) una secuencia de aminoacido de la SEQ ID
NO:17 o 23; (b) una secuencia de aminodcido que es la menos 78%
idéntica a la SEQ ID NO:17; o (c) una secuencia de aminoadcido que
es la menos 81% idéntica a la SEQ ID NO: 23. de manera similar,
los anticuerpos anti-5T4 humanizados de 1la invencién pueden
comprender una regién variable de cadena ligera secuenclada
codificada por un acido nucleico que comprende: {(a) una secuencia
de nucledétido de la SEQ ID NO:22 u 81; (b) una secuencia de
nuclebétido que es al menos 90% idéntica con el icido nucleico de
la SEQ ID NO:22; (c) una secuencia de nucleétido que es al menos
91% idéntica al Acido nucleico de la SEQ ID NO:8l; o (d} un &cido
nucleico que se hibridaza especificamente al complemento de la
SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 81 bajo condiciones de hibridizacién

estrictas.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de 1la
invencién también pueden comprender una regién variable de cadena
pesada que comprende (a) una secuencia de aminodcido establecida
como una cualquiera de la SEQ ID NO:18, 19, y 21; (b) una
secuencia de aminodcido que es al menos B3% idéntica con la SEQ
ID NO: 18; (c) una secuencia de aminodcido que es al menos 81%
idéntica con la SEQ ID NO:19; o (d) una secuencia de aminoédcido
que es al menos B6% idéntica con la SEQ ID NO: 21. de manera

similar, los anticuerpos humanizados de 1la invencién pueden
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comprender una secuencia de regidén variable de cadena pesada
codificada por un 4cido nucleico que comprende (a) una secuencia
de nucleétido de la SEQ ID NO: 20, 82, u 83; (b) una secuencia de
nucledétido que es al menos 91% idéntica con el acido nucleico de
la SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 83; (c) una secuencia de nucleétido
que €3 al menos 94% idéntica con el Acido nucleico de la SEQ ID
NO:82; o (d) un &cido nucleico que se hibridaza especificamente
al complemento de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 20, 82, y 83

bajo condiciones de hibridizacién estrictas.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos adicionales
de 1la invencidén incluyen anticuerpos que comprenden {(a) una
regién variable de cadena ligera que comprende una Ssecuencia de
aminoécido de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO:5, y una regién
variable de cadena pesada que comprende una Ssecuencia de
aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ ID NO:6; (b} una
secuencia de aminoidcido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 5, y
una secuencia de aminodcido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 6;
{c) una regién variable de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO: 7,
Yy una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ ID NO:8;
(d) una secuencia de aminoadcido de cadena ligera de la SEQ ID NO:
7, y una secuencia de aminodcido de cadena pesada de la SEQ ID
NO: 8; {e) una reqgién variable de cadena ligera gque comprende una
secuencia de aminoAdcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO: 9,
Yy una regidn variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ ID NO:

10; (f) una secuencia de aminodcido de cadena ligera de la SEQ ID

"
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NO: 9, y una secuencia de aminodcido de cadena pesada de la SEQ
ID NO: 10; (g) una regién variable de cadena ligera que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO: 11, y una regidén variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ ID NO:
12; (h) Una secuencia de aminodcido de cadena ligera de la SEQ ID
NO: 11, y una secuencia de aminodcido de cadena pesada de la SEQ
ID NO:12; (i) una regién variable de cadena ligera que comprende
una secuencla de aminodcido de 1o§ residuos 1-107 de la SEQ ID
NO: 11, y una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO:19; (j) una secuencia de
aminodcido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 11, y una secuencia
de aminodcido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 84; (k) una
regién variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoécido de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO:11, y una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacido de los residuos 1-120 de la SEQ ID NO: 8; y (1) una
secuencia de aminodcido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 11, y

una secuencia de aminoacido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 8.

También se suministran conjugados de anticuerpos/droga para
suministro de droga que comprende {(a) un anticuerpo anti-5T4
quimérico o humanizado o un fragmento de anticuerpo de la
invencién; y (b) una droga, que esta directa o indirectamente
unida al anticuerpo. Las drogas representativas incluyen agentes
terapéuticos, tales como citotoxinas, radioisétopos, agentes
inmunomoduladores, agentes anti-angiogénicos, agentes anti-
proliferativos, agentes pro-apoptécicos, agentes

quimioterapéuticos, y 4acldos nucleicos terapéuticos. Una
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citotoxina puede ser por ejemplo, un antibiético, un inhibidor de
polimerizacién de tubulina, un agente alquilatante, un inhibidor
de sintesis de proteina, un inhibidor de proteina quinaza, un
inhibidor de fosfataza, un inhibidor de topoisomeraza, ¢ una
enzima. Las citotoxinas antibioticas, tales como la
caliqueamicina, N-acetil-y-caliqueamicina, o derivados de estos
tales como la N-acetil-y-caliqueamicin dimetil hidracida, son

particularmente Gtiles para terapias anti céncer.

Los conjugados de anticuerpo/droga anti-5T4 descritos pueden
incluir un ligador para unir el anticuerpo a la droga. Los
ligadores representativos incluyen 4&cido 4-(4’acetilfenoxi)
butanoico (AcBut), dacido 3-acetilfenil acidico {AcPac), y &cido
4-mercapto-4-metil-pentancico (amida). Los conjugados de
anticuerpo/droga también pueden incluir polietilen glicol u otros

agentes para mejorar la incorporacién de droga.

La presente invencidén suministra ademds un método para preparar

conjugados de anticuerpo/droga que tienen la formula:

5T4Ab {-X-W)n

En donde 5T4Ab es un anticuerpo anti-5T4 quiméricc o humanizado o
un fragmento de anticuerpo; X es un ligador que comprende un
producto de cualquier grupo reactivo que puede reaccionar con el
anticuerpo anti-5T4; W es una droga; m es una carga promedioc para
un producto de conjugacién purificada; y (-X-W)p es un derivado
de droga. De acuerdo con el método el derivado de droga se agrega

al anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o un fragmento de

-’
b
S
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anticuerpo en donde la droga es 3-10% en peso del anticuerpo
anti—5T4quimerico o humanizado o el fragmento de anticuerpo. El
derivado de droga del anticuerpo anti-5T4 quimérico humanizado o
el fragmento de anticuerpo son entonces incubados en una solucién
amortiguada compatible con proteina no nucleofilica que tiene un
pH en el rango de aproximadamente 7 a 9 para producir un
conjugade de anticuerpo/droga, en donde la solucién comprende
ademids (i) un cosolvente organico adecuado, y (ii) uno o mas
aditivos que comprenden al menos un acido de bilis o sus sales, y
en donde la incubacién esta conducida a una temperatura que varia
deade aproximadamente 30 °C a aproximadamente 35 °C durante un
periodo de tiempo que varia desde aproximadamente 15 minutos a
aproximadamente 24 horas. El conjugado resultante es luego
sometido a un procesoc de separacidén cromatogrdfica para separar
los conjugados de anticuerpo/droga con una carga en el rango de
3-10% en pesc de droga con un fraccién de conjugado baja (LCF)
del anti-5T4 quimérico o humanizado no conjugado o el fragmento
de anticuerpo, derivado de droga, y conjugados de agregados. Los
conjugados de anticuerpo/droga producidos por el método también

se suminlstran.

Para el suministro de una droga a las células que expresan 5T4,
la presente invencién suministra métodos por medio de los cuales
las células son puestas en contacto con el conjugade de
anticuerpo/droga que comprende (i) wun anticuerpo anti-5T4
quimérico o humanizado y (ii) una droga que esta unida al
anticuerpo anti-5T4 quimérico humanizada directa o
indirectamente. De acuerdo a los métodos descritos, la droga se

internaliza con la célula blance. Los métodos terapéuticos

b
da»
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también son descritos aqui, los cuales comprenden administrar al
sujeto que tiene un céncer positivo para 5T4 wuna cantidad
terapéuticamente efectiva de un conjugado de anticuerpo/droga
anti-5T4 que comprende (i) un anticuerpo anti-5T4 gquimérico o
humanizado o un fragmento de anticuerpo, (ii) un agente
terapéutico que se une al anticuerpo anti-5T4 humanizado por
fragmento de anticuerpe directa o indirectamente. Las terapias
anti-5T4 de la invencién se pueden combinar con cualquier otra
terapia conocida para efecto mejorado. Un segundo agente
terapéutico se puede administrar en combinacién con un conjugado
de anticuerpo/droga anti-5T4 simultidneamente o© consecutivamente

en cualquier orden.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra los resultados del andlisis Western blot para
evaluar la expresién de 5T4 en lineas de célula tumorigénicas.
Los Western blots fueron generados de lisados de células
cultivadas asi como también de tumores halc injertados en ratones
desnudos. Las células CT26/neo, y el carcinoma de colon de ratén
CT26 que expresan el gen de resistencia a la neomicina; CT26/5T4,

células 5T4 gque expresan la célula CT26.

La figura 2 muestra los resultados del analisis del Western blot
de las muestras de CT26/5T4 y CT26/neo después de exposiciédn de
las lineas celulares a biotina. La muestra A es la fraccién del
5T4 que ha sido biotinilada y capas de unirse a avidina. lLa
muestra S es la cantidad residual del 5T4 presente en el

sobrenadante después de la precipitacién del extracto celular con

Zrp B>
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avidina. Esta representa una fraccién que no ha sido biotinilada
y esta por lo tanto localizada en el plasma de la célula. El 5T4
es detectado en ambas fracciones en membranas (a) e intracelular

(S).

Las figuras 3A-3B muestran los resultados de los experimentos
para cuantificar el antigeno 5T4 asociado a intracelular versus
membrana. La figura 3® muestra los Western blots preparados
utilizando los extractos de célula CT26/5T4 diluidos como se

indica. La muestra biotinilada representa la cantidad residual de

5T4 presente en la muestra luego del vaciamiento de la muestra’

biotinilada que utiliza avidina, es decir, la cantidad de 5T4 no
asoclado a membrana. La muestra total representa la suma de la
cantidad total de la cantidad vacliada por medio de la avidina, es
decir la cantidad de antigeno 5T4 no asociado a membrana y
asociado a membrana. En la figura 3 demuestra las curvas de
regresién lineal determinadas mediante la dilucién de la muestra
del y la densidad 6ptica de la banda HB-reactiva. La cantidad de
antigeno 5T4 asociado a membrana se describe como la diferencia
entre la densidad 6ptica de la muestra total y la densidad Sptica
de la muestra biotinilada después del vaciamiento de avidina.
Como se describié en el ejemplo 1, la cantidad de 5T4 sobre la
membrana celular (5T4M) se calculo por ser el 24% del 5T4 celular

total en las células CT26/5T4.

La figura 4 ﬁuestra los resultados del Western blot gque
demuestran que el antigeno 5T4 sobre la superficle celular de la
célula CT26 y la 5T4, las células DLD-1 (células de carcinoma de

colon humano), las células N87 (células de carcinoma géastrico

nn9 2
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humano), las células PC3-MM2 (células de carcinoma de postrata
humana), y las células PC3 (células de carcinoma de préstata

humana) .

La figura 5A-5B muestran los resultados de los andlisis FACS para
detectar la localizacién de la membrana del antigeno 5T4. En las
células MDAMB435/neo la sefial del H8 coincide con aquella del
control IgG (figura SA). Como contraste, las células
MDAMB435/5T4, la sefial resultante del anticuerpo H8 es mas de 100
veces mayor que aquella del anticuerpo de control, indicando la
presencia de 5T4 sobre la membrana celular (figura 5B). La
deteccidédn negro, deteccién del antigenc 5T4 gris, deteccién

mediante un control IgG.

La figyra 6 muestra los resultados del andlisis FACS para
detectar el antigeno 5T4 sobre la membrana del N87 (células de
carcinoma géstrico humano), PCl4PE6 (células de carcinoma de
pulmén humano), y células NCI-H157 (células de carcinoma de
pulmén humano). En cada caso, la sefial resultante del anticuerpo
HB es aproximadamente 10 veces mayor que aquella del anticuerpo
de control, indicando la presencia de 5T4 sobre la membrana
celular. Gris, deteccién de antigeno 5T4; negro, deteccién de un

control IgG.

La figura 7 es una grafica lineal que describe las mediciones del
anticuerpo H8 fluorescentemente marcado detectado sobre 1la
superficie celular de la célula CT26/5T4 en el medio de cultivo
celular. La fluorescencia media del anticuerpo asociado membrana

diminuyo como funcién del tiempo. El anticuerpo no fue liberado

nn/-zg
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en el medio. Estos resultados demuestran gque el complejo

anticuerpo H8/5T4 es internalizado por las células CT26/5TA.

La figura 8 es una grafica lineal que describe la citélisis
selectiva de las células MDAMB435/5T4 expuestas a un conjugado
anti-5T4 que comprende el anticuerpo H8 conjugado a
caliqueamicina utilizando el &cido 4-mercapto-4-metil-pentancico

como un ligador.

Las figquras 9A-9B son lineas graficas que describen la citdélisis
de las células que expresan 5T4 expresadas a un conjugado anti-
5T4 (HBPEG2K-AcBut-CalicDMH) que comprende anticuerpo H8 PEGilado
conjugado a caliqueamicina utilizando Acido 4-(4’'-acetilfenoxi)
butanoico (AcBut) como un ligador., Ver ejemploc 2. La figura 9A
que las células MDAMB435/neoc a las gue les falta el antigeno 5T4
son aproximadamente igualmente susceptibles a 1la citélisis
mediante HBPEG2K-AcBut-CalichDMH como mediante caliqueamicina
libre. Las figuras 9 muestran la citélisis mejorada de las
células que expresan 5T4 expuestas a HBPEG2K-AcBut-CalichDMH

comparadas con la caliqueamicina libre.

La figura 10 es una gri&fica lineal que describe la inhibicién del
crecimiento de los tumores MDAMB435/5T4 expuestos a los
conjugados de H8-caliqueamicina preparados wutilizando los
ligadores indicados. El1 PBS, la solucién amortiguad de fosfato;
H8-AcBut-CalichDMH, el anticuerpo H8 conjugado a caliqueamicina
utilizando Acido 4-(4’-acetilfenoxi) butanoico (AcBut); H8-AcPac-
CalichDMH, anticuerpo HB conjugado a caliqueamicina wutilizando

Acido 3-acetilfenil acidico; HB-amida-calichDMH, anticuerpo HB
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- nno/ﬁ:;

conjugado a caliqueamicina utilizando Aacido 4-mercapto-4-metil- ﬁ?
pentanoico; HBPEG(mal2)-AcBut-CalichDMH, anticuerpo PEGilado, N
conjugado a la caliqueamicina utilizando acido 4-(4' -

acetilfenoxi) butanoico (AcBut).

Las figuras 11A-11B son graficas 1lineales que describen la
inhibicién del crecimiento de los tumores MDAMB435/5T4 en la
presencia de sustancias de control (figura 11lA} o conjugados de
caliqueamicina HB (Figura 11B). el CMA, el anticuerpo anti-CD33
conjugado a la caliqueamicina (control negativo, es decir
utilizado para evaluar la citotoxicidad debido a la toma de tumor
de un conjugado por medio de las células a las gque les falta el
antigeno blanco); PBS, solucidén salina amortiguada de fosfato;
H8+CalichDMH, una mezcla de anticuerpo H8 y caliqueamicina (no
conjugadas); CalichDMH, caliqueamicina libre; H8-AcPac-CalichDMH,
anticuerpo anti H8 conjugado a caliqueamicina utilizando &cido 3-
acetilfenil acidico; H8-amida-CalichDMA, anticuerpoc H8 conjugado

a caliqueamicina utilizando 4cido 4-mercapto-4-metil-pentanoico.

La figura 12 es una grafica lineal que describe la inhibicién del
crecimiento de los tumores NCI-H157 expuestos a los conjugados de
caliqueamicina H8 indicados o a las sustancias de control. El
anticuerpo HB-AcPac-CalichDMH, H8 conjugado a la caliqueamicina
utilizando &cido 3-acetilfenil acidico; HB-amida-CalichDMA, el
anticuerpo H8 conjugado a caliqueamicina que utiliza el &cido 4-
mercapto-4-metil-pentanoico; CMA, el anticuerpo anti-CD33
conjugado a caliqueamicina (control negativo); PBS, solucién

salina amortiguada de fosfato; H8, y anticuerpo H8 no conjugado.
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Las figuras 13A-13B ason graficas 1lineales que describen 1la
inhibicién del crecimiento de los.tumores N87 en la presencia de
sustancias de <control (figqura 13A) o© conjugados de H8-
caliqueamicina (figura 13B). El1 CMA, el anticuerpo anti-CD33
conjugado a caliqueamicina (control pesitivo) PBs; solucién
salina amortiguad de fosfato; H8+CalichDMH, wuna mezcla de
anticuerpo H8 y caliqueamicina (no conjugada); CalichDMH,
caliqueamicina libre; H8-AcPac-CalichDMH, anticuerpo H8 conjugado
a caliqueamicina que utiliza acido 3-acetilfenil acidico; HB-
amida-CalichDMA, anticuerpo HB8 conjugado a caliqueamicina que

utiliza acido 4-mercapto-4-metil-pentanoico.

La fiqgura 14 es un grafica lineal que describe la inhibicién de
los tumores PCl4PE6 expuestos a los conjugados H8/caliqueamicina
o sustancias de control. El1 HB-AcPac-CalichDMH, el anticuerpo H8
conjugado a caliqueamicina que utiliza el &cido 3-acetilfenil

acidico; H8-amida-CalichDMA, anticuerpo HB conjugado a

. caliqueamicina que utiliza A4cido 4-mercapto-4-metil-pentanoico;

CMA el anticuerpo anti-CD33 conjugado a caliqueamicina (control
negativo); PBS, solucién salina amortiguad de fosfato; HE,

anticuerpo H8 conjugado no conjugado.

Las figuras 15A-15G son imagenes de pulmones infestados de tumor
de un modelo ortotépico de céncer de pulmébn. La figura 15A es una
fotografia de un pulmén de ratédn normal escindido; el corazén
aparece oscuro. La figura 15B es una foto de un pulmén de ratédn
escindido infestado con nédulos tumorales luego de inyeccién
intravenosa de las células tumorales PCl4PE6 (ver ejemplo 4); H,

Herat. La figura 15 es una imagen microscépica (amplificacién 4X)

nn_/s |
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[
que muestra el térax después de colapsar los pulmones. Los

nédulos de pulmébn (LN) son distinguibles del tejido de pulmonar
normal (L). La cavidad torédxica se relleno con fluido hemorréagico
(fusién pleural, PE). Las figuras 15D-15G son fotomicrografias de
secciones tefilidas con hematoxilina y eosina de un pulmén embebido
en parafina y tejido cardiaco, que demuestra la extensidén de la
infiltracién del tumor y la destruccién del tejido normal. Las
figuras 15D-15E muestran infiltrados de células tumorales en la
cavidad pleural (15D) y el pericardio (15E). Las figuras 15F-15G
muestran la reduccién del tejido pulmonar funcional mediante la

proliferacién del tejido tumoral en espacioc perialveolar.

La figqura 16 es una grafica lineal que muestra la fraccién de
supervivencia (%) de ratones que 1lleven tumores de pulmdn
ortotépicos que han recibido los tratamientos indicados. Todos
los tratamientos fueron administrados intraperitonealmente 6 dias

después de la inyeccidn de las células PCl4B6. Ver ejemplo 4. HS8

. {(linea negra sbélida gruesa), anticuerpo H8 de murino no

conjugado; PBS (linea blanca sdlida), solucién salina
amortiquadora de fosfato; CMA 2 (linea blanca sélida negra),
anticuerpo anti-CD33 conjugado a caliqueamicina administrada en
una dosis de 2 pg de caliqueamicina; CMA 4 (linea con manchas

pequefias) anti-CD33

Los resultados del conjugado de H8 de caliqueamicina administrado
en una dosis de 2ug o a una dosis de 4 pg no fueron distinguibles
durante un periodo de 120 dias. Diez animales fueron incluidos en

cada grupo de tratamiento. Cada régimen de tratamiento consistié

29 %
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de 3 dosis administradas intraperitonealmente con 4 dias de 43

intervalo entre cada dosis.
' nno/a

La Figura 17 es una grafica de barras que muestra los
volimenes plurales en ratones que murieron de tumores pulmonares
luego de los tratamientos de control indicados. PBS, solucién
" salina de fosfato amortigquada; HB, anticuerpo H8 no conjugado;
CMA 2, antilcuerpo f anti-CD33 conjugado a caliqueamicina
administrado a 2 ug por dosis; CMA 4, anticuerpo anti-CD33
conjugado a caliqueamicina administrado a 4 pg por dosis; n,
nimero de animales. El volumen de efusién pleural no fue reducido
luego de la administracién del anticuerpo H8 no conjugadeo o del

CMS conjugado de control.

La Figura 18 es un alineamiento de la regién variable de cadena
ligera H8 de murino (amino &cidos 21-127 de la SEQ ID NO: 16) y
el clon de linea germinal DPK24 (SEQ ID NO:63). Las secuenciaé en
las cajas, los CDR; los asteriscos, posiciones en las cuales los
amino acidos del HB8 de murino son mantenidos en la versién 1 de
la regién variable de cadena ligera H8 humanizada, y en la cual
los amino 4cidos del DPK24 humano son mantenidos en la versién 2
de la regién variable de cadena ligera humanizada; residuos
subrayados, mutaciones que incrementan la expresioén de

anticuerpo.

La Figura 19 .es un alineamiento de las secuencias de la regién
variable de cadena ligera humana del subgrupo VKIII (SEQ ID
NO:65-70) y la reqidédn variable de cadena ligera H8 de murino

(amino Acidos 21-127 de la SEQ ID NO:16). Los residuos que



WO 2006/031653 23 PCT/US2005/032196

difieren de las secuenclias de estructura humana cuando se'

comparan con las secuencias de estructura H8 estian subrayados.
Para la humanizacién del H8, uno o mis residuos de las posiciones
correspondientes en HB se sustituyen con un residuo de una
secuencia de estructura humana. Las secuencias en los cuadros,

los CDR.

La Figura 20 es un alineamiento de las secuencias de regién
variable de cadena ligera humana del subgrupc VkI (SEQ ID NO: 71-
80) y la regién variable de cadena ligera H8 de murino (amino
Acidos 21-127 de la SEQ ID NO:16). Para la humanizacién del HS,
uno o mis residuos en las posiciones correspondientes en el H8 se
'sustituyeron con un residuco de una secuencia de estructura

humana. Las secuencias en cuadros, los CDR.

La Figura 21 es un alineamiento de la regién variable de cadena
pesada H8 de murino (amino Acidos 20-139 de la SEQ ID NO:14) y el
clon de la linea germinal DP75 (SEQ ID NO:64). Las secuencias en
cajas, los CDR; asteriscos, posiciones en las cuales los amino
4cidos del murino H8 se mantienen en la versién 1 de la regién
variable de cadena pesada HB humanizada (es decir, K38, 5S40, e
I48), y en la cual los aminc &cidos del DP75 humano son
mantenidos en la regién variable de cadena pesada humanizada

versién 2.

La Figura 22 es un alineamiento de las secuencias de la regién
variable de cadena pesada humana del subgrupo I (SEQ ID NO:52-60)
y las secuenclas de estructura de consenso derivadas del (SEQ ID

NO:43%-51).

npag
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La Figura 23 es un alineamiento de la regién variable de cadena
pesada H8 de murino (amino acidos 20-139 de la SEQ ID NO:14) y la
regién variable de cadena pesada HB8 humanizada derivada de la
secuencia de consenso del subgrupo I de la regidén variable de
cadena pesada, es decir, la regién variable de cadena pesada
humanizada versién 3 (SEQ ID NO:19). S;cuencias en cuadros, los

CDR.

Las Figuras 24A-24C muestran las secuencias de la regién variable
de cadena ligera representativas (Figura 24A) y las secuencias de
la regidén variable de cadena pesada (Figuras 24B-24C) de 1los

- anticuerpos anti-5T4 humanizados.

Las Figuras 25A-250 muestran los resultados del analisis BLAST
desarrollado utilizando las regiones variables humanizadas como

secuencias de consultas. Ver también Tablas 6 y 7.

Las Figuras 26A-26B muestran las secuencias de las regiones
constantes humanas representativas utilizadas para preparar los

anticuerpos anti-5T4 humanizados.

Las Figuras 27A-27G muestran las secuencias del amino &acido de
cadena 1ligera y cadena pesada de los anticuerpos anti-5T4
representativos. La Figura 27A muestra un anticuerpo anti-5T4
quimérico que tiene (a) una cadena ligera que comprende una
regién variable de cadena ligera H8 de murino y una regién
constante kappa humana (SEQ ID NO: 1), y (b) una cadena pesada

que comprende la regién variable de cadena pesada H8 de murino y
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una regién constante IgGl humana (SEQ ID NO:2). La Figura 27B

WO 2006/031653 25 PCT/US2005/032196

muestra un anticuerpo anti-5T4 quimérico que tiene (a) una cadena
ligera que comprende la regién variable de cadena ligera HB8 de
murino y una regién constante kappa humana (SEQ ID NO:3), y (b)
una cadena pesada que comprende la regidén variable de cadena
pesada HB de murino y una regién constante IgG4 humana mutada
(SEQ ID NO:4). La Figura 27C muestra un anticuerpo anti-5T4
semihumano que tiene (a) una cadena ligera que comprende una
regién variable de cadena ligera H8 humanizada versién 1 y una
regién constante kappa humana (SEQ ID NO:5), y (b) una cadena
pesada que comprende la regién variable de cadena pesada H8 de
murino y una regibén constante IgG4 humana mutada (SEQ ID NO:86).
La Figura 27D muestra un anticuerpo anti-5T4 humanizado que tiene
(a) una cadena ligera que comprende la regién variable de cadena
ligera HB humanizada versién 1 y una regién constante kappa
humana (EEQ ID NO:7), y (b) una cadena pesada gque comprende la
regién variable de cadena pesada H8 humanizada versién 1 y una
regién constante IgG4 humana mutada (SEQ ID NO:8). La Figura 27E
muestra un anticuerpo anti-5T4 humanizado que tiene (a) una
cadena ligera que comprende la regidn varlable de cadena ligera
H8 humanizada versién 1 y una regién constante kappa humana (SEQ
ID NO:9), y (b) una cadena pesada que comprende la regién
variable de cadena pesada HB humanizada versién 2 y una regién
constante IgGl humana (SEQ ID NO:10). La Figura 27F muestra el
anticuerpo anti-5T4 humanizado que tiene (a) una cadena ligera
que comprende la regidén variable de cadena ligera H8 humanizada
versién 2 y una regidén constante kappa humana (SEQ ID NO: 11), y
{b) una cadena pesada que comprende la regién variable de cadena

pesada HB humanizada versién 2 y una regién constante IgG4 humana
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mutada (SEQ ID NO:12). La Figura 27G muesatra un anticuerpo anti-
5T4 humanizado que tiene (a) una cadena ligera que comprende la
regién variable de cadena ligera HB humanizada versidén 2 y una
regién constante kappa humana (SEQ ID NO:11l), y (b) una cadena
pesada que comprende la regién variable de cadena pesada HS8
humanizada versién 3 y una regién constante IgG4 humana mutada
(SEQ ID NO:B4). En subrayadeo simple, las regiones variables; las

secuencias en cuadros, los CDR; asteriscos, mutaciédn prolinea.

Las Figuras 2BA-28B muestran los resultados de los andlisis FACS
para detectar el antigeno 5T4 sobre las células MDAMB435/neo
(Figura 28A) o sobre las células MDAMB435/5T4 (Figura 28B)
utilizando H8 de murino, versiones quimérica de HB, y versiones
humanizadas de H en las concentraciones indicadas. Todos los

anticuerpos muestran unién selectiva a las células MDAMB435/5T4.

La Figura 29 es una grafica lineal que muestra las propiedades de
unién del anticuerpo HB quimérico y las versiones de HS8
humanizado 1-3, que se determinaron utilizando un ensayo de unién
competitiva. E1l IC50 del anticuerpo H8 quimérico y las versiones
H8 humanizadas 1-3 fueron 1.0 x 107 M, 1.0 x 107 M, 1.4 x 10 M,

y 1.5 x 10™® M, respectivamente. Ver Ejemplo 5.

La Figura 30 es una grafica lineal que muestra deteccién del
anticuerpo HB8 quimérico y el anticuerpo HB8 humanizado sobre la
superficie celular de las células MDAMB435/5T4 durante un periodo
de 25 horas. El nivel reducideo de deteccidn sobre el periodo de

observacién demuestra la internalizacién de ambos anticuerpos.
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Ningdn anticuerpo detectable estuvo presente en el medio

acondicionado durante el curso del experimento.

La Figura 31 es una grdfica de barras que describe los niveles de
expresién transitoria de anticuerpo H8 quimérico y las versiones
H8 humanizadas 1-3 en células COS-1. Los tres anticuerpos HB
humanizados se expresaron en un nivel similar (versién 1, 4.4
mg/L/48 horas; versiétn 2, 2.7 mg/L/48 horas; versién 3, 3.9
mg/L/48 horas) que fue mayor que el observado para el anticuerpo

H8 quimérico (0.6 mg/L/48 horas). Ver Ejemplo 6.

Las Figuras 32A-32B son graficas de 1lineas que muestran la
inhibicién del crecimiento del esferoide de 1las células
MDAMB435/neo y MDAMB435/5T4 in vitro luego de 144 horas de
exposicién al HB-AcBut-CalichDMH, (anticuerpo HB humanizado
conjugado a caliqueamicina utilizando acido 4-(4’-

acetilfenoxi)butandico (AcBut) en las concentraciones indicadas.

Las Figuras 33A-33C son graficas de lineas que describen la
inhibicién del crecimiento de los tumores NB87 en la presencia de
las sustancias de control (Figura 33A) o los conjugados de
caliqueamicina HB8 humanizados (Figura 33B) y 1los cdlculos de
respuesta (Figura 33C). el PBS, la solucién salina amortiguada de
fosfato; el huHB+CalichDMH, una mezcla del anticuerpo H8 y la
caliqueamicina {no conjugada); CMA, anticverpo anti-CD33
conjugado a <caliqueamicina; CMC, el anticuerpec anti-CD22
conjugado a la caliqueamicina; huH8~-AcBut-CalichDMH, el
anticuerpo H8 humanizado conjugado a la caliqueamicina utilizando

el &cido 4-(4’-acetilfenoxi)butanéico {(AcBut); (4), el conjugado
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non
de anticuerpo-caliqueamicina administrado a una dosis de 4 pg de

caliqueamicina; (2), conjugado de anticuerpo-caliqueamicina
administrado a una dosis de 2 ug de caliqueamicina; (1),
conjugado de anticuerpo-caliqueamicina administrado a una dosis
de 1 ug de caliqueamicina; 1las flechas, la programacién de
dosificaciétn en los dias 1, 5, y 9; CR, respuesta completa; PR,
respuesta parcial; TR, sin respuesta; NR, sin respuesta. Ver

Ejemplo 9.

Las Figuras 34A-34C son graficas 1lineales que describen la
inhibicién del crecimiento de los tumores MDAMB435/5T4 en la
presencia de sustancias de control (Figura 34A) o conjugados H8-
caliqueamicina humanizados (Figura 34B) y 1los cdlculos de
respuesta (Figura 34C). PBS, solucién salina amortiguada de
fosfato; huH8+CalichDMH, una mezcla del anticuerpo HB y la
caliqueamicina (no conjugada); CMA, anticuerpo anti~CD33
conjugado a caliqueamicina; CMC, anticuerpo anti-CD22 conjugado a
caliqueamicina; huH8-AcBut-CalichDMH, el anticuerpo H8 humanizado
conjugado a caliqueamicina utilizando el Acido 4-(4'-
acetilfenoxi)butandéico (AcBut); (4), conjugado de anticuerpo-
caliqueamicina administrado a wuna dosis de 4 yg de
caliqueamicina; (2), conjugado de anticuerpo-caliqueamicina
administrado a una dosis de 2 pg de caliqueamicina; (1),
conjugado de anticuerpo-caliqueamicina administrado a una dosis
de 1 pg de caliqueamicina; flechas, programacién de dosificacién
en los dias 1, 5, y 9; CR, respuesta completa; PR, respuesta

parcial; TR, sin respuesta; NR, sin respuesta. Ver Ejemplo 9.

%2
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Las Figuras 35A-35E son graficas 1lineales que describen 1la
inhibicién del crecimiento de los tumores PCl4PE6 en la presencia
de sustancias de control (Figura 35A) o 1los conjugados H8-
caliqueamicina humanizados (Figura 35B, 35D, 35E) y las
respuestas calculadas (Figura 35C). Las Figuras 35A-35C presentan
datos que pertenecen a los nuevos tumores crecldos, y la Figura
35D presenta los datos que pertenecen al tratamiento de los
tumores relapsados. PBS, solucidén salina amortiguada de fosfato;
huHB+CalichDMH, una mezcla del anticuerpo HB8 y caliqueamicina (no
conjugada); CMA, anticuerpo anti-CD33 conjugado a caliqueamicina;
huH8-AcBut-CalichDMH, anticuerpo H8 humanizado conjugado a
caliqueamicina utilizando acido 4- (4’ -acetilfenoxi)butanbico
(AcBut); (4), conjugado de anticuerpo-caligqueamicina administrado
en una dosis de 4 ug de caliqueamicina; (2), conjugado de
anticuerpo-caliqueamicina administrado a una dosis de 2 pg de
caliqueamicina; (1), conjugado de anticuerpo-caliqueamicina
administrado a una dosis de 1 ug de caliqueamicina; (47*),
conjugado de anticuerpo-caliqueamicina administrado a una dosis
de 4 ng de caliqueamicina después de que a los tumores se les

permitié crecer a aproximadamente 1.08 cm®

antes del tratamiento
con el conjugado; flechas, programacién de dosificacién en los
dias 1, 5, y 9 (Figuras 35A, 35B, y 35D) o los dias 19, 23, y 27

(Figura 35C); CR, respuesta completa; PR, respuesta parcial; TR,

sin respuesta; NR, sin respuesta. Ver Ejemplo 9.

Las Figuras 36A-36B muestran fotografias de ratones que poseen
los tumores PCl4PE6 21 dias luego del tratamiento con el vehiculo
{solucidén salina amortiguada de fosfato) (Figura 367A) o con

huH8-AcBut-CalichDMH (anticuerpo H8 humanizado conjugado a

:@;
\
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caliqueamicina utilizando A&cido 4-(4’'-acetilfenoxi)butanéico aJ
(AcBut) ) (Figura 36B) . Los tumores PC14PE6 fueron de
aproximadamente 80 mm® en el momento en que fueron administrados
el vehiculo o el conjugado de H8-caliqueamicina humanizada. Los
agentes fueron administrados mediante inyeccién intraperitoneal
en un total de tres dosis de 4 pg de caliqueamicina por dosis,
cada dosis separada por tres dias. lLa flecha en la Figura 36A
identifica un tumor visible. El Area circunscrita por la linea

punteada en la Figura 36B identifica el 4rea donde el tumor

PC14PE6 ha regresado. Ver Ejemplo 9.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Anticuerpos Quiméricos y Humanizados Anti-5T4

El H8 es un anticuerpo IgGl de ratén monoclonal generado por
hibridoma que se describe en la Publicaclién Internacional PCT No.
WO 98/55607 y en Forsberg et al. (1997) J. Biol. Chenm.
272(19):124430-12436. Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos de la
invencién incluyen secuencias de regién variable del anticuerpo
anti-5T4 de murino y residuos adicionales derivados de las
secuencias de anticuerpo humanas. Los anticuerpos anti-5T4
humanizados de la invencién incluyen los residuos de unidén de
antigeno provenientes del anticuerpo anti-5T4 de ratén H8 y los
residuos adicionales derivados de las secuencias de anticuerpo
humano. Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados
descritos son también denominados anticuerpos HB quiméricos vy
anticuerpos H8 humanizados. Los anticuerpos HB8 quiméricos vy

humanizados representativos se establecen en las Figuras 27A-27F.
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El término anticuerpo se refiere a una proteina de
inmunoglobulina, o a fragmentos de anticuerpo que comprenden un
sitio de unién de antigeno (por ejemplo, Fab, Fab modificado,
Fab’, F{ab’), o fragmentos Fv, o una proteina que tiene al menos
una regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina o al
menos una regién de cadena pesada de inmunoglobulina). Los
anticuerpos humanizados de la invenciédn incluyen diacuerpos,
anticuerpos tetraméricos, anticuerpos de cadena sencilla,
anticuerpos tetravalentes, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos bilespecificos), anticuerpos de dominio
especifico que reconocen un epitopo particular (por ejemplo,

anticuerpos que reconocen un epitopo unido por el anticuerpo HS).

El término anticuerpo anti-5T4 se refiere a un anticuerpo que se
une especificamente al antigeno 5T4, particularmente el antigeno
5T4 humano. El antigeno 5T4 es una fosfoproteina no glicosilada
72 kDa encontrada en la superficie de las células de trofoblasto
y numerosos tipos de célula de cancer Ver Hole et al. (1988) Br.
J. Cancer 57:239-46, Hole et al. (1990) Int. J. Cancer 45:179-
184; Publicacién Internacional PCT No. WOB9/07947; Patente U.S.

No. 5,869,053.

El término unién se refiere a la afinidad entre dos moléculas,
por ejemplo, un antigeno y un anticuerpo. Como se utiliza aqui,
la unién especifica significa una unién preferencial de un
anticuerpo a un antigenc en una muestra heterdéloga que comprende
miltiples diferentes antigenos. La unién de un anticuerpo a un

antigeno es especifica sl la afinidad de unién es de al menos
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aproximadamente 10~ M o mayor, tal como al menos aproximadamente
10® M o mayor, incluyendo al menos aproximadamente 10™° M o
mayor, al menos aproximadamente 10 M o mayor, o al menos
aproximadamente 1072 M o mayor. Por ejemplo, la unién especifica
de un anticuerpo de la invencién a un antigeno 5T4 humano incluye
la unién en el rango de al menos aproximadamente 1 x 1077 a
aproximadamente 1 x 107'2, La unién especifica de un anticuerpo de
la invencién al antigeno 5T4 humano también incluye la unién en
el rango de al menos 3 x 107° M a aproximadamente 12 x 107 M,
tal como dentro del rango de aproximadamente 4 x 107 M a
aproximadamente 9 x 107'° M, o tal comc dentro del rango de
aproximadamente 7 x 107°® M a aproximadamente 12 x 107° ﬁ, o tal
como dentro del rango de aproximadamente 7 x 10 M a
aproximadamente 9 x 1071 M, o tal como dentro del rango de
aproximadamente 9 x 107'°® M a aproximadamente 12 x 107 M, o tal
como dentro del rango de aproximadamente 11 x 107 M a
aproximadamente 12 x 107! M, o afinidades de unién mayores tales
como aproximadamente 1.0 x 10°'! M, o aproximadamente 10 x 107! M
o aproximadamente 1.0 x 10™! M a aproximadamente 5 x 10! M, o
aproximadamente 5.0 x 10™'* M a aproximadamente 10 x 107 M. ILa
frase se une especificamente también se refiere a seleccionar el
blanco para las células gque expresan 5T4 cuando se administran a

un sujeto.

El término anticuerpo quimérico se utiliza aqui para describir un
anticuerpo que comprende las secuencias desde al menos dos
especies diferentes. Los anticuerpos humanizados son un tipo de
anticuerpo quimérico. Un anticuerpo anti-5T4 quimérico puede

comprender (a) una regién variable de cadena ligera que tiene una

ok
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secuencia de amino dcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO:1
y una regién variable de cadena pesada que tiene una secuencia de
amino &cido de 1los residuos 1-120 de la SEQ ID NO:2; (b) una
secuencia de amino acido de cadena ligera de la SEQ ID NO:1l y una
secuencia de amino &cido de cadena pesada de la SEQ ID NO:2; o
(c) una secuencia de amino &cido de cadena ligera de la SEQ ID
NO:3 y una secuencia de amino acido de cadena pesada de las SEQ

ID NO:4.

El términc humanizado se utlliza aqui para describir un
anticuerpo, en donde los residuos de 1la regién variable
responsables pro la unién de antigeno (es decir, los residuos de
una regién determinante de complementariedad y cualquiera otros
residuos que participan en la unién del antigeno) se derivan de
especies no humanas, aunque permanecen residuos de regién
variable (es decir, residuos de las regiones de estructura) y las
regiones constantes se derivan, al menos en parte, de las
secuenclas de anticuerpo humanas. Los residuos de las regiones
varlables y regiones constantes de un anticuerpo humanizado
también se pueden derivar de fuentes no humanas. Las regiones
variables de un anticuerpo humanizado también se describen como
humanizadas (es decir, regién variable de cadena ligera o pesada
humanizada). Las especies no humanas son tipicamente aquellas que
se utilizan para inmunizacién con un antigeno, tal como las
especies de ratén, rata, conejo, primate no humano, u otros

mamiferos no humanos.

Los anticuerpos anti~5T4 quiméricos y humanizados representativos

de la invencién comprenden al menos una cadena ligera o al menos
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una cadena pesada, o fragmentos de ésta, en donde el anticuerpo ,ﬁ
anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento de anticuerpo (a)
se une especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad de
unién de al menos aproximadamente 1 x 10”7 M a aproximadamente 1
x 1072 M; (b) se une especificamente al antigeno 5T4 humano con
una afinidad de unién mayor de 1 x 10 M; (c) se une
especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad de unién
mayor de 5 x 107! M; (d) se une especificamente al antigeno 5T4
humano con una afinidad de unién mayor que la afinidad de unién
del anticuerpo anti-5T4 HB8 de murino unido al antigeno 5T4
humano; (e) apunta especificamente a las células que expresan 5T4
in vivo; (f) compiten por la unién al antigeno 5T4 humano con un
anticuerpo de uno cualquiera de (a)-(e}; (g) se une
especificamente a una unién de epitopo mediante una cualquiera de
(a)-(e); o (h) comprende un dominio de unién de antigeno de una

cualquiera de (a)-(e).

El anticuerpo anti-5T4 HB de murino se ha mostradeo que reconoce
un epitopo conformacional préximo al dominio de transmembrana del
5T4. La glicosilacién, que es importante para la estructura y la
inmunogenicidad, y 1las uniones disulfuro intramoleculares se
requieren para unir el anticuerpo. También se ha mostrado que el
anticuerpo anti-5T4 H8 no se une al 5T4 de ratdn, aunque existe
una identidad del 84% entre el 5T4 de ratén y de humano y 6 de 7
sitios de glicosilacién N-ligado estédn conservados entre los dos.
Las cisteinas N-terminal y C-terminal también estdn completamente
conservadas entre el 5T4 humano y de ratén. El anticuerpo H8 de
murino también se ha mostrado que se unen al 5T4 de humano cuando

el sitio de glicosilacién N-ligado en el amino acido 192 se
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remueve (Shaw et al. (2002) Biochem J. 365: 137-145). Exilste
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alguna evidencia que suglere que el anticuerpo anti-5T4 H8& no se
une a la quimera 5T4 humana/ratén que tiene LRR2 de ratén (los
residuos 173-361 que reemplazan los residuos humanos 173-355) y
adn el anticuerpo se une a la quimera reciproca. Existe también
evidencia que sugiere que tanto el anticuerpo H8 quimérico como
el anticuerpo HB humanizado se une a la quimera 5T4 que contiene
los residuos de ratén 282-361. Esta evidencia conduce a la
conclusién de que el epitopo H8 esta localizado entre los amino
dcidos 173 y 252. La evidencia adicional sugiere que el HS
quimérico puede no unirse a una quimera anti-5T4 de humano/ratén
que contiene los residuos de ratén 173-258, mientras que el
anticuerpo H8 humanizado se ha unido ligeramente a

concentraciones mayores.

Los anticuerpos de ocurrencia natural son glicoproteinas
tetraméricas (HaL32) de aproximadamente 150,000 daltons,
compuestos de dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas
pesadas idénticas (H). lLas dos cadenas pesadas estan ligadas una
a la otra mediante enlaces disulfuro y cada cadena pesada esta
ligada a una cadena ligera mediante un enlace disulfuro. Cada una
de las cadenas ligera y pesada se caracteriza adicionalmente por
una regién variable amino terminal y una regién constante. El
término variable se refiere al hecho de que ciertas posiciones de
los dominios variables difieren extensivamente en secuencia entre
los anticuerpos y determinan sustancialmente la afinidad de unién
y la especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Las regiones variables de cada cadena ligera y pesada

se alinean para formar un dominioc de unién de antigeno. Las
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regiones variables HB humanizadas representativas se establecen

en las Flguras 24A-22C (Las SEQ ID NO: 17, 18, 19, 21, y 23).

Los anticuerpos que tienen una estructura tetramérica, similar a
los anticuerpos de ocurrencia natural, se pueden preparar
recombinantemente utilizando técnicas estdndar. Los anticuerpos
producidos recombinantemente también incluyen anticuerpos de
cadenas simple, en donde las regiones variables de un par de
cadena ligera y cadena pesada simple incluyen una regién de unién
de antigeno, y las proteinas de fusién, en donde una regidn
variable de un anticuerpo anti-5T4 humanizado se fusiona a una
secuencia efectuadora, tal como un dominio Fc, una citoquina, un
inmunoestimulante, una citotoxina, o cualquier otra proteina

terapéutica. Ver por ejemplo, Harlow & Lane (1988) Antibodies: A

lLaboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, New Cork y Patentes U.S. No. 4,196,265; 4,946,778;
5,091,513; 5,132,405; 5,260,203; 5,677,427; 5,892,019; 5,985,279;

6,054,561.

Los anticuerpos tetravalentes (HgLy) gque comprenden dos
anticuerpos tetraméricos intactos, incluyen homodimeros vy
heterodimeros, se pueden preparar por ejemplo como se describié
en la Publicacién Internacional PCT No. WO 02/096948. Los dimeros
del anticuerpo también se pueden preparar por via de 1la
introduccién de el o los residuos de cisteina en la regién
constante del anticuerpo, que promueve la formacién de la unibn
disulfuro intercadena, que utiliza los reticuladores
heterobifuncionales (Wolff et al. (1993) Cancer Res. 53:2560-5),

o mediante la produccién recombinante para incluir una regién

nn
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constante doble (Stevenson et al. (1989) Anticancer Drug Des. GV;

3:219-30).

El término regién determinante de complementariedad o CDR se
refiere a residuos de las regiones variables del anticuerpo que
participan en la unidén de antigeno. Un nimero de definiciones de
los CDR son de uso comin. La definicién Kabat esta basada en la
variabilidad de secuencia, y en la definicién Chothia esta basada
en la localizacién de las regiones de aro estructural. La
definicién de AbM es un compromiso entre las aproximacién es
kabat y Chothia. Los CDR de la regidn variable de cadena ligera
estan unidos mediante los residuos en las posiciones 24 y 34
(CDR1-L), 50 y 56 {(CDR2-L), y 89 y 97 (CDR3-L) de acuerdo a
Kabat, Chothia, o el algoritmo AbM. De acuerdo a la definicién
Kabat, los CDR de la regién variable de cadena pesada estén
unidos mediante los residuos en las posiciones 31 y 35B (CDR1-H),
50 y 65 (CDR2-H), y 95 y 102 (CDR3-H) {numeracién de acuerdo a
Kabat). De acuerdo a la definicién de Chothia, los CDR de la
regién variable de cadena pesada esté&n unidos mediante 1los
residuos en las posiciones 26 y 32 (CDR1-H), 52 y 56 (CDR2-H), y
95 y 102 (CDR3-H) (numeracién de acuerdo a Chothia). De acuerdo a
la definicién AbM, los CDR de la regién variable de cadena pesada
estdn unidos mediante los residuos en las posiciones 26 y 35B
(CDR1-H), 50 y 58 (CDR2-H), y 95 y 102 (CDR3-H) (numeracién de
acuerdo a Kabat). Ver Martin et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86:9268-9272; Martin et al. (1991) Methods Enzymol. 203: 121-
153; Pedersen et al. (1992) Immunomethods 1l: 126; y Rees et al.

(1996) In Sternberg M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction,

Oxford University Press, Oxford, pp. 141-172.
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El término regién determinante de especificidad o SDR se refiere
a aquellos residuos dentro de los CDR que interact@a directamente
con el antigeno, que corresponde a los residuos hipervariables.

Ver (Padlan et al. (1995) FASEB J. 9: 133-9).

Los residuos de estructura son aquellos residuos de la regidn
variable diferentes de los residuoa  hipervariables. Las
estructuras humanas representativas de 1la regién variable de
cadena pesada que se pueden utilizar para preparar los
anticuerpos anti-5T4 humanizados incluyen las regiones de
estructura de DP-75 y DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3(VHi-03),
DP-15 y V1-8 (VH1-08), DP-14 y V1-18(VH1-18), DP-5 y V1-24P(VH1-
24), DP-4(VH1-45), DP-7(VHl1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7(VH1-69), DP-
88 (VHl-e), DP-3, y DA-8(VHI-f). Las secuencias de estructura de
consenso basadas en las secuencias individuales anteriores
también se pueden wutilizar. Ver las Figuras 21-23. Las
estructuras humanas representativas de la regién variable de
cadena ligera incluyen aquella del clon de la linea germinal
humana DPK24 y los subgrupos del clon de la linea germinal VxIII
y VKI, cada uno de los cuales muestra mayor del 60% de identidad
de amino A&cido cuando se compara con la reglidn variable de cadena

ligera H8. Ver Figuras 18-20.

Las regiones constantes de los anticuerpos anti-5T4 humanizados
descritos se derivan de las regiones constantes de una cualquiera
de IgA, IgD, IgE, IgG, IgM y cualquiera isotipos de estos (por
ejemplo, los isotipos IgGl, IgG2, IgG3, o IgG4 del IgG). La

eleccién del isotipo humano (IgGl, IgG2, IgG3, IgG4) y 1la

5

7
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modificacién de los amino acidos particulares en el isotipon'}O’{
humano pueden mejorar o eliminar la activacidén de los mecanismos
de defensa del huésped y alterar la biodistribucién de un
anticuerpo humanizado de la invencién. Ver (Reff et al. (2002)

Cancer Control 9: 152-66).

Los anticuerpos humanizados se pueden preparar utilizando una
cualquiera de una variedad de métodos que incluye revestimientos,
injertos de regiones determinantes de complementariedad (los
CDR), injertos de los CDR abreviados, injertos de regiones
determinantes de especificidad (los SDR), y ensamblaje
Frankenstein, como se describe adelante. Estas aproximaciones
generales se pueden c;mbinar con mutagénesis estdndar y técnicas
de sintesis para producir un anticuerpo anti-5T4 de cualguiler

secuencia deseada.

El revestimiento esta basado en el concepto de reducir las
secuencias de amino acido potencialmente inmunogénicas en un
roedor u otro anticuerpo no humano al hacer resurgir en la
superficie el exterior accesible del solvente del anticuerpo con
las secuencias de amino 4&cido humanas. Asi, los anticuerpos
revestidos parecen menos extrafios a las células humanas. Ver
Padlan (1991) Mol. Immunol. 28:489-98. Un anticuerpo no humano es
revestido al (1) identificar 1los residuos de 1la regidn de
estructura exteriores expuestos en el anticuerpo no humano, que
son diferentes de aquellos en las mismas posiciones en las
regiones de estructura de un anticuerpo humano, y (2) reemplazar
los residuos identificados con 1los amino 4cidos gque ocupan

tipicamente estas mismas posiciones en los anticuerpos humanos.
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El injerto de los CDR se desarrolla al reemplazar uno o mas de
los CDR de un anticuerpo aceptadeor (por ejemplo, un anticuerpo
humano) con los CDR de un anticuerpo donador {(por ejemplo, un
anticuerpo no humano). Los anticuerpos aceptadores se pueden
seleccionar con base en la similitud de 1los residuos de
estructura entre un anticuerpo aceptador candidato y un
anticuerpo donador y se pueden ademds modificar para introducir
residuos similares. Por ejemplo, una estructura aceptadora humana
puede comprender una regidén variable de cadena pesada de una
secuencia de consenso subgrupo I humano, opcionalmente con
residuos donadores no humanos en una © mas posiciones 1, 28, 48,
67, 69, 71, y 93. Como otro ejemplo, una estructura aceptadora
humana puede comprender una regién variable de cadena ligera de
una secuencia de consenso del subgrupe I humano, opcionalmente
con residuos donadores no humanos en una o mds de las posiciones
2, 3, 4, 37, 38, 45 y 60. Luego el injerto CDR, se pueden hacer
camblos adicionales en las secuencias donadora y/o aceptadora
para optimizar la unién de anticuerpo y la funcionalidad. Ver por

ejemplo, Publicacién Internacional PCT No. WO 91/09967.

El injertamiento de 1los CDR abreviados es una aproximacién
relacionada. Los CDR abreviados incluyen los residuos
determinantes de especificidad y los amino &cidos adyacentes, que
incluyen aquellos en las posiciones 27d-34, 50-55 y 89-96 en la
cadena ligera, y en las posiciones 31-35b, 50-58, y 95-101 en la
cadena pesada (convencién de numeracién de (Kabat et al. (1987)).
Ver (Padlan et al. (1995) FASEB J. 9: 133-9). El injerto de los

residuos determinantes de especificldad (SDR) es puesto como
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premisa sobre el entendimiento de que la especificidad de unién y

afinidad de un sitio que combina anticuerpo se determina por los
residuos mAs altamente variables dentro de cada una de las
regiones determinantes de complementariedad {(CDR). El andlisis de
estructuras tridimensionales de los complejos anticuerpo-
antigeno, combinados con el analisis de los datos de la secuencia
de amino acido disponibles se utilizé para modelar la viabilidad
de secuencia con base en la disimilaridad estructural de los
residuvos de amino 4cido que ocurre en cada posicién con el CDR.
Ver Padlan et al. (1995) FASEB J. 9: 133-139. Las secuencias de
polipéptido minimamente inmunogénicas consisten de residuos de
contacto, que son denominados como residuos determinantes de
especificiadad (SDR), son identificados e injertados sobre las

regiones de estructura humana.

De acuerdo a 1la aproximacién Frankenstein, las regiones de
estructura humana se identifican como teniendo homologia de
secuencia sustancial a cada reqgidén de estructura del anticuerpo
no humano relevante, y los CDR del anticuerpo no humano se
injertan sobre el compuesto de las diferentes regiones de
estructura humana. Un método relacionado también Gtil para 1la
preparacién de los anticuerpos de la invencién se describe en la

Publicacién de la Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0040606.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados descritos aqui comprenden
tipicamente al menos una regién variable de cadena ligera
humanizada o una regién variable de cadena pesada. Asi, el
anticuerpo anti-5T4 humanizado de la invencién puede comprender

una regién variable de cadena ligera preparado al revestir,
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injertar los CDR o SDR abreviados, © el montaje Frankenstein,
como anteriormente, y una regién variable de cadena pesada del
anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo H8 u otro
anticuerpo anti-5T4 no humano). Alternativamente, una regién
variable de cadena ligera del anticuerpo no humano se puede

combinar con una regién variable de cadena pesada humanizada.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de la
invencién incluyen (a)} anticuerpos que tienen uno o mas de los
CDR de un anticuerpo anti-5T4 no humanos seleccionados de los CDR
de la regién variable de cadena ligera de la SEQ ID NO:17 o de la
regién variable de cadena pesada de la SEQ ID NO:18, tales como
dos o mds CDR seleccionados de los CDR de la regidén variable de
cadena ligera de la SEQ ID NO:17 o de la regién variable de
cadena pesada de las SEQ ID NO:18; (b) los anticuerpos que tienen
una cadena ligera comprenden una regién variable gque tiene dos o
tres CDR de la SEQ ID NO:17; y {(c) los anticuerpos que tienen una
cadena pesada comprenden una regién variable que tiene dos o tres
CDR de la SEQ ID NO:18. Los anticuerpos anti-5T4 humanizados
representativos de la invencién también incluyen aquellos
anticuerpos que tienen (a) una secuencia de amino Aacido de 1la
regién variable de cadena ligera establecida como la SEQ ID NO:17
o 23; (b) una secuencia de amino Acido de la regiétn variable de
cadena ligera que es al menos 78% idéntica con la SEQ ID NO:17; o
(c)una secuencia de amino &cido de la regién variable de cadena
ligera que es al menos 81% idéntica con la SEQ ID NO:23. Una
regién varliable de cadena ligera de un anticuerpo anti-5T4
humanizado funcional (es decir, un anticuerpo anti-5T4 que se une

especificamente al antigeno 5T4) se puede codificar mediante (a)
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un acido nucleico de la SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:81; (b) un acido
nucleico que es al menos 90% idéntico con el Acido nucleico de la
SEQ ID NO:22; (c) un &cido nucleico que es al menos 91% idéntico
al acido nucleico de la SEQ ID NO:8l; o (d} un &cido nucleico que
se hibridiza especificamente al complemento de la SEQ ID NO:22 o
la SEQ ID NO:B1 bajo condiciones de hibridizacién exigentes, por

ejemplo condiciones de lavado finales de 0.1 x SSC a 65°C.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de 1la
invencién incluyen ademds agquellos anticuerpos que tienen (a) una
secuencia de amino é&dcido de regién variable de cadena pesada
establecida como una cualquiera de las SEQ ID NO. 18, 19, y 21;
(b) una secuencias de amino &cido de regién variable de cadena
pesada que es al menos 83% idéntica a la SEQ ID NO:18; (c) una
secuencia de amino Acido de regidén variable de cadena pesada que
es al menos 81% idéntica a la SEQ ID NO:19; o (d) una secuencia
de amino A4cido de regién variable de cadena pesada que es al
menos 86% idéntica a la SEQ ID NO:21. Una regién variable de
cadena pesada de un anticuerpo anti-5T4 humanizado funcional (es
decir, el anticuerpo anti-5T4 que se une especificamente al
antigeno 5T4) se puede codificar mediante (a) un &cido nucleico
de una cualquiera de las SEQ ID NO:20, 82, y 83; (b) un A&cido
nucleico que es al menos 91% idéntico con el acido nucleico de la
SEQ ID NO:20; (c) un acido nucleico que es al menos 94% idéntico
con el acido nucleico de la SEQ ID NO:82; (d) un Acido que es al
menos 91% idéntico con el Acido nucleico de la SEQ ID NO:83; o
(e) un Acido nucleico gque se hibridiza especificamente al

complemento de una cualquiera de las SEQ ID NO:20, 82, y 83 bajo
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condiciones de hibridizacién exigentes, por ejemplo condiciones

de lavade final de 0.1 x SSC a 65°C.

El anticuerpo anti-5T4 humanizado puede comprender (a) una regién
variable de cadena ligera que tiene una secuencia de amino Acido
de los residuos 1-107 de la SEQ ID NO:5 y una regién variable de
cadena pesada que tiene una secuencia de aminc 4cido de los
residuos 1-120 de la SEQ ID NO:6; (b) una secuencia de amino
dacido de cadena ligera de la SEQ ID NO:5 y una secuencia de amino
dcido de cadena pesada de la SEQ ID NO:6; {c) una regién variable
de cadena ligera que tiene una secuencia de amino Acido de los
residuos 1-107 de la SEQ ID NO:7 y una regién variable de cadena
pesada que tiene una secuencia de amino dcido de los residuos 1-
120 de la SEQ ID NO:8; (d) una secuencia de amino A4cido de cadena
ligera de la SEQ ID NO:7 y una secuencia de amino acido de cadena
pesada de l1la SEQ ID NO:8; (e) una regién variable de cadena
ligera que tiene una secuencia de amino acido de los residuos 1-
107 de la SEQ ID NO:9 y una regidén variable de cadena pesada gue
tiene una secuencia de amino &cido de los residuos 1-120 de la
SEQ ID NO:10; (f) una secuencia de amino &cido de cadena ligera
de la SEQ ID NO:9 y una secuencia de amino acido de cadena pesada
de la SEQ ID NO:10; (g) una regién variable de cadena ligera que
tiene una secuencla de amino &cido de los residuos 1-107 de la
SEQ ID NO:11 y una regién variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de amino &cido de los residuos 1-120 de la SEQ ID
NO:12; o (h) una secuencia de amino &cido de cadena ligera de la
SEQ ID NO:1l y una secuenclia de amino &cido de cadena pesada de

la SEQ ID NO:12.

7750
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Anticuerpos anti-5T4 humanizados de 1la invencién se pueden 4?
construir en donde la regién variable de una primer cadena (es
decir, la regién variable de cadena liviana o la regién variable
de cadena pesada) se humaniza, y en donde la regién variable de
la segunda cadena no se humaniza (es decir, una regién variable
de un anticuerpo producido en una especie no humana). Estos
anticuerpos se refieren aqui como anticuerpos semi-humanizados.
Por ejemplo, un anticuerpo anti-5T4 puede comprender una regidn
variable de cadena liviana humanizada de la SEQ ID NO: 17 o 23, y
una regién variable de cadena pesada de un anticuerpo 5T4 no
humano, tal como la regidén variable de cadena pesada H8 de murino
de la SEQ ID NO: 1l4. Alternativamente, un anticuerpo anti-5T4
puede comprender una regidén variable de cadena liviana humanizada
de un anticuerpo anti-5T4 no humano, tal como la regién variable
de cadena liviana H8 de murine de la SEQ N:0 16, y una regidn
variable de cadena pesada humanizada de una cualquiera de la SEQ
ID Nos: 18, 19, o 21. Anticuerpos no humanos anti-5T4 diferentes
de H8 se pueden utilizar para preparar anticuerpos semi-
humanizados, por ejemplo los anticuerpos monoclonales de rata

descritos por Woods et al (2002) Biochem. J. 366: 353-63).

Se pueden preparar facilmente variantes de los anticuerpos anti-
5T4 humanizados descritos para incluir varios cambios,
sustituciones, instalaciones y eliminaciones, en donde tales
cambios suministran ventajas en uso. Por ejemplo, para
incrementar la vida media del suyero del anticuerpo, se puede
incorporar un epitopo de unién de receptor salvaje, si ya no esté
presente, dentro de la secuencia de cadena pesada del

anticuerpo. Ver patente U.S. No. 5,739,277. Modificaciones
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adicionales para mejorar la estabilidad del anticuerpo incluyen
la modificacién del IgG4 para reemplazar la serina en el reaiduo
241 con prolina. Ver Angal et al (1993) Mol. Inmunel. 30: 105-
108. Otros cambios ttiles incluyen sustituciones como se requiere
para optimizar la eficiencia en conjugar el anticuerpo con una
droga. por ejemplo, un anticuerpo se puede modificar en su
terminal carboxilo para incluir aminodcidos para adhesién de
droga, por ejemplo se pueden agregar uno o mas residuos cisterna.
Las regiones constantes se pueden modificar para introducir

aitios para unién de carbohidratos u otras porciones.

Variantes de anticuerpos anti-5T4 humanizados de la invencidén se
pueden producir utilizando técnicas recombinantes estandar, que
incluyen mutagénesis dirigida al gitio, o métodos de
recombinacién. Un repertorio diversificado K de anticuerpos 5T4
humanizado se pueden administrar por via de disposicién del gen y
métodos de conversién de gen en animales no humanos transgénicos
(publicacién de patente U.S. No. 2003/00117534), que luego se
prueban para actividades importantes utilizando ensayos
funcionales. En modalidades particulares de 1la invencién, se
obtienen variantes anti-T4 utilizando un protocoloc de maduracién
de afinidad tal como la mutacién de CDR (Yang et al (1995) J.
Mcl. Bio 254: 392-403}, mezcla de cadena (Marks et al (1992)
Biotechnology (NY) 10: 779-783), uso de cepas mutador de E. coli
(Low et al (1996)J. Mol. Bio. 260: 359-368), mezcla de ADN
(Patten et al (1997)Curr. Opin. Biotechol. 8: 724-733), muestra
de fago (Thompson et al. (1996) J. Mol. Bui. 256: 77-88B), y PCR
sexual (Crameri et al (1998) Nature 391: 288-291). Para

aplicaciones de inmunoterapia, ensayos funcionales importantes

an



WO 2006/031653 47 PCT/US2005/032196

incluyen unién especifica a antigeno 5T4 humano, internalizacién
del anticuerpo cuando se conjuga con una citotoxina, y objetivar
a un sitio de tumor cuando se administra a un animal que tiene

tumor, como se describe en los ejemplos. Ver ejemplos 1-11.

La presente invencién suministra adicionalmente células y lineas
celulares gque expresan anticuerpos anti-5T4 humanizados de la
invencién. Células huésped representativas incluyen células de
mamifero y humana, tales como CHO, células HEK-293, células Hela,
células CV-1, células COS. Métodos para generar una linea de
células estables luego de transformacién de una construccién
heteréloga en una célula huésped se conocen en 1la técnica.
Células huésped de mamiferos representativos incluyen células de
insectos (Potter et al (1993) Int. Rev. Inmunol. 10(2-3): 103-
112). También se pueden producir anticuerpos en animales
transgénicos (Houdebine (2002) Curr. Opin. Biotechol. 13(6): 625-
629) y plantas transgénicas (Schilberg et ;1 (2003) Cell Mol.

Life Sci. 60(3): 433-45).
I.A. Acidos Nucleicos Anti-5T4 Humanizados y Quiméricos.

La presente invencién suministra adicionalmente &cidos nucleicos
aislados que codifican regiones variables de cadena pesada y
liviana anti-5T4 humanizadas. Los &acidos nucleicos aislados se
pueden utilizar para preparar un anticuerpo anti-5T4 humanizado,

como se describe aqui.

Los términos molécula de Acido nucleico y &cido nucleico cada una

se refiere a desoxiribonucledétidos o ribonucleétidos o polimeros

S\

&
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de estos en forma de hélice simple, doble hélice y triple hélice.
A menos que se limite especificamente, el.término abarca acidos
nucleicos que contienen andlogos conocidos de nucleétidos
naturales que tienen propiedades similares como la referencia de
dcido nucleico natural. Los términos de molécula de 4&cido
nucleico u Acido nucleico también se pueden utilizar en vez de
gen, CcADN, cARN,0 cARN. Los Aacidos nucleicos se pueden
sintetizar, o se pueden derivar de cualquier fuente biolégica,
que incluye cualquier organismo. Métodos representativos para
clonar &cidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-5T4

humanizados se describen en el ejemplo 5.

Acidos nucleicos representativos de la invencién comprende 1la
secuencia de nuclebdtido de una cualquiera de la SEQ ID Nos: 20,
22, 81, u 83. Acidos nucleicos de la invencién también pueden
comprender una secuencia de nucleétido que es sustancialmente
idéntica a una cualquiera de la SEQ ID Nos: 20, 22, 81, 82, u 83,
por ejemplo, al menos un 91% idéntica a una SEQ ID NOs: 20, 81, u
83, o al menos 90% idéntica a una SEQ ID NO: 22, o al menos 94% a
la SEQ ID NO: 82. Se comparan secuencias para correspondencia
maxima utilizando un algoritmo de comparacidédn de secuencias de la
secuencia de longitud completa de una cualguiera de la SEQ ID
NOs: 20, 22, 81, 82, u 83 como la secuencia de consulta, como se
describe aqui adelante, o por inspeccién visual. Ver también

ejemplo 5 y tabla 6.

Con respecto a A4Acidos nucleicos sustancialmente idénticos que
tienen un porcentaje de identidad minimo especifico a los &cidos

nuclelicos de regién variable H8 humanizados descritos, las

nn7(-4
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secuencias sustancialmente idénticas también pueden ser al menos
aproximadamente 92% idénticas a la SEQ NO: 20, 81, u 83, tal como
al menos 93% idéntica, o al menos 94% idéntica, o al menos 95%
idéntica, o al menos 96% idéntica, o al menos 97% idéntica, o al
menos 98% idéntica, o al menos 99% idéntica. De forma similar,
las secuencias sustancialmente idénticas también incluyen
secuencias que son al menos aproximadamente 91% idénticas a la
SEQ ID NO: 22, por ejemple, al menos aproximadamente 92%
idéntica, o al menos 93% idéntica, o al menos 954% idéntica, o al
menos 95% idéntica, o al menos 96% idéntica, o al menos 97%
idéntica, o al menos 98% idéntica, o al menos 99% idéntica; y las
secuencias que son al menos 95% idénticas a la SEQ ID NO: 82, tal
como al menos 96% idéntica, o al menos 97% idéntica, o al menos

98% idéntica, o al menos 99% idéntica.

Secuencias sustancialmente idénticas pueden ser secuencias
polimérficas. El1 término polimérfico se refiere a la secuencia de
dos o mas secuencias alternativas determinadas genéticamente o
alelos en una poblacién. Una diferencia alélica puede ser tan

pequefia como un par base.

Las secuencias sustancialmente idénticas también pueden
comprender secuencias mutagenizadas, que incluyen secuencias que
comprenden mutaciones silentes. Una mutacién puede comprender una
o mids inoculaciones de residuo, una eliminacién de uno o mas

residuos o una insercién de mis residuos adicionales.

También se identifican 4&acidos sustancialmente idénticos como

4cidos nucleicos que hibridizan especificamente a o hibridizan
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sustancialmente la longitud completa de una cualquiera de la SEQ ¢-
ID NOS: 20, 22, 81, 82 y 83 bajo condiciones estrictas. En el
contexto de hibridizacién de &cido nucleico, dos secuencias de
d4cido nucleico se comparan designando una sonda y un objetivo.
Una sonda es una molécula de &cido nucleico de referencia, y un
objetivo es una molécula de &cido nucleico de ensayo, a menudo
encontradas dentro de una poblacién heterogénea de moléculas de
4dcido nucleico. Una secuencia objetivo es sinénimo con una

secuencia de ensayo.

Una secuencia de nucleétido preferida empleada para estudios de
hibridizacién u ensayos incluyen ensayos de secuenclas de sonda
que son complementarias con o imitan al menos un aproximadamente
14 a 40 secuencias de secuencias de nuclebétido de una molécula de
4cido nucleico de la presente invencién. Preferiblemente, 1la
sonda comprende 14 a 20 nucleétidos, © alin mayor en donde se
desee, tal como 30, 40, 50, 100, 2006, 300, o 500 nucledétidos o
hasta la longitud completa de una cualquiera de la SEQ ID Nos:
20, 22, 81, 82, y B83. Tales fragmentos se pueden preparar
facllmente, por ejemplo por sintesis quimica del fragmento, por
aplicacién de tecnologia de amplificacién de &dcido nucleico, o al
introducir secuencias seleccionadas en los vectores recombinantes

para produccibén recombinante.

La frase hibridizar especificamente a se refiere a la unién,
duplexién, o hibridizacién de wuna molécula sclo para una
secuencia de nucleétido particular bajo condiciones estrictas
cuandco esa secuencia estid presente en una mezcla de acido

nucleico compleja (por ejemplo, ADN u ARN celular total).
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La frase hibridizar sustancialmente a se refiere a hibriéizacién
complementaria entre una molécula completa de &cido nucleico de
sonda y una molécula de &cido nucleico objetivo y abarca menores
desfases que se pueden acomodar al reducir la restriccién del

medio de hibridizacién para lograr la hibridizacién deseada.

Las condiciones de hibridizacién estrictas y las condiciones de
lavado de hibridizacién estricto en el contexto de los
experimentos de hibridizacién de &cido nucleico tal como el
andlisis Southern y Northern blot son independientes de ambiente
y secuencia. Las secuencias mayores hibridizan especificamente a
temperaturas mayores. Una guia extensiva para hibridizacidén de
dcidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Bioloqv- Hvbridization
with Nucleic Acid Probes, part I chapter 2, Elsevier, New York,
~New York. De forma general, la hibridizacién altamente estricta y
las condiciones de lavado se seleccionan por ser aproximadamente
5°C menor que el punto de fusién térmico (Tp)para la secuencia
especifica en una restriccidén i6nica definida y pH. Tipicamente,
bajo condiciones estrictas una sonda hibridizarad especificamente

a su subsecuencia objetivo, pero no a otras secuencias.

La Tp, es la temperatura (bajo restriccidédn ibénica definida y pH)
en la que el 50% de la secuencia objetivo hibridiza a una sonda
pareada perfectamente. Se seleccionan condiciones muy estrictas
para ser iguales a la T, para una sonda en particular. Un ejemplo
de condiciones de hibridizacién estrictas para andlisis Southern

or Northern Blot de &cidos nucleicos complementarios que tienen

B
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mids de aproximadamente 100 residuos complementarios es
hibridizacién durante la noche en 50% de formamida con 1 mg de
heparina a 42°C. Un ejemplo de condiciones de lavado altamente
estrictas es 15 minutos en 0.1X S$SC a 65°C. un ejemplo de
condiciones de lavado estrictas es 15 minutos 0.2X amortiguador
SSC a 65°C. ver Sambrook et al, eds (1999) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York, para una descripcién del amortiguador
SSC. A menudo, un lavado altamente estricto estd precedido por un
lavado de baja severidad para remover el fondo de seflal de fondo.
Un ejemplo de condiciones de lavado medianamente estrictas para
un ddplex de mas de aproximadamente 100 nucleétidos, es 15
minutos en 1X SSC a 45°C. Una muestra de lavado de baja severidad
para un diplex de mdas de aproximadamente 100 nucledétidos, es 15
minutos en 4X a 6X de SSC a 40°C. para sondas cortas (por ejemplo
10 a 50 nuclebétidos) condiciones estrictas tipicamente involucran
concentraciones de sal de al menos aproximadamente 1M de ién de
Na*, tipicamente cerca de 0.01 a 1M de concentracién de ién de
Na* (u otras sales) a pH 7.0-8.3, y la temperatura es tipicamente
aproximadamente al menos 30°C. también se pueden lograr
condiciones estrictas con la adicién de agentes desestabilizantes
tales como formamida. En general, una seflal para indice de ruido
de dos veces (o0 mayor) que aquella observada para una sonda no
relacionada en el ensayo de hibridizacidén particular que indica

la deteccidn de una hibridizacién especifica.

Los siguientes son ejemplos de hibridizacién y condiciones de
lavado que se pueden utilizar para identificar secuencias de

nucledétidos que son sustancialmente idénticas a las secuencias de

nno/q’g
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nucledtidos de referencia de la presente invenciédn: una secuencia

de nucledétido de sonda preferiblemente hibridiza a una secuencia
de nucleétido ijetivo en 7% de sulfatec dodecilo de sodio (SDS),
0.5 M NaPO4, 1mM EDTA a 50°C seguido por lavado en 2X SSC, 0.1%
SDS a 50°c; mas preferiblemente, una secuencia de sonda vy
objetivoe hibridizan en 7% de sulfa sulfato dodecilo de sodio
(sDS), 0.5 M NaPO4, 1lmM EDTA a 50°C seguido por lavado en 1X SSC,
0.1% SDS a 50°C; mAs preferiblemente, una secuencia de sonda y
objetivo hibridiza en 7% de sulfato dodecilo de sodio (SDS), 0.5
M NaPQ;, 1lmM EDTA a 50°C seguido por lavado en 0.5X SSC, 0.1% SDS
a 50°C;

mas preferiblemente, una secuencia de sonda y objetivo hibridizan
en 7% de sulfato dodecilo de sodio (SDS), 0.5 M NaPOy;, 1lmM EDTA a
50°C seguido por lavado en 0.1X SSC, 0.1% SDS a 50°C; mas
preferiblemente, una secuencia de sonda y objetivo hibridizan en
7% de sulfato dodecilo de sodio (SDS), 0.5 M NaPO,, 1lmM EDTA a

50°C seguido por lavado en 0.1X SSC, 0.1% SDS a 65°C.

Una indicacién adicional que dos secuenclas de &cido nucleico son
sustancialmente idénticas es que las proteinas codificadas por
los Acidos nucleicos son sustancialmente idénticas, comparten una
estructura general tridimensional, 0 sSon equivalentemente
funcionales. Estos términos se definen aqui adicionalmente
adelante. Las moléculas de acido nucleico que no hibridizan 1la
una a la otra bajo condiciones estrictas son ain sustancialmente
idénticas si las proteinas correspondientes son sustancialmente
idénticas. esto puede ocurrir, por ejemplo, cuando las secuencias
de dos nucleétidos comprenden variantes sustituidas de forma

conservadora como se permite mediante el cddigo genético.
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El término variantes conservadoramente sustituidas se refiere a
secuencias de &acido nucleico que tienen sustituciones de coddn
degenerado en donde la tercera posicién de uno o mAs codones
seleccionados (o todos) se sustituyen con residuos desoxiinosina
y/o mezcla-base. Ver, Batzer et al. (1991) Nucleic Acids Res.
19:5081; Ohtsuka et al. (1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; and
Rossolini et al. (1994) MoI. Cell Probes 8:91 -98. Los &cidos
nucleicos de la invencidén también comprenden &cidos nucleicos
complementarios con cualquiera de la SEQ ID NOs:20, 22, 81 , 82,
y 83, y subsecuencias alargadas de los &cidos nucleicos y &acidos
nucleicos de complemento de una cualquiera de SEQ ID NOs:20, 22,
81 , 82, and 83. El término secuencias complementarias como se
utiliza aqui, indica dos secuencias de nucleétidos que comprenden
secuencias de nucleétido antiparalelas capaces de aparearse con
otra luego de la formacién de enlaces de hidrégeno entre los
pares base. Como se wutiliza aqué, el término secuencias
complementarias significa secuencias de nucledétidos que son
sustancialmente complementarias, cuando pueden ser evaluadas por
los mismos métodos de comparacién de nucledtidos establecidos
adelante, o si se definen por ser capaces de hibridizar al
segmento de 4cido nucleico en cuestién bajo condiciones
relativamente estrictas tales como aquella descritas aqui. Un
ejemplo particular de segmento de &cido nucleico complementario
es un oligonucle6tido antisentido. El1 término subsecuencia se
refiere a una secuencia de &cido nucleico que comprende una parte
de una secuencia de 4&cido nucleico mayor. Una subsecuencia de
ejemplo es una sonda, descrita aqui anteriormente, o un

iniciador. El término iniciador como se utiliza aqui se refiere a
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una secuencia contigua que comprende aproximadamente 8 o mas
desoxiribonucledétidos o ribonucleétidos, preferiblemente 10-20
nucleétidos, y mAs preferiblemente 20-30 nucleétidos de una
molécula de é&cido nucleico seleccionada. Los iniciadores de 1la
invencién abarcan oligonucleétidos de suficiente longitud vy
secuencla apropiada de tal forma que suministran iniciacién de
polimerizacién en una molécula de &cido nucleico de la presente

invencién.

El término secuencias alargadas se refiere a una adicién de
nucleétidos (u otras moléculas andlogas) incorporadas en el acido
nucleico. Por ejemplo, una polimerasa (por ejemplo una polimerasa
ADN) puede agregar secuencias en el terminal 3’ de la molécula de
dcido nucleico. Adicionalmente, la secuencia de nucleétidos se
puede combinar con otras secuencias de ADN tal como promotores,
regiones promotor, mejoradores, sefiales de poliadenilacién,
secuencias intrénicas, sitios de enzimas de restriccién
adicional, sitios de clonacién miltiples y otros segmentos de
codificacién. Asi, la invencién también suministra wvectores que
comprenden los 4Acidos nucleicos descritos, que incluyen vectores
para expresién recombinante, en donde un &cido nucleico de la

invencién se liga operativamente a un promotor funcional.

El término ligado operativamente, c¢omo se utiliza aqui, se
refiere a una combinacién funcional entre una regién promotora y
una secuencia de nuclebétido de tal forma que lia transcripcién de
la secuencia de nucleétido se controla y regula por la regidn
promotora. Las técnicas para ligar operativamente una regién

promotora a una secuencia de nucleétido se conocen en la técnica.

nn]:;

()
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El término vector se utiliza aqui para referirse a una molécula
de Acido nucleico que tiene secuencias de nuclebétido que permiten
su replicacién en una célula huésped. Un vector puede también
incluir secuencias de nucledétido para permitir la ligacidén de
secuencias de nucleétido dentro del vector, en donde tales
secuencias de nuclebétido también se replican en una célula
huésped. Vectores representativos incluyen plasmidos, césmicos y

vectores virales.

Acidos nucleicos de la presente invencién se pueden clonar,
sintetizar, alterar, mutagenizar o combinaciones de estos.
Técnicas de clonacién molecular y de ADN recombinante esténdar
utilizadas para aislar acidos nucleicos se conocen en la técnica.
La mutagénesis especifica de sitio para crear cambios de pares
bases, eliminaciones o inserciones pequefias también se conocen en
la técnica. Ver por ejemplo, Sambrook et al. (eds.) (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Silhavy et al.
(1984) Experiments with Gene Fusions. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Glover & lames
(1995) DNA Cloning: A Practical Approach. 2nd ed. IRL Press at
Oxford University Press, Oxford/New York; Ausubel (ed.) (1995)

Short Protocols in Molecular Biology. 3rd ed. Wiley, New York.
I.B. Polipéptidos Anti-5T4 humanizado y Quimérico

La presente invencién también suministra polipéptidos anti-5T4

humanizados aislados. Polipéptidos de cadena liviana y de cadena
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pesada representativos de la invencién se establecen como SEQ I‘Bnol}z
NOs:1-12. El1 polipéptido de regién variable de cadena 1liviana
representativo y polipéptido de regién variable de cadena liviana
se establecen como SEQ ID NOs:17 y 23 y SEQ ID NOs:18, 19, y 21,

respectivamente.

Los términos polipéptido y proteina cada uno se refiere a un
compuesto de wuna cadena sencilla de amino&cidos unidos por
enlaces péptido. Los anticuerpos de la invenciédn se refieren
alternativamente como polipéptidos o proteinas. Los polipéptidos
de 1la presente invencién pueden comprender aminoicidos de
ocurrencia natural, aminodcidos sintéticos, aminoacidos
codificados genéticamente, aminodcidos no codificados
genéticamente, y combinaciones de estos. Los polipéptidos pueden

incluir aminodcidos de la forma L y forma D.

Aminodcidos codificados no genéticamente representativos incluyen
pero no se limitan a &cido 2-aminoadipico; &cido 3-aminoadipico;
dcido P-aminopropiénico; 4&cido 2-aminobutirico; 4cido 4-
aminobutirico (4cido piperidinico); &cido 6-aminocaproico; &cido
2-aminoheptanoico:; acido 2-aminoisobutirico; acido 3-
aminoisobutirico; dcido 2-aminopimélico; dcido 2,4-
diaminobutirico; desmosina; 4&cido 2,2 -diaminopimélico; A&cido
2,3-diaminopropiénico; N-etilglicina; N-etilasparagina:;
hidroxilisina; alo-hidroxilisina; 3-hidroxiprolina; 4-
hidroxiprolina; isodesmosina; alo-isoleucina; N-metilglicina
(sarcosina); N-metilisoleucina; N- metilvalina; norvalina;

norleucina; y ornitina.
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Aminodcidos derivados y representativos incluyen, por ejemplo,
aquellas moléculas en las que grupos amino libres se han derivado
para formar clorhidratos amina, grupos de p-tolueno sulfonilo,
grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo, grupos
cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilc se pueden
derivar para formar sales, ésteres de metilo y etilo u otros
tipos de ésteres o hidrazidas. Grupos hidroxilo pueden formar
derivados O-acilos u O-alquilo. El1 nitrégeno Imidazol de

histidina se puede derivar para formar N-im-bencilhistidina.

La presente invencién también suministra fragmentos funcionales
de un polipéptido anti-5T4 humanizado, por ejemplo, un
polipéptido de regidén variable. Las secuencias de polipéptido
funcional que son mayores que las secuencias descritas también se
suministran. Por ejemplo, uno o mds aminoicidos se pueden agregar
al N-terminal o C-terminal de un polipéptido anticuerpo. Tales
aminodcidos adicionales se pueden emplear en una variedad de
aplicaciones, que incluyen pero no se limitan a aplicaciones de
purificacién. Métodos para preparar proteinas alargadas se

conocen en la técnica.

Loas polipéptidos de la invencién incluyen (a) un pollipéptido de
regién variable de cadena liviana que tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 17 o 23; (b)un polipéptido de regidn
variable de cadena liviana que tiene una secuencia de aminoacido
gue es al menos 78% idéntica a la SEQ ID NO:17 y (c) un
polipéptido de regibén variable de cadena liviana que tiene una
secuencia de aminodcido de al menos 81% idéntica a la SEQ ID NO:

23. Polipéptidos adicicnales de la invencién incluyen (a) un
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polipéptido de regién wvariable de cadena pesada que tiene la
secuencia de aminoacido establecida como una cualquiera de la SEQ
ID NO: 18, 19 y 21 (b) un polipéptido de regién variable de
cadena pesada que tiene una secuencia de aminoldcido que es al
menos 83% idéntica a la SEQ ID NO: 18; (c) un polipéptido de
regién variable de cadena pesada que tiene una secuencia de
aminodcido que es al menos 81% idéntica a la SEQ ID NO: 19 y (d)
un polipéptido de regién variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminodcido que es al menos B6% idéntlica a la SEQ ID
NO:21. Las secuencias se comparan para mixima correspondencia
utilizando un algoritmo de comparacién de secuencia que utiliza
una secuencia de longitud completa de una cualquiera de la SEQ ID
NO: 17, 18, 19, 21, o 23 como la secuencia de consulta, como se
describe aqui adelante, o por inspecclién visual. Ver también

ejemplo 5.

Con respecto a polipéptidos sustancialmente idénticos que tienen
un porcentaje de identidad especifico minimo para los
polipéptidos de regién variable HB8 humanizados descritos,
polipéptidos sustancialmente idénticos también pueden ser de al
menos B87% 1dénticos de una secuencia de aminoidcidos de una
cualquiera de la SEQ ID NO: 17, 18, 19, 21, o 23, tal como al
menocs 88% idéntico, o al menos B89% idéntico, o al menos 30%
idéntico, o al menos 91% idéntico, o al menos 92% idéntico, o al
menos 93% idéntico, o al menos 94% idéntico, o al menos 95%
idéntico, o al menos 96% idéntico, o al menos 97% idéntico, o al
menos 98% idéntico, o al menos 99% idéntico. La invencién abarca
adicionalmente polipéptidos codificados por uno cualquiera de los

4cidos nucleicos descritos aqui.

00775
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Proteinas sustancialmente idénticas también incluyen proteinas
que comprenden aminodcidos que son variantes conservadoramente
sustituidas de una cualquiera de 1los polipéptidos de regién
variable humanizados descritos y anticuerpos de regidén variable.
El término variante conservadoramente sustituida se refiere a un
polipéptido que comprende un aminodcido en el que uno o mas
residuos se han sustituido de forma conservadora con un residuo
funcionalmente similar y que se une especificamente al anti-5T4
humano con afinidad similar como cualquiera de los anticuerpos H-
8 humanizados y quiméricos descritos. La frase variante
conservadoramente sustituida también incluye péptidos en donde se

reemplaza un residuo con un residuo quimicamente derivado.

Ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen la sustitucién
de un residuo no polar (hidréfobo) tal como isoleucina, valina,
leucina o metionina para otro; la sustituciédn de un residuo polar
(hidrofilico) para otro como tal entre arginina y lisina, entre
glutamina y asparagina, entre glicina y serina; la sustitucién de
un residuo bésico tal como lisina, arginina e. histidina para
otro; o la sustitucién de un residuo acidico, tal como &cido

aspArtico o Acido glutémico para otro.

Polipéptidos aislados de la invenciones pueden purificar vy
caracterizar utilizando una variedad de técnicas estandar que se
conocen por el experto. Ver por ejemplo, Schroder & Libke (1965)
The Peptides. Academic Press, New York; Bodanszky (1993)

Principles of Peptide Synthesis. 2nd rev. ed. Springer- Verlag,



WO 2006/031653 61 PCT/US2005/032196 .’3\9

. noof
Berlin/ New York; Ausubel (ed.) (1995) Short Protocols in

Molecular Biology. 3rd ed. Wiley, New York.
I.C. Comparaciones de secuencia de Aminodcido y Nucleétido

Los términos idénticos o porcentaje de identidad en el contexto
de dos o mAs nuclebétidos o secuencia de polipéptido, se refiere a
dos o mas secuenclas o subsecuencias que son la misma o tienen un
porcentaje especifico de residuos aminodcidos o nucledtidos que
son los mismos, cuando se comparan y se alinean para méxima
correspondencia, cuando se mide utilizando unc de los algoritmos
de comparacién de secuencias descritos aqui o por inspeccién

visual.

El término sustancialmente idéntico con respecto a una secuencia
de nuclebdétido o polinucledbtido significa que wuna secuencia
particular varia de la secuencia de una secuencia de ocurrencia
natural por una o mds eliminaciones, sustituciones o adiclones,
el efecto neto de que es una funcién de retencidn bioldgica de un

4cido nucleico anti-5T4 humanizado o polipéptido.

Para comparacién de dos o mas secuencias, tipicamente una
secuencia actia como una secuencia de referencia a la que una ©
mAs secuencias de ensayo se comparan. Cuando se utiliza un
algoritmo de comparacién de secuencia, se ingresan las secuencias
de referencia y ensayo en un programa de computador, se diseflan
coordenadas de subsecuencia si es necesario, y se selecciona los
parédmetros de algoritmo de secuencia. El algoritmo de comparacién

de secuencla luego calcula el porcentaje de identidad de
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secuencia para la secuencia de ensayo designada con relacién a la
secuencia de referencia, basado en los parametros de programas

seleccionados.

La alineacién é6ptima de las secuencias para comparaciédn se pueden
conducir, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local
de Smith & Waterman (1981) Adv. Appl. Math 2:482-489, por el
algoritmo de alineacién de homologia de Needleman & Wunsch (1970)
J. MoI. Biol. 48:443-453, mediante la bilsqueda por el método de
similitud de Pearson & Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. ScL USA
85:2444-2448, mediante implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA in the Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, Madison,
Wisconsin), o por inspeccién visual. Ver de forma general,
Ausubel (ed.) (1995) Short Protocols in Molecular Biology. 3rd
ed. Wiley, New York. Un algoritmo preferido para determinar el
porcentaje de 1dentidad de secuencia y la similaridad de
secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et
al. (1990) J. MoI. Biol. 215:403-410. Software para desarrollar
andlisis BLAST estd disponible ptblicamente a través del National
Center for "  Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/}. Los paradmetros del algoritmo
BLAST determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacién.
Para comparacién de dos secuencias de nucleétido, los parimetros
por defecto del BLASTn se establecen en el parametrot W=ll
{(longitud de palabras) y E=10 (expectativas), y también incluye
el uso de un filtro de baja complejidad para enmascarar residuos
de la secuencia de consulta que tiene baja complejidad de

comporsicién. Para comparacién de dos secuencias de aminodacido,
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por defecto del programa BLASTp se establecen en W=3 (longitud de

palabra), E=10 (expectativa), uso de la matriz de clasificacién
BLOSUM62, costo de espacio de existencia = 11 y extensién =1, y
uso del filtro de baja complejidad para enmascarar residuos de la
secuenclia de consulta que tiene baja complejidad composicional.

Ver Ejemplo 5.
I.D. Ensayos Funcionales

La presente invencién describe adicionalmente ensayos in Vitro e
in vivo para caracterizar actividades de un anticuerpo anti-5T4,
que incluye 1la actividad de wunién del 5T4, internalizacién
celular luego de unién al antigeno 5T4 presentado en una
superficie celular, y objetivar a las células que expresan 5T4 en
un sujero. Cuando se conjuga con una citotoxina, los anticuerpos
descritos de la invencién pueden elicitar enfermedad anticancer,
que incluye la inhibicién de crecimiento de células de cancer que
expresan 5T4 y/o la induccién de muerte celular en células que
expresan 5T4. Anticuerpos 5T4 humanizados de la invenciédn pueden

comprendr uno o mds de las anteriores actividades.

Técnicas para detectar la unién de anticuerpos 5T4 humanizados al
antigeno 5T4 se conocen en la técnica, que incluyen por ejemplo,
ensayos BIACORE® como se describe en el ejemplo 5. Técnicas
representativas adicionales incluyen la centrifugacién,
cromatografia de afinidad y otros métodos inmunoquimicos. Ver por
ejemplo, Manson (1992) Immunochemical Protocols, Humana Press,
Totowa, New Jersey, United States of America; Ishikawa (1999)

Ultrasensitive and Rapid Enzyme Immunoagsay. Elsevier,
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Amsterdam/New York. Los ensayos de unidén a antigeno se pueden
desarrollar utilizando el antigeno 5T4 o células que expresan

5T4. ver ejemplos 1 5.

El término actividad anticancer se wutiliza para describir
generalmente wuna capacidad para destruir células de céancer
exlstentes, o retrasar o evitar el crecimiento de células de
cadncer. El1 término céncer se refiere a tumores que han hecho
metistasis y primarios y carcinomas de cualquier tejido en un
sujeto que incluyen carcinomas y malignidades hematopoyéticas tal
como leucemias y linfomas. Los ensayos in Vitro para determinar
la actividad anticancer se describen en los Ejemplos 2 y 8, y los
modelos animales representativos se describen en los ejemplos 3,
4, y 9. El término inhibidor de crecimiento se utiliza aqui para
describir una capacidad de los aniicuerpos anti-5T4 para eliminar
células que expresan el 5T4 y evitar o reducir la proliferacidn
de células que expresan el 5T4. Como se describe en los ejemplos
2-4 y B8-9, los anticuerpos anti-5T4 humanizados de la invencién
pueden inhibir el crecimiento de células de céncer. Métodos
representativos adicionales para evaluacién in Vitro répida de la
inhibicién de crecimiento celular se describen en Jones et al.

(2001) J. Immunol. Methods 254:85-98.

Una capacidad par inducir la muerte celular incluye la induccién
programada de muerte celular, que incluye la degradacidn de ADN
nuclear, degradacién nuclear y condensacién, pérdida de
integridad de membrana, y fagocitosi. Ensayos representativos

para evaluar células se describen en Hoves et al. (2003) Methods
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31 :127-34; Peng et al. (2002) Chin. Med. ScL J. 17:17-21;

Yasuhara et al. (2003) J. Histochem. Cytochem. 51 :873-85.
II. conjugados de anticuerpo Anti-5T4 / Drogas.

La presente invencidén suministra adicionalmente conjugados de
anticuerpo/droga que comprende un anticuerpo 5T4 humanizado o
quimérico de la invencién. También se suministran métodos para
preparar los conjugados de anticuerpo/droga, de tal forma que la
droga se une al anticuerpo ya sea directa o indirectamente. Los
conjugados de anticuerpos /droga de la invencién tienen la
férmula general 5T4 (-X-W)m en donde: el 5T4Ab es un anticuerpo
anti-5T4 humanizado o© quimérico o fragmento de anticuerpo

descrito aqui:

X es un ligador que comprende un grupo de cualquier grupo
reactivo que puede reaccionar con un anticuerpo 5T4 de fragmento

de anticuerpo;
W es una droga;

m la carga promedia para un producto de conjugaciédn purificado
(por ejemplo., m de tal forma que la droga constituye
aproximadamente 3 - 10% del conjugado por peso); y

(-X-W)m es un derivado de droga.

También se suministran métodos para preparar conjugados
anticuerpos/droga de la invencién. Como un ejemplo, el conjugado

anticuerpo/droga de la férmula 5T4 (-X-W)m se pueden preparar al
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(a) al agregar el derivado de droga al anticuerpo anti-5T4
humanizado o quimérico en donde la droga es 3-10% en peso del
anticuerpoc anti-5T4 humanizado o quimérico; (b) incubar el
derivado de droga y el anticuerpo anti-5T4 humanizado o quimérico
en una solucién amortiguada, no nucleofilica, compatible con
proteinas, que tiene un pH de rango aproximadamente 7 a
aproximadamente 9 para producir un conjugado de anticuerpo/droga
en donde la solucién comprende adicionalmente (i) un cosoclvente
orgadnico adecuado, y (ii) uno o mis aditivos que comprenden al
menos un Acido de bilis o su sal, y en donde la incubacién se
conduce en una temperatura que varia de aproximadamente 30°C a
35°C durante un periodo de tiempo que varia de aproximadamente 15
minutos a aproximadamente 24 horas; (c) someter el conjugado
producido en 1la etapa (b) a un proceso de separacién
cromatééréfico para separar los conjugados de anticuerpo/droga
con una carga en el rango de 3-10% en peso de droga y con baja
fraccidén de conjugado (LCF) de anticuerpo anti-5T4 humanizado o
quimérico no conjugado, derivado de droga, y conjugados

agregados.
II.A. Drogas

El término droga a como se utiliza aqui se refiere a cualquier
sustancia que tiene actividad biolégica o detectable, por ejemplo
agentes terapéuticos, etiquetas detectables, agentes de unién,
etc., y prodrogas, que se metabolizan con un agente activo in
vivo. El término droga también incluye derivados de drogas, en

donde una drogas sSe ha funcionarizado para permitir 1la



WO 2006/031653 67 PCT/US2005/032196

conjugacién con un anticuerpo de la invencién. De forma general,

estos tlpos de conjugados se refieren como inmunoconjugados.

El término agente terapéutico se refiere a cualqulier composicién
que se puede utilizar para tratar o evitar una condicién en un
sujeto en necesidad de este. En particular, las drogas Gtiles en
la invencién incluirdn drogas anticéncer. Células que expresan el
5T4 incluyen células de cédncer de carcinoma de pulmén
escamoso/endomatoso (carcinoma de pulmbébn de célula no pequefia),
carcinoma de mama invasivo, carcinoma colon rectal, carcinoma
gidstrico, carcinoma cervical escamoso, adenocarcinoma endometrial
invasivo, carcinoma de pancreas invasivo, carcinoma de ovario,

carcinoma de vesicula escamosa y coriocarcinoma.

Drogas terapéuticas representativas incluyen citotoxinas,
radioisétopos, agentes quimioterapéuticos, agentes
inmunomoduladores, agentes anti-angiogénicos, agentes anti-
proliferativos, agentes proapoctéticos, y enzimas citoestdticas y
citoliticas (por ejemplo RNAsas). Una droga también puede incluir
un 4cido nucleico terapéutico, tal como un gen que codifica un
agente inmunomodulador, un agente antiangiogénico, un agente
antiproliferativo, o© un agente apoptdético. Estas drogas vy
descripciones no son exclusivamente mutuales, y asi un agente
terapéutico se puede describir utilizando uno o mas de los
términos anotados anteriormente. Por ejemplo, radioisétopos
seleccionados son también citotoxinas. Agentes terapéuticos se
pueden preparar como sales farmacéuticamente aceptables, &cldos o
bivalentes de cualquiera de los anteriores. De forma general los

conjugados que tienen un radioisétopo como la droga se refieren

¥y



WO 2006/031653 68 PCT/US2005/032196

como radioinmunoconjugados y aquellos que tienen un agente
quimioterapéutico como la droga se refieren aqgui como

quimioinmunoconjugados.

Ejemplos de drogas adecuadas para uso en inmunoconjugados
incluyen los taxanos, maitansinas, CC-1065 y las duocarmicinas,
las caliqueamicinas y otras enediinas, y las auristatinas. Otros
ejemplos incluyen los anti-folatos, alcaloides vinka, y las
antraciclinas. Toxinas de plantas, otras proteinas bioactivas,
enzimas (por ejemplo, ADEPT), radioisétopos, fotosensibilizadores
(es decir, para terapia fotodinadmica) también se pueden utilizar
en inmunoconjugados.Adiclonalmente, los conjugados se pueden
hacer utilizando portadores secundarios como agentes citotéxicos,

tal como liposomas © polimeros.

El térmir}o citotoxina generalmente se refiere a un agente que
inhibe o evita 1la funciétn de células y/o resulta en la
destruccién de células. Citotoxinas representativas incluyen
antibibéticos, inhibidores de polimerizacién de tubulina, agentes
de alquilacién que se unen a e interrumpen el ADN, y agentes que
interrumpen la sintesis de proteina o las funciones de proteinas
celulares esenciales tal como proteinas quinasas, fosfatasas,
topoisomerasas, enzimas, y ciclinas. Citotoxinas representativas
incluyen, pero no se limitan a, doxorubicina, daunorubicina,
idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubilcina,
carubicina, nogalamicina, menogaril, pitarubicina, wvalrubicina,
citarabina, gencitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina,
azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina,

capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina,
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gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina, adriamicina,

cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida, decarbazina,
vinblastina, vincristina, mitoxantrona, bleomicina,
mecloretamina, prednisona, procarbazina, metotrexato,

flaoruracilos, etoposida, taxol, andlogos taxol, platinas, tales
como cis-platinaa y Carbo-platina, mitomicina, tiotepa, taxanos,
vincristina, daunorubicina, epirubicina, actinomicina,
autramicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifen, idarubicina,
dolastaninas/auristatinas, hemiasterlinas, esperamicinas Yy

maitansinoides.

En modalidades particulares de la invencién, la citotoxina es un
antibiético tal como caliqueamicina, también llamado el complejo
LL-E33288, por ejemplo, gama-caliqueamicina (yi). Ver patente
U.S. No. 4,970,198. Estudios anteriores con conjugados de
anticuerpo derivados de hidrazida gama caliqueamicina muestran
citotoxidad basada en antigeno in Vitro y actividad en
experimentos de xenoinjerto. El indice terapéutico de estos
conjugados se mejora inicialmente al utilizar un derivado menos
potente, gama N-acetilo. Estabilizar el enlace disulfuro que esté
presente en todos 1los conjugados caliqueamicina al agregar
sustituyentes dimetilo hacen mejoras adicicnales. Ejemplos
adicionales de caliqueamicinas adecuadas para preparar conjugados
de anticuerpos/droga de la invencién se describe en las patentes
estadounidenses Nos. 4,671,958; 5,053, 394; 5,037,651 ;
5,079,233;y 5,108,912; que se incorporan aqui en su totalidad.
Estos compuestos contienen un metiltrisulfuro que se puede hacer
reaccionar con tiocles apropiados para formar disulfuros, al mismo

tiempo introducir un grupo funcional tal como hidrazida u otro
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grupo funcional que es Gtil paara conjugar la caliqueamicina a un
anticuerpo anti-5T4. Estabilizar el enlace de disulfuroc que estéa
presente en todos los derivados de caliqueamicina al agregar
sustituyentes de dimetilo hacen mejoras adicionales. Esto conduce
a la elecciédn de la hidrazlida dimetilo gama calliqueamicina N-
acetilo o NAc-gama DMH (CL-184,538), como uno de los derivados
optimizados para conjugacién. Andlogos de disulfuro de
caliqueamicina también se pueden utiliar, por ejemplo, andlogos
descritos en la patente U.S. Nos. 5,606,040 y 5,770,710, que se

incorporan aqui en su totalidad

Para aplicaciones de radioterapia, un anticuerpo anti-5T4
humanizado o quimérico de la invencién pueden comprender un
radioisétopo de alta energia. El1 isétopo puede estar unido
directamente al anticuerpo por ejemplo, en un residuo cisterna
presente en el anticuerpo, o un quemador puede ser utilizado para
mediar la unién del anticuerpo y el radioisétopo. Radioisdtopos
adecuados para radioterapia incluyen pero no se limitan a a-
emisores, f-emisores, y electrones auger. Para aplicaciones
diagnésticas, radioisétopos itiles incluyen emisores de positron
y y-emisores. Un anticuerpo anti-5T4 humanizado de la invencién
se puede yodinar adicionalmente, por ejemplo en un residuo
tiroxina del anticuerpo, para facilitar la deteccién o efecto

terapéutico del anticuerpo.

Radioisétopos radioactivos que se pueden conjugar con un
anticuerpo anti-5T4 incluyen ®fltor, %‘cobre, %°cobre, %galio,
®galio, ''Bromo, ®°bromo, rutenio, I'rutenio, !®rutenio,

105 rutenio, *™teccenio, !"mercurio, 2?®mercurio, ?Yodo, *'yodo,

. 0"9)'/‘3
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e nno/f;

125yodo, ?fYodo, 'iYodo, ¥Yodo, Indio, Indio, *™Renio, ‘F
105penio, 1%renio, 1%®renio, ®®renio, *'teluro, ?°tecnecio,
122ay alurio, '*™telurio, **tulio, *tulio,**tulio, Iterio, vy
formas de nitruro u éxido derivadas de estos. Otros radioisotopos
adecuados incluyen emisores alfa tal como *bismuth, 2plomo, y

225;3¢ctinio.

La anglogénesis y la respuesta inmune suprimida juegan un
papel central en 1la patogénesls de enfermedades malignas vy
crecimiento de tumor, invasién, y metastasis. Asi, drogas utiles
en los métodos de la presente invencién tambien incluyen aquellas
capaces de inducir una respuesta inmune y/o una respugata anti-

angiogénica in vivo.

El termino respueata inmune significa que se refiere a
cualquier respuesta a un antigeno o antigénica determinante por
el sistema inmune de un sujeto vertebrado, gque incluye respuesta
inmune humoral (por ejemplo produccién de anticuerpos especificos
de antigeno) y respuesta inmune medidas por células (por ejemplo
proliferacién de linfocitos). Agentes inmunomoduladores
representativos incluyen citoquinas, santinas, interleuquinas,
interferones, y factores de crecimiento (por ejemplo, TNF, CSF,
GM-CSF Y G-CSF), Yy hormonas tales como estrégenos
(dietilestilbestrol, estradiol), androgénos (testosterona,
HALOTESTIN® (fluoximesterona)), progestinas (MEGACE® (megestrol
acetato), PROVERA® (acetato de medroxiprogesterona)), y

corticosteroides {prednisona, dexametasona, hidrocortisona).
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Agentes inmunomoduladores 1utiles en la invencidén también
incluyen anti-hormonas que bloquean la accién de la hormona sobre
lo tumores y agentes inmunosupresores que suprimen la produccién
de citoquinas, regulan de forma negativa la expresiétn de
autoantigeno, o enmascaran antigencs MCH. Anti-hormonas
representativas incluyen anti-estrégenos que incluyen por ejemplo
tamoxifen, raloxifeno, aromatasa gue inhibe 4(5)-imidazoles, 4-
hidroxitamoxifen, trioxifen, ceoxifeno, LY117018, onapnstona, vy
toremifeno; y anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida,
bicalutamida, leuprolide, y goserelina; y agentes anti-adrenales.
Agentes inmunosupresores representativos incluyen pirimidinas 2-
amino-6-aril-5-sustituido, azatioprina, ciclofosfamida,
bromocriptina, danazol, dapsona, glutaraldehido, anticuerpos
anti-idiotipicos para antigenos MCH vy fragmentos  MCH,
ciclosporina A, esteroides tales como glucocorticosteroides,
citoquina © antagonistas del receptor citoquina (por ejemplo,
anticuerpo anti-interferé4n, anticuerpos anti-IL.10, anticuerpos
anti-TNFa, anticuerpos anti-IL2), estreptoquinasa, TGFp,
rapamicina, receptor de células T, fragmentos de receptores de

célula T, y anticuerpos del receptor de célula T.

Agentes anti-angiogenicos representativos incluyen
inhibidores de formacién de vasos sanguineos, por ejemplo,
inhibidores de farnesiltransferasa, inhibidores de COX-2,
inhibidores VEGF, inhibidores bFGF, inhibidores de sulfatasa
esteroide (por ejemplo, 2-metoxioestradiol bis-sulfamato (2-
MeOE2bisMATE) ), interleuquina-24, trombospondina, proteinas
metallospondina, interferones clase I, interleuquina 12,

protamina, angiostatina, laminina, endostatina, y fragmentos de
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prolactina. Agentes anti-proliferativos y agentes pro-apoptoticos &2
incluyen activadores de PPAR-gamma (por ejemplo, prostaglandinas
cliclopentanona (cyPGs)), retinoides, triterpinoides (por
ejemplo, cicloartano, lupano, wursano, oleanano, friedelano,
dammarano, cucurbitacina, y triterpenoides limonoide),
inhibidores del receptor EGF (por ejemplo, HER4), rampamicina,
CALCITRIOL® {(1,25-dihidroxicolecalciferol {(vitamin D)),
inhibidores de aromatasa (FEMARA® (letrozone)), inhibidores de
telomerasa, quemadores de hierro (por ejemplo, 3-aminopiridino-2-
carboxaldehido tiosemicarbazona (Triapine)), apoptina {proteina
viral 3-VP3 de virus de anemia de pollo), inhibidores de Bcl-2 y
BcI-X (L), TNF-alfa, ligando FAS, ligando que induce apoptosis
relacionada con TNF (TRAIL/Apo2L), activadores de ligando que
induce a apoptosis relacionada con ligando/TNF TNF-alfa/FAS
(TRAIL/Apo2L) seflalizacién, e inhibidores de seflalizacién de
senda de supervivencia  P13K-Akt (por ejemplo, UCN-01 ¥y

geldanamicina).

Agentes quimioterapeuticos representativos incluyen agentes
alquilatantes tales como tlotepa y ciclofosfamida; sulfonatos
alquilo tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziidinas
tales como benzodopa, carboquone, meturedopa, y uredopa:;
etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina,
trietilenemelamina, trietilenefosforamida,
trietilenetiofosforamida y trimetilolomelamina; mostaza de
nitrégeno tal como clorambucil, clomafazina, colofosfamida,
estramustina, ifosfamida, mequioretamina, clorhidrato de &éxldo de
mequioretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina,

prednimustina, trofosfarnida, mostaza uracilo; nitrosureas tales
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como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina, ranimustina; antibiéticos tales como aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina,
caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina, epirubicina, esorubicina,
idarubicina, marcellomicina, mitomicinas, &cido micofenolico,
nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, =zinostatina, =zorubicina;
anti-metabolitos tales como metotrexato y S5-fluorouracilo (5-FU);
andlogos de 4&cido félico tal como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; andlogos de ©purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; andlogos
de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina, 5-EU; andrégenos tales como calusterona, propionato
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-
adrenal tal como arninoglutetimida, mitotano, trilostano;
rellenadores de 4cido félico tal como 4&cido frolinico;
aceglatona; glicosida aldofosfarnida; (&cido aminolevulinico;
amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de elliptinio;
etoglucida; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina;
fenamet; pirarubicina; 4cido podofillinico; 2-etilhidrazida;
procarbazina; razoxano; sizofiran; espirogermanio; (Acido
tenuazonico; triaziquona; 2,27,2’-triclorotrietilamina; uretan;

vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol;

nnzﬁg
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pipobroman; gacitosina; arabinosida (Ara-C); ciclofosfamida;
tiotepa; taxoides, por ejemple paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers
Squibb Oncology of Princeton, New Jersey) y doxetaxel (TAXOTERE®,
Rhone-Poulenc Rorer de Antony, Francia): quiorambucil;
gencitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; andlogos
de platino tal como cisplatina y carboplatina; vinblastina;
platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitomicina C:
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrona;
' teniposida; daunomicina; aininopterina; xeloda; ibandronato; CPT-
11 ; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorocmetilornitina

(DMFO) ; 4cido retinoico; esperamicinas; y capecitabina.

Agentes terapéuticos adicionales que se pueden conjugar con
anticuerpos anti-5T4 humanizados y quiméricos descritos aqui y
utilizados de acuerdo con los métodos terapéuticos de la presente
invencién incluyen pero no se limitan a agentes
fotosensibilizadores (Publicacién de Patente Estadounidense No.
2002/0197262 y Patente Estadounidense No. 5,952,329) para terapia
foto dindmica; particulas magnéticas para termoterapia
(Publicacién de Patente Estadounidense No. 2003/0032995); agentes
de unién, tal como péptidos, ligandos, ligandos de adhesién
celular, etc., y prodrogas tales como prodrogas que contienen
fosfatos, prodrogas que contienen tiofcsfato, prodrogas que
contienen sulfato, prodrogas que contienen péptido, prodrogas que
contienen f-lactama, prodrogas que contienen fenoxiacetamida
sustituida o prodrogas que contienen fenilacetamida sustituida,
prodrogas 5-fluorocitosina y otras prodrogas 5-fluorouridina que

se pueden convertir a la droga libre mas citotéxica activa.

007(1
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Métodos para diagnostico que utilizan anticuerpos anti-5T4
humanizados o quiméricos, una droga puede comprender una etiqueta
detectable que se puede utilizar para detectar la presencia de
células que expresan 5T4- in vitro o in wvive. Los radioisotopos
Gtiles para aplicaciones de diagnostico clinico incluyen
etiquetas que son detectables 1n vivo, tal como aquellas
etiquetas que son detectables utilizando sintigrafia, formacién
de iméAgenes de resonancia magnética, o ultrasonido. Etiquetas
sintigraficas incluyen emisores de pulsitrones y emisores Y.
Agentes de contraste representativos para formacién de imagen de
fuente magnetica son iones para magnéticos o siper paramagnéticos
(por ejemplo, hierro, cobre, maganeso, cromo, erbio, europio,
disprosio, holmio y gadolinio), particulas de éxido de hierro, y
agentes de contraste solubles en agua. Para deteccién ultrasénica
se pueden atrapar liquidos o gases en particulas inorgénicas
porosas que se liberan como agentes de contraste de microburbuja.
Para la deteccién in Vitro, etiquetas detectables Gtiles incluyen

un fluoroforo, un epitopo, o una etiqueta radiocactiva.

II. B. Moléculas Ligadoras

Se conjugan drogas a anticuerpos anti-5T4 humanizados y
quiméricos de la invencién ya sea directa o indirectamente por
via de una molécula ligadora. La molécula ligadora puede ser
estable o hidrolisable, por lo cual esta se libera luego de la
entrada celular. E1l mayor mecanismo al que la droga se cliva a
partir del anticuerpo incluye hidrélisis en el pH acidico de los
lisosomas (hidrazonas, acetales, y amidas similares a cis-

aconitato), clivaje de péptido por enzimas lisosomales (las
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catepsinas y otras enzimas lisosomales), y la reduccién de
disulfuros. Como un resultado de estos varios mecanismos para
clivaje, los mecanismos de ligado de 1la droga al anticuerpo
tambien varian ampliamente y cualquier ligador adecuado se puede
utilizar. Preferiblemente, el método de conjugacién produce una
muestra con fraccién de conjugade bajo minimo (LCF, la fraccién
de anticuerpo mayormente no conjugada), es decir menos de

aproximadamente 10%.

Un ejemplo de un procedimiento de conjugacién adecuado
descansa en la conjugacién de hldrasidas y otros nucleofidos a
los aldehidos generados por la oxidacién de los carbohidratos que
ocurren naturalmente en los anticuerpos. Los conjugados que
contienen hidrazona se pueden hacer con grupos carbonilo
introducido que suministran las propiedades de liberacién de
droga deseada. Los conjugados también se pueden caber con un
ligador que tiene un disulfuro en un extremo, y una cadena
alquilo en la mitad, y un derivadc hidrazida en el otro extremo.
Las antraciclinas son un ejemplo de citotoxinas que se pueden

conjugar con anticuerpos que utilizan esta tecnologia.

Ligadores que contienen grupos funcionales diferentes de
hidrazonas tienen el potencial de ser c¢livades en el miliu
acidico de los lisosomas. Por ejemplo, los conjugados se pueden
se pueden hacer a partir de ligadores reactivos altiol que
contienen un sitio diferente de hidrazona que es clivable
intracelularmente, tal como ésteres, amidas, y acetales/cetales.
La camptotecina es un agente citotéxico que se puede conjugar

utilizando estos ligadores. Los cetales hechos de cetona de
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anillo de 5 a 7 miembros ¥y que tiene uno de 1los oxigeno

adheridos al agente citotéxico y el otro a un ligador de adhesién
de anticuerpo también se puede wutilizar. Las antraciclinas
también son un ejemplo de citotoxina adecuada para uso con estos

ligadores.

Otra ejemplo de una clase de ligadores sensibles al pH son
los cis-aconitatos, que tienen un acido carboxilico yuxapuesto a
un enlace amida. El &cido carboxilico acelera la hidrélisis amida
en los lisosomas aciditos. Ligadores que logran un tipo similar
de aceleraciédn de proporcién de hidrdlisis con varios otros tipos
de estructura también se puede utilizar. Los maitansinoides son
un ejemplo de un citotoxina que se puede conjugar con ligadores

adheridos en el C-9.

Otros métodos de liberacién potencial para conjugados de
drogas es la hidrélisis enzimdtica de péptidos por enzimas
lisosomales. En un ejemplo, un péptido se adhiere por via de un
enlace amida a alcohol para-aminobencilo y luego un carbamato o
carbonato se hace entre el alcohol bencilico y el agente
citotéxico. El1 clivaje del péptido conduce al colapso, o
autoinmolacién de carbamato aminobencilo o carbonato. Los agentes
citotbébxicos ejemplificados con esta estrategia incluyen
antraciclinas, taxanos, mitomicina C, y auristatinas. En un
ejemplo, un fenol también se puede generar por el colapso de
ligador en cambio del carbamato. En otra variacién, se utiliza la
reduccién de disulfuro para iniciar el colapso de un carbamato

para-mercaptobencilo o carbonato.
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Muchos agentes citotéxicos conjugados con anticuerpos tienep N\
poca, 81 no ninguna solubilidad en agua y esta puede limitar la
carga de logra en el conjugado debido a la agregacién de
conjugado. Una aproximacién para superar esto es agregar grupos
solubilizantes al ligador. Conjugados hechos con un ligador que
consiste de PEG y un dipéptido se pueden utilizar, incluyendo
aquellos que tienen un PEG di-écido, tiol-acido, ¢ maleimida-
dcido adherido al anticuerpo, un espaciador dipéptido, y un
enlace amida a la amina de wuna antraciclina 6 un andlogo
duocarmicina. Otro ejemplo son los conjugados que se hacen con un
disulfuro ligador que contlene PEG unido a un agente citotéxico y
amida unida a un anticuerpo. Aproximaciones que incorporan grupos
PEG pueden ser benéficos en superar la agregacidn y los limites

en la carga de droga.

Ligadores representativos preferidos para 1la preparacién de
conjugados anticuerpo/droga de la invencién. Incluyen ligadores
de la férmula:

(CO-Alc!-Sp'-Ar-Sp?-Alc3-C (2!)=0-Sp)
en donde
Rlc® y Alc? son independientemente un enlace © una cadena

alquileno (C;~Cjip) ramificada o no ramificada;

Ssp’ es un enlace, -S-, -O-, -CONH-, -NR'-, -N(CH,CHz)2:N-, 6 -X-
Ar°'-Y-(CH2)n-Z en donde X, Y, y Z son independientemente un
enlace, -NR°-, -S§-, 6 -0-, con la condicién que cuando n=0,
entonces al menos un Y y Z deben se un enlace y Ar’ es 1,2-, 1,3-
, 6 1,4 fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos & tres

grupos de alquilo (C)-Cs), alcoxi (Ci-C4)}, tioalcoxi (Ci1-C4),
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alégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -(CHz),COOR', =S (CH,),COOR', - od
0 (CH2) .CONHR', &6 -S(CH2),CONHR', con la condicién que cuando Alc!

es un enlace, Sp! es un enlace;
N es un entero de 0 a 5;

R! es una cadena (C;-Cs) ramificada & no ramificada, opcionalmente
sustituida por uno & dos grupos de de -OH, alcoxi (C,-C,),
ticalcoxi (C1-C4), alégeno, nitro, dialquilamino (Ci-Ci)}, &
trialquilamonio (C,-C3) —A donde A™ en un anién farmacéuticamente

aceptable que completa una sal;

Ar es 1,2-, 1,3-, 6 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con
uno, dos, 6 tres grupos de alquileo de alquile (C;-Cs), alcoxi (C;-
Cs), tioalcoxi (C,-C,;), alégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -
0(CH2) ,COOR', -S{CHz),COOR', -O(CHz),CONHR', & -S{CH2),CONHR', en
donde n y R' son como se dfinl aqui anteriormente o un 1,2-,

1'3_, 1,4-, 1,5-, 1, 6_' 1,—’-' 1'8-, 2"3_' 2’ 6_' 6 2'7_

&0

con cada naftilideno 6 fenotiazina opcionalmente sustituida con

naftilideno 6

uno, dos, tres, & cuatro grupos de alquilo (C;-Cg¢), alcoxi (C;-
Cs), tioalcoxi ({C;-C4), alégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -
O(CH;3) ,COOR', -S(CH2),COOR', 6 -S(CH;),CONHR' en donde n y R' son
como se definié anteriormente, con la condicién que cuando Ar es

fenotiazina, Sp! es un enlace sélo conectado al nitrégeno;
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sz es un enlace, -S5-, 6 -0-, con la condicién que cuando el aAlc?
es un enlace, sz es un enlace, Z! es H, alquilo (C;-Cs), 6 fenilo
opcionalmente sustituido con uno, dos & tres grupos de alquilo
(C1-Cs), alcoxi (C;-Cs), tioalcoxi (C;-C4), alédgeno, nitro, -COOR',
-ONHR', -0 (CHz2}aCOOR', -S(CHz) ,COOR"', -0 (CH2) nCONHR', 6 -

S (CHz) ,CONHR' en donde n y R' son como se definidé anteriormente;

Sp es un radical (C;-Cis), divalente 6 trivalente de cadena recta
6 ramificada, radical arilo & hetercarilo divalente o trivalente,
radical heterociclo-alquilo 6 cicloclquilo (C3-Cis) divalente o
trivalente, arilo divalente & trivalente & radical (C;-Cis)
hetero-arilo, radical (C;-C;g3) heterociclo-alquilo 6 cicloalquilo
divalente 6 trivalente, 6 radical alquilo no saturado (Cz-Cis)
divalente 6 trivalente, en donde el heteroarilo es
preferiblemente furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, N-
metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, quinolilo,
isoquinolilo, N-metilcarbazoilo, aminocourmarinilo, ¢ fenazinilo
y en donde si Sp es un radical trivalente, Sp se puede sustituir
adicionalmente por dialquilamino (C;-Cs) inferior, alcoxi (C;-Cs)

inferior, hidroxi, & grupos alquiltio inferior (C;-Cs)inferior; y

Q ‘es =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH-, 6 =NHO-.
Preferiblemente, Alk! es una cadena algquileno (C;-C,p) ramificada
6 no ramificada; Sp' es un enlace, -S-, -0-, -CONH-, -NHCO-, 6 -
NR' en donde R' es como se definié aqui anteriormenete, con la

condicién que cuando Alk' es un enlace, Sp' es un enlace;

Ar es 1,2-, 1,3-, 6 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con

uno, dos, 6 tres grupos de alquilo (C;-Cg¢), alcoxi (C;-Cs),

3
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tiocacoxi (C;-C4), aldgeno, nitro, =-COOR', =-CONHR', ~O(CH2),COOR',
-S{CHz2) ,COOR', =-O(CHz),CONHR', & -S(CHz),CONHR' en donde n y R' son
como se definié anteriormente, 6 Ar es un 1,2-,1,3-, 1,4-, 1,5-,
l,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6-, &6 2,7- naftilideno cada uno
opcionalmente sustituido con uno, dos, tres, 6 cuatro grupos de
alquilo (C;-Cg), alcoxi (C;-Cs), tioalcoxi (C;-C4), alégeno, nitro,
-COOR', -CONHR', -0(CHz)a.COOR', -S(CHz),COOR', -0(CHz2),CONHR', & —

S (CHz) )CONHR"' .

2! es alquilo (C;-Cs), ¢ fenilo opcionalmente sustituido con uno,
dos, 6 tres grupos de alquilo {(Ci-Cs), alcoxli (C;-C4), tilicalcoxi
{C1~-C4), alégeno, nitro, -COOR', -CONHR', -0 (CH2) nCOOR' , -
scéuz)ﬂcoon', -0(CHz) h,CONHR', & -S(CH2),CONHR'; Alk* y Sp? son

ambos un enlace; y Sp vy Q son como se definié aqui anteriormente.

La Patente estadounidense No. 5,773,001, incorporada aqui en su
totalidad, describe ligadores que se pueden utilizar con drogas
m;cleofilicas, particularmente hidrazidas Yy nuclebdfilos
relacionados, preparados a partir de las caliqueamicinas. Estos
ligadores son especialmente Gtiles en aquellos casos, en donde la
mejor actividad se obtiene cuando el enlace formado entre 1la
droga y el ligador es hidrolizable. Estops iigadc;res contienen
dos grupos funcionales, que incluyen (l) un grupo para reaccién
con un anticuerpo (por ejemplo, &clido carboxilico), y (2) un
grupo carbonilo (por ejemplo, un aldehido 6 una cetona) para
reaccién con una droga Los grupos carbonilo pueden reaccionar

con un grupo hidrazida en la droga para formar un enlace

hidrazona. Este enlace es hidrolizable, permitiendo la liberacién

R

g
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del agente terapéutico del conjugado después de unirse a las

células objetivo.

Como un ejemplo, un anticuerpo HB8 humanizado & quimérico, se
puede conjugar con una droga citotéxica al (1) agregar al
derivado de droga citotéxico al anticuerpo anti-5T4 en donde la
droga citotéxica es 4.5 - 1ll% en peso de portador proteinaceo;
(2) encubar el derivado de droga citotéxico y anticuerpo anti-5T4
en una solucién amortiguada, compatible con proteina, no
nucleofilica, que tiene un pH en el rango de aproximadamente 7 a
9 para producir un conjugado de droga/anticuerpo citotéxico
monomérico, en donde la solucién comprende adicionalmente (a) un
cosolvente organico adecuado, y {(b) un aditivo que comprende al
menos un A&cido carboxilico Cg-Cis 6 su sal, y en donde la
incubacién se conduce en una temperatura que varia de
aproximadamente 30°C a cerca de 35°C durante un periodo de tiempo
que varia de aproximadamente 15 minutos a 24 horas; y (3) someter
el conjugado producido en la etapa {(2) a un proceso de separacién
cromatogradfico para separar conjugas monoméricos con una carga en
el rango 3% a 10 % en peso de droga/citotédxica y con fraccién
conjugada baja (LCF) por debajo del 10% de anticuerpo no

conjugado, derivado de droga citotéxico, y conjugados agregados.

La separacién cromatografica de la etapa (3) puede I1ncluir
procesos tales como cromatografia de exclusién de tamafio (SEC),
vltrafiltracién/diafiltracién HPLC, FPLC, & cromatografia S~200
sefacril. La separacién cromatogradfica también se pude lograr
mediante la cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC)

utilizando medio cromatografico de flujo rapido fenil Sefarosa 6,
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medio cromatogrdfico de flujo réapido butil sefarosa 4, medio
cromatogridfico de flujo rapido octil sefarosa 4, medio
cromatografico toyopearl Eter-650M, medio HIC macro-prep metilo &

medio HIC macro-prep t-Butilo.

Métodos representativos para preparar conjugados de
anticuerpo/droga anti-H8 incluyenaquellos descritos para la
preparacién del CMC-544 en las publicaciones de solicitud de
Patente estadounidense publicadas co-pendientes No. 2004-082764Al1
y la solicitud de Patente estadounidense No. 10/699,874, que se
incorporan aqui en su totalidad. Se puede desarrollar 1la
conjugacién utilizando las siguientes condiciones: 10 mg/ml de
anticuerpo, 8.5% (p/p) derivado de caliqueamicina, 37.5 mM
decancato de sodio, 9% (v/v) etanol, 50 mM HEPBS (N-(2-
Hidroxyetil)piperazina-N'-(dcido 4-butanesulfénico)), pH B8.5,
32°c, } hora. La cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) se
puede desarrollar utilizando una resina FF butil sefarosa, 0.65
M den amortiguador de carga de fosfato potasio, 0.49 M de
amortiguador de lavado de fosfato potasio, y 4 mM de amortiguador
de elusién de fosfato potasio..El intercambio de amortigquador se
puede lograr por cromatografia de exclusién de tamailo,
ultrafiltracién/diafiltracién, u otros medios adecuados. El
conjugado de anticuerpo/droga se puede formular en 1.5% Dextran-
40, 0.9% sucrosa, 0.01% TWEEN®-80, 20 mM Tris/50 mM NaCl, pH 8.0.
Una solucién de formulacién alterna que contiene 5% de sacarosa,
0.01% de TWEEN®-80, 20 mM Tris/10 mM NaCI, pH 8.0 tambie’'n se
puede utilizar. Los ciclos de liofilizacién se ajustan basados en
la formulacién .La concentracidén de la masa formulada puede ser

0.5 mg : conjugado/ml. Cada frasco puede contener 1 mg de
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conjugado, es decir, 2 ml de lleno. Otros volimenes de llenado
pueden ser preparados seguin se desee,, por ejemplo, 5 ml de

lleno.

Otros métodos representativos incluyen aquellos descritos para el
CMD-193, también descrito en la solicitud de Patente
estadounidense co-pendiente No. 11/080,587. La conjugaciones
puede desarrollar utilizando las seiguientes condiciones:
anticuerpo 10 mg/ml, derivado de caliqueamicina 7% (p/p), 10 mM
de deoxicolato, 50 mM HEPBS (N-(2-Hidroxietil)piperazina-N'-
(d&cido 4-butanosulfénico)), 9% (v/v) etanol, pH 8.2, 32°C, 1
hora. La reaccién se puede dilqir con 10 vesces con 0.66 M de
fosfato de potasio pH 8.56, y el HIC se puede desarrollar
utilizando una resina FF butil cefarosa 0.60 M, amortiguador de
carga fosfato potasio, y amortiguador de lavado, y 20 mM Tris/25
mM NaCl amortiquador de elusién. El1 intercambio de amortiguador
se puede lograr utilizando ultrafiltracién/diafiltracién con una
membrana de celulosa reg;nerada. El conjugado se puede diafiltrar
contra 20 mM Tris/10 mM NaCl pH 8.0 (10 diavoltimes). El conjugado
anticuerpo/droga se puede formular en 5% de sacarosa, 0.01%
TWEEN®-80, 20 mM Tris/10 mM NaCl, pH 8.0. La concentracién del
conjugado de masa después de la conjugacién puede ser 1 mg/ml, y
el frasco lleno puede ser de 5 mg/vial, es decir, 5 ml de lleno,

u otros volimenes de llenado se pueden prepara seg(in se desee.

En una modalidad particular de la invencién, el ligador empleado
es Acido 4-(4- acetilfenoxi) butandico (AcBut). Los conjugados
anticuerpo/droga se preparan al hacer reaccionar B-

caliqueamicina, vy-caliqueamicina & N-acetil y-caliqueamicina, ¢
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derivados de éstos, con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida, el
ligador AcBut, y un anticuerpo anti-5T4 de la invencién. Ver, por
ejemplo, Patente estadounidense No. 5,773,001. éste ligador
produce conjugados que son sustancialmente estables en
circulacién, que liberan un estimado del 2% de DMH NAc-gamma por
dia, y que liberan el DMH NAc-gamma fAcilmente en lisosomas
acidicos. En otras modalidades de la invencién, se preparan
aconjugados anticuerpo/droga que utilizan A&cido 3-acetilfenil
acidlico (AcPac) ¢6é é&cido 4-mercapto-4-metil-pentandéico (Amida)

como la molécula ligadora.Ver ejemplo 2.

Ligadores representativos utiles para conjugacién de
radiois6étopos incluyen dietilenetriamina pentaacetato (DTPA)-
isotiocianato, clorhidrato de 6-hidrazinio nicotinato
succinimidilo (SHNH), y osima amina hexametilpropileno (HMPAO)
(Bakker et al. (1990) J. Nucl. Med. 31: 1501-9, Chattopadhyay et
al. (2001} Nucl. Med. Biol. 28: 741- 4, Dewanijee et al. (1994) J.
Nucl. Med. 35: 1054-63, Krenning et al. (1989) Lancet 1 : 242-4,
Sagiuchi et al. (2001) Ann. Nucl. Med. 15: 267-70); U.S. Patent
No. 6,024,938). Alternativamente, una molécula objetivo se puede
derivar de tal forma que el radioisétopo de puede unir
directamente a éste. (Yoo et al. (1997) J. Nucl. Med. 38: 294-
300). Los métodos de yodinaciébn también se conocen en la técnica,
y se pueden encontrar protocolos representativos, por ejemplo, en
Krenning et al. (1989) Lancet 1:242-4 y en Bakker et al. (1930)
J. Nucl. Med. 31:1501 =-9. Par 1ncrementar adicionalmente el
nimero de moléculas de droga por conjugado de anticuerpo/droga,
la droga se puede conjugar a polietilen glicol (PEG), que incluye

polimeros y monémeros de polietileno recto o ramificados. Un

nnq 2
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monémero PEG es de la férmula: - (CH:CH;O)-. Las drogas y/o a\
andlogos de péptidos pueden enligarse al PEG directamente o ‘»’
indirectamente, es decir, mediante grupos espacliadores
apropiados, tales como azucares. Una composicién

PEG/anticuerpo/droga, puede también incluir partes lipofilicas
y/o hidrofilicas adiciones para facilitar la establlidad de 1la
droga, y el suministro a un sitio objetivo in vivo. Los métodos
representativos para preparar composiciones gque contiene PEG
pueden encontrarse en las patentes estadounidenses Nos.

6,461,603; 6,309,633; y 5,648,095, entre otros lugares.

La naturaleza hidrofébica de muchas drogas, incluyendo las
caliqueamicinas, puede resultar en 1la agregacién de los
conjugados de anticuerpo/droga. Para producir conjugados
monoméricos de anticuerpo/droga con carga/produccién de droga
mayor y agregaciédn disminuida, la reaccién de conjugacién debe
ser llevada a cabo en una solucién no nucleofilica, compatible a
proteina, amortiguada (i) propilenglicol como un codisolvente, y
(ii1) un aditive que comprende por lo menos un acido carboxilico
con 6 a 18 carbonos (Cg-Cis). Acidos ttiles incluyen los é&cidos
con 7 a 12 carbonos (C; a Cj;2), tales como el Acido octanbéico 6 el
acldo caprilico, ¢ fusales. Otros codisolventes orgénicos
compatibles con proteinas diferentes del propilenglicol, tal como
el etilenglicol, el etanol, el DMF, el DMSO, etc, puede también
gser usados. Algo 6 todo del codisolvente organico es usado para
transferir la droga en la mezcla de conjugaciédn. Amortiguadores
utiles para la preparacién de los conjugados anticuerpo/droga
usan ésteres de N-hidroxisuccinimida (OSu)u otros ésteres

comparablemente activados que incluyen salina amortiguada con



WO 2006/031653 88 PCT/US2005/032196
fosfato (PBS)y dcido N-2-hidroxietil piperacina-N‘—Z-'
etanosulfénico (amortiguador HEPES). La solucién amortiguada

usada en las reacciones de conjugacién deberia carecer
substancialmente de aminas libres y de nuclebéfilos. En otro
modelo, las reacciones de conjugacién pueden llevarse a cabo en
una soluciébén no nucleofilica, compatible con proteina,
amortiguada que contlene t-butanol sin aditivos adicionales. Ver,
por ejemplo las patentes estadounidenses Nos. 5,712,374 vy
5,714,586. Métodos adicionales para la conjugacién y conjugados
que contienen caliqueamicina se describen en las patentes

estadounidenses Nos. 5,739,116 y 5,877,296.

Las condiciones de reaccidén oéptimas para la formacién de un
conjugado monomérico pueden ser determinadas cientificamente
mediante la variacidn de las variables de la reaccibén, tales como
temperatura, pH, entrada del derivado de caliqueamicina, y 1la
concentracién de aditivo. Cantidades representativas de
polietilenglicol varian entre 10% a 60%, por ejemplo 10% a 40%, &
cerca de 30% en volumen de la solucién total. Las cantidades
representativas de un aditivo que comprenden por lo menos un
dcido carboxilico con Cs a Ciy & sus sales varian entre 20 mM a
100 mM, tal como desde 40 mM a 90 mM, 6 cerca de 60 mM a 90 mM.
La concentracién del &Acido carboxilico con Cg a Csp & sus sales
pueden incrementarse a 150 hasta 300 mM, y el codicolvente caer
de 1% hasta 10%. En modalidades representativas de la invencién,
el acido carboxilico es &cido octanbéico, #&cido decanéico, 6 sus
sales correspondientes. Por ejemplo, 200 mM de A&cido caprilico
pueden ser usados con 5% de propilenglicol o etanol. La reaccidn

de conjugacién puede llevarse a cabo a temperaturas ligeramente
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elevadas (30 a 35°%) y pH (8.2-8.7). La concentracién del
anticuerpo puede variar entre 1 a 15 mg/ml y la concentracién de
un derivado de caliqueamicina, por ejemplo, éster de gamma-
caligueamicina DMH AcBut OSu de N-Acetilo, puede variar entre
cerca de 4.5% a 11% pesoc del anticuerpo. Las condiciones
adecuadas para la conjugacién de otras drogas pueden ser
determinada por aquellos expertos en la técnica sin

experimentacién indebida.

II.C. Purificacién de Conjugados de Anticuerpo/Droga

Luego de la conjugacién, los conjugaos monoméricos pueden ser
separados a partir de reactivos no conjugados y/o formas
agregadas de los conjugados mediante métodos convencionales, por
ejemplo cromatografia de exclusién de tamafio (SEC), cromatografia
por interaccién hidrofébica (HIC), cromatografia de intercambio
iénico ({IEC), 6 cromatoenfocamiento (CF). Los conjugados
purificados, son monoméricos, y usualmente contienen entre 3% a
10% de droga en peso. Los conjugados anticuerpo/droga también
pueden ser purificados usando la cromatografia por interaccién
hidrofébica (HIC), que ofrece algunas ventajas sobre la SEC
incluyendo (1) una capacidad para reducir eficientemente el
contenido de LCF lo mismo que del agregado; (2) la acomodacién de
grandes volumenes de reaccién; y (3) dilucién minima del
producto. El medio de HIC de alta capacidad adecuado para la
produccién a escala incluyen un medio de flujo —répido
cromatografico de Fenil separosa 6, medio cr&matogréfico de flujo
rédpido de Butil Separosa 4, medio cromatografico de flujo rapido

de Octil Separosa 4, medio cromatografico de Toyopearl éter-650M,

o
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medio cromatogrdfico HIC Macro-Prep metilo 6 medio HIC Macro-Prep
t-Butilo. La wultrafiltracién/diafiltracién también pueden ser

usados para el intercambio de amortiguador.

En un proceso de purificacién representativo, se llevan a cabo
maltiples etapas, incluyendo una etapa de remocién de células por
centrifuga, una etapa de captura de afinidad de la proteina A,
seguido por una o dos etapas de pulido cromatografico ortogonal,
una etapa de filtracién de virus, y una etapa de flujo tangencial
para la concentracién y la formulacién. El proceso de
purificacién preferiblemente produce producto con menos de 5% de
agregado, menos de 20 ppm de proteina A, menos del 50ppm de
proteina de células anfitriona, y una recuperacién general mayor

al 50%.

Un preparacién tipica humanizada deanti~ST4/caliqueamicina,
contiene predominantemente (aproximadamente 95%) de anticuerpo
conjugado que contiene 5 a 7 moles de caliqueamicina por mol de
anticuerpo. El conjugado ha sido preparado de manera reproducible
a escala de laboratorio (10-200 mg). La carga de la droga, es
expresada como ug de caliqueamicina/mg mAb, es determinada
dividiendo 1la concentracién de caliqueamicina (pg/mL) por 1la
concentracién de anticuerpo (mg/mL} . Estos valores son
determinados mediante medir la absorbancia UV de la solucién
conjugada a 280nm y 310nm. Es importante notar que ésta es una
carga promedio, y que la carga real es una distribucibén quasi-
gaussiana centrada en el valor de carga promedio, es decir, algo
del anticuerpo es cargado mayor que el promedio, y algo de el

anticuerpo es cargado menor que el promedio. El1 anticuerpo no

Y
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conjugado (fraccién conjugada baja) que puede ser medida usando
HIC-HPLC analitico (cromatografia liquida de alto desempefio con
interaccidén hidrofébica), es la poblaciédn de anticuerpo que tiene
poco o ninguna caliqueamicina conjugada. Este valor es una medida
de la distribucidén de caliqueamicina en el anticuerpo vy
generalmente no afecta la cantidad de caliqueamicina dosificada.
La caliqueamicina no conjugada, que puede medida usando ELISA, se
refiere a la cantidad de caliqueamicina que no estd conjugada al
anticuerpo y es expresada en términos de porcentaje del total de
caliqueamicina. Los ensayos de carga de droga no diferencian
entre caliqueamicina no conjugada y conjugada. La cantidad de
caliqueamicina no conjugada no es detectable o despreciable
cuando se usan ensayos de carga de droga, y por lo tanto éstos
ensayos miden efectivamente la cantidad de caliqueamicina

conjugada.

Los métodos analiticos pueden ser usados para ensayar la
liberacién y el estado de estabilidad de 1los conjugados
humanizados de anti-5T4 caliqueamicina. Los conjugados pueden ser
evaludos en cuanto a identidad (IEF), fuerza (proteina total y
carga de caliqueamicina total), pureza (caliqueamicina no
conjugada, anticuerpe conjugado bajo, contenldo de agregado y
SDS-PAGE reducido), e immunoafinidad (ELISA para ligado de
antigeno). Los ensayos adicionales conocidos por aquellos
versados en la técnica pueden ser usados. Usar éstos ensayos, se
puede mantener la consistencia tanda a tanda en la fabricacién

comercial.
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II.D. Farmacocinética de los conjugados de anticuerpo/droga

La farmacocinética de los inmunoconjugados objetivados a 5T4-
pueden ser evaluados y comparada con la farmacocinética de
caliqueamicina no conjugada en diversos animales. Por ejemplo,
esto puede hacerse siguiendo una administracién de un bolo
intravenoso uUnico, en ratones desnudos hembra, ratas Sprague-
Dawley macho, y micos cinomolgus hembra. La farmacocinética de un
anticuerpo anti-5T4 se caracteriza generalmente por baja
clarisas, bajo volumen de distribucién, y vida promedio terminal
aparentemente larga en diversas especies. Las concentraciones de
sueros de derivados de caliqueamicina no conjugadas, se espera
gue estén por debajo de el limite de cuantificacién. El perfil de
toxicidad para éstos conjugados en los estudios de rango de
toxicidad de dosis (Gnica, se espera que sea similar a aquellos
obtenidos para otros conjugados de anticuerpo/caliqueamicina en

dosis comparables.

ITITI. Uscs de anticuerpos anti-5T4 y conjugados de

anticuerpo/droga quiméricos y humanizados.

Los anticuerpos humanizados anti-5T4 y los conjugados de
anticuerpo/droga de la invencién, son Gtiles tanto en
aplicaciones in vitro e in vivo, relacionadas con células que
expresan el 5T4. Como se describlé en el ehemplo 1, las células
de céncer que expresan 5T4 incluyen carcinoma de pulmén
escamoso/adenomatoso {(carcinoma de pulmén de células no

péquelas), carcimona de pecho invasivo, carcinoma colorectal,

nqu](g
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carcinoma gastrico, carcinoma servical escamoso, adenocarcinoma
endometrial invasivo, carcinoma del pancreas invasivo, carcinoma
de los ovarios, carcinoma vesical escamoso, y coriocarcinoma.
El 5T4 fue detectado en altos niveles en carcinomas de los
bronquios, pecho, colon, recto, estéﬁago, la cervix, endometrio,

pancreas, ovarios, corio, y vesiculas seminales.

Para aplicaciones in vivo, 1la utilidad de 1los anticuerpos
humanizados descritos como vehiculos para drogas, recae en su
habilidad para comportarse como moléculas objetivo. El1 término
objetivo, se refiere al movimiento preferencial vy/o 1la
acumulacién de un péptido o un andlogo de péptido en un tejido
objetivo, en comparacién a un tejido de control. El término
tejido objetivo es wusado aqui para referirse a tejidos que
comprenden células que expresan 5T4, es decir, un sitio propuesto
para la acumulacié4n de un conjugado de anticuerpo/droga de 1la
invencién, luego de la administracién a un sujeto. El1 término
tejido de control, como se usa aqui, se refiere a un sitio que se
sospecha que carece substancialmente de ligado y/o acumulacién de
un conjugado de anticuerpo/droga administrado, es decir, tejidos
que substanclalmente carecen de células que expresan de 5T4. El
término objetivo selectivo, es usado aqui para referirse a una
localizacién preferencial, de un conjugado anticuerpo/droga tal
que una cantidad de conjugado de anticuerpo/droga en un tejido
objetivo es de cerca de 2 veces mayor que una cantidad de andlogo
de péptido en un tejido de control, de modo que una cantidad que

es de 5 veces o mayor, a cerca de 10 veces o mayor.
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III.A. Aplicaciones In Vitro nnq/[]

La presente invencién suministra métodos in vitro que wusan
anticuerpos anti-5T4 humanizados. Por ejemplo, los anticuerpos
descritos pueden ser usados sb6los o en combinacién con agentes
citotdxicos u otras drogas para ligar especificamente células de
cancer que son positivas 5T4 para vaciar tales células desde una

muestra celular.

Los métodos también son provistos para la histolisis objetivada
mediante poner en contacto células que expresan el 5T4 con un
conjugado anticuerpo/droga que comprende un anticuerpo anti-5T4
conjugado con una citotoxina. Ver los ejemplos 3 y 8. También se
han suministrados métodos para inhibir 1la proliferacién de
células ugq expresan 5T4 y para inducir la apoptosis de células
que expresan 5T4 mediante ponerlas en contacto, con un conjugado
de anticuerpo/droga que comprende una droga citotéxica. El poner
en contacto las células que expresan el 5T4 con el conjugado de

anticuerpo/droga puede llevarse a cabo in vitro o in vivo.

ITI.B. Métodos de Diagnéstico y Deteccidn

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados de 1la invencién también
tienen utilidad en la deteccidén de células de 5T4+ in vitro e in
vivo, con base en la habilidad para ligarse especificamente al
antigeno 5T4. Un métodod para detectar células uq expresan 5T4
pueden comprender: (a) preparar una muestra biolégica que
comprende células; (b) poner en contacto un anticuerpo anti-5T4

humanizxaco con la muestra biolégica in wvitro, en dond el
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anticuerpo comprende un marcador detectable; y (c) detectar la
marca detectable cuando las células que expresan el 5T4 son

detectas.

Los métodos de detecciétn descritos, también pueden llevarse a
cabo in vivo, por ejemplo, como iitiles para diagnéstico, para
suministrar asistencia o ayuda intreoperativa, ¢é para 1la
determinacién de la dosis. Luego de la administracién de un
anticuerpo anti-5T4 humanizado marecado a un sujeto, y después de
un tiempo duficiente a lograr el ligado, la biodistribucién de
las células expresan 5T4 ligadas por anticuerpo pueden ser
visualizadas. Los métodos de diagnéstico descritos pueden ser
usados en combinacién con métodos de tratamiento. En adicién los
anticuerpos anti-5T4 humanizados de la invencién, pueden ser

administrados para el propésito dual de deteccidén y terapia.

Los métodos de deteccidédn no invasivos representativos incluyen la
cintigrafia (por ejemplo, SPECT (Tomografia computarizada por
emisién de fotédn dnico), PET (Tomografia por emisién por emisién
de Positrén), imigenes de camara gamma, y escaneo O barrido
rectilineo), imAgenes por resonancia magnética (por ejemplo,
imédgenes por resonancia magnética de convencién, imé&genes de
transferencia de magnetizacidn (MTI), espectroscopia por
resonancia magnética del protén (MRS), imAgenes pesadas por

difusiébn (DWI) e imAgenes MR funcionales (fMRI)), y ultrasonido.

n

74

&

7

1



WO 2006/031653 96 PCT/US2005/032196

I1I.C. Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencién se relaciona adicionalmente con métodos y
composiciones 1itiles para inducir la histolisis de células de
cancer que expresan 5T4 en un sujeto. Asi, los métodos descritos,
son Gtiles para inhibir el crecimiento del caAncer, incluyendo el
crecimiento de tumor retardado y la inhibicién de la metastasis.
Aunque no se ha propuesto esta amarrado por ningin mdo de
operacién unico, tanto la objetivacién guiada por antigeno (ver,
por ejemplo, ejemplos 3, 4, y 9), lo mismo que la objetivacién
pasiva (ver, por ejemplo, ejemplo 10) de conjugados de H8-
caliqueamicina humanizados puede contribuir a la eficacia anti-

tumor.

Los cénceres representativos tratables usando los anticuerpos
anti-5T4 descritos y 1los conjugados anticuerpo/droga incluyen
tumores primarios que expresan 5T4 y metastaticos en pecho,
colon, recto, pulmén, orofaringe, hipofaringe, eséfago, estémago,
pancreas, higado, vesicula bilial, ductos de la bilis, intestino
pequeflo, tracto urinario incluyendo rifién, vejiga y urotelio,
tracto genital hembra, cervix, Gtero, ovarios, tracto genital
macho, préstata, vesiculas seminales, testiculos, una gléndula
endocrina, glandula tiroide, glandula adrenal, glandula
pituitaria, piel, hueso, tejidos blancos, vasos sanguineo,
cerebro, nervios, ojos, meninges. En particular, los conjugados
de anticuerpo anti-5T4/droga descritos de la invencién pueden ser
usados para el tratamiento de canceres de pulmén de células no
pequeflas, cancer de pecho metastatico, céncer pancredtico, lo

mismo que monoterapias de sequnda linea, y como parte de terapias
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de combinacién de segunda linea. Los canceres objetivos también
pueden expresar el antigeno de carbohidrato Lewls Y, incluyendo
pecho, colon, gastrico, esofagio, pancreatico, ducdenal, pulmén,
vejiga, Y carcinomas renales Yy gastricos Y tumores
neuroendocrinos de célula islet. Ver patente estadounidense No.

6,310,185.

Los métodos descritos también pertenecen a la leucemia que
expresa el 5T4 y células de linfoma, incluyendo las células de
linfoma Hodgkin y las células de linfoma no Hodgkin. Las células
de linfoma, pueden ser células de linfoma indolentes, agresivas,

de bajo grado, de grado intermedio, & de alto grado.

Asi, los pacientes que van a ser tratados con conjugados anti-5T4
de anticuerpo/caliqueamicina de la invencién, pueden ser
seleccionados con base en la expresién de biomarcadores,
incluyendo, perc sin 1limitarse, a la expresién elevada del
antigeno 5T4, resultando en wuna poblacién de pacientes
seleccionados para enriquecer la expresién objetivo en vez de el
origen del tumor 6 la histologia. La expresidén objetivo, también
puede ser medida como una funcién del nimero de células manchadas
combinadas con 1la intensidad de las células manchadas. Por
ejemplo, la clasificacién de alta expresién de 5T4 incluye
aguellos pacientes compias de 30% (es decir 40%, 50%, & 60%), de
las células ensayadas por manchado positivo inmunohistoquimico
para 5T4 en un nivel de 3+ (sobre una escala de 1 a 4), mientras
que la expresidén moderada de 5T4 puede incluir aquellos pacientes

con mas de 20% de las células manchadas en 1+ a 2+.
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Los biomarcadores diferentes a la expresién del antigeno 5T4
pueden también ser usados para la seleccién de pacientes,
incluyendo la caracterizacién del tumor con base en la
resistencia a las multidrogas (MDR), por ejemplo. Carce de 50% de
cpanceres humanos, son completamente resistentes a la
quimioterapia, o responden sclamente transitorio, después de lo
cual ellos no son afectados por las drogas anticdncer cominmente
usadas. Este fendmeno se ha 1llamado MDR y es expresado
inherentemente por algunos tipos de tumor, mientras que otros
adquieren MDR, después de lo exposicién al tratamiento con
quimioterapia. La droga de bombeo de flujo de P-glicoproteina
media una mayoria del MDR asociado con quimioterapéuticos
citot6xicos. El andlisis fenotipico y funcional de los mecanismos
del MDR, presentan en pacientes de céincer, especimenes de tumor,
que pueden ser conducidos para poder relacionarse con mecanismos
MDR especificos, con resistencia a la quimloterapia en tipos de

tumor especificos.

El término de céncer, como se usa aqui, también involucra los
desérdenes proliferativos no neoplasticos. Asi, los métodos de la
presente invencién estéan contemplados para el tratamiento o
prevencién de hiperplasia, metaplasia, y mAs particularmente, la
displasia (para una revisién de tales cndiciones de crecimiento

normal, ver DeVita, Jr.et a. (2001), Cancer: Principles and

Practice. Edicién 6%, Lippincott Williams & Wilkins.
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El termino crecimiento de cancer, generalmente se refiere a
cualquiera de un numero de indices que sugieren cambios dentro
del cancer a una forma de desarrollo mayor. S[i, los indices para
medir una inhibicién del crecimiento del cédncer, incluyen pero n
se limitan, a una disminucién en la supervivencia de células
cancerosas, una disminucién en el volumen del tumor o de 1la
morfologia (por ejemplo, segln se determiné usando la tomografia
computarizada (CT), la sonografia, u otros métodos para producir
imadgenes), un crecimiento de tumor retardado, una destruccién de
la vasculatura del tumor, un desempefio mejorado en el ensayo de
hipersensibilidad retardada de la piel, un incremento en la
actividad de T-linfocitos citoliticos, y una disminucién en los
niveles de antigenos especificos a tumor. El término crecimiento
de tumor retardado se refiere a una disminucién en la duracién
del tiempo requerisa para que uin tumor crezca hasta una cantidad
especificada. Por ejemplo, el tratamiento puede retardar el
tiempo requerido para que un tumor se incremente en volumen tres
veces con relacién a un dia inicial de medida (dia 0), & el

tiempo requerido para crecer hasta lcm’.

III.D. Formulacién

Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados de 1la
invencién, son preparados facilmente y formulados en cuanto al
uso clinico segquro y eficaz. Las formulaciones adecuadas para
administracién a un sujeto incluyen soluclones de inyeccién
estéril acuosa y no acuosas que pueden contener antioxidantes,
amortiguadores, bacteriostéticos, antibacterianos, y agentes

antihongos (por ejemplo, parabenes, clorobutanol, fenol, &acido
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ascérbico, y timerosal), solutos que convierten la solucién en
igsoténica con los fluidos del cuerpo del receptor propuesto (por

ejemplo, azGcares, sales, y polialcoholes), agentes de suspensidn

* y agentes espesantes. Los disolventes adecuados incluyen agua,

etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilen glicol vy
polietilen glicol liquide), y mezclas de ellos. Las formulaciones
pueden ser presentadas en dosis unitarias o en contenedores
multi-dosis, por ejemplo, ampoyas y rrascossellados, y pueden ser
almacenados en condicién congelada, ¢ secados por congelamiento
(liofilizado), que requieren solamente la adicién de un vehiculo
liquido estéril inmediatamente antes del uso para su
adminlstracién a un sujeto, o para la radiomarcacién subsigquiente
con un Isétopo aproplado para la aplicacién propuesta. Los
anticuerpos Anti-5T4 y lkos conjugados de ‘anticuerpo/droga de la
invencién son preferiblemente en una dosis efectiva, descrita mas

adelante.

Como un ejemplo, una formulacién de anticuerpo anti-5T4
representativa comprende una formulacién multi-dosis de 40 mg/ml
6 de conjugado anticuerpo/droga, 25 mM de acetato, 150 mM
trealosa, 0.9% de alcohol de bencilo, 0.02% de polisorbato 20 at
pH 5.0, y que tiene una vida de estanteria minima de dos afios de
almacenamiento entre 2 a 8°C. Como otro ejemplo, la formulacién
de anticuerpo anti-5T4 puede comprender 10 mg/ml de anticuerp &6
de conjugado de anticuerpo/droga en 9.0 mg/ml de cloruro de
sodio, 7.35 mg/ml de dihidrato de citrato de sodio, 0.7 mg/ml de
polisorbato 80, y agua estéril, pH 6.5. Formulaciones
representativas de conjugado de anti-5T4/caliqueamicina para

administracién para modelos de ratones experimentales incluyen 2
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ug 6 4 yug de caliqueamicina (ver, Ejemplos 3, 4, y 7), que puede
ser escalados de acuerdo a lo anterior para la administracién a

humanos.

Una formulacibédn liofilizada estable de un anticuerpo anti-5T4 6
de un conjugado de anticuerpo/droga puede ser preparado por (a)
disolver un conjugado de anticuerpo/droga hasta una concentracién
final de 0.5 a 2 mg/ml en una solucién que comprende un
crioprotector en una concentracién de 1.5%-5% en peso, un agente
de relleno polimérico a una concentracién de 0.5-1.5% en peso,
electrolites a una concentracién de 0.01 M a 0.1 M, un agente
facilitador de la solubilidad a una concentracién de 0.005% a
0.05% en peso, un agente amortiguador en una concentracién de 5-
50 mM, de modo que el pH final de la solucidén esté entre 7.8-8.2,
Yy agua; (b) dispersar la solucién anterior en frascos a una
temperatura de +5°C a +10°C; (c) congelar la solucién a una
temperatura de congelamiento de -35°C a -50°C; (d) someter la
solucién congelada a una etapa de secado por congelamiento
inicial a una presién de secado primaria de 20 a 80 micrones a
una temperatura de instante de -10°C a -40°C durante 24 a 78
horas; y (e) someter el producto secado por congelamiento de la
etapa (d) a una segunda etapa de secado a una presién de secado
entre 20 a B0 micrones a una temperatura de instante de +10°C

hasta +35°C durante 15 a 30 horas.

Los crioprotectores representativos ilitiles para la liofilizacién
del crioprotector incluye alditol, manitecl, sorbitol, inositol,
polietilen glicol, &4cido aldénico, &cido urénico, &cido aldérico,

aldosas, cetosas, azicares amino, alditoles, inositoles,
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gjiceraldehido, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa, xilosa,
galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa, heptosa,
glucosa, fructosa, &dcido glucénico, sorbitol, lactosa, manitol,
a-glucopiranosida de metilo, maltosa, A&cido isoascérbico, &cido
ascérbico, lactona, sorbosae, Acido glucArico, eritrosa, treosa,
arabinosa, alosa, altrosa, gulosa, idosa, talesa, eritrulosa,
ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, &cido glucurénico, &cido
glucdnico, acido glucarico, dcido galacturénico, acido
manurénico, glucosamina, galactosamina, sucrosa, trealosa, Acido
neuraminico, arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos,
galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos, levan, fucoidano,
carragenano, galactocarolosa, pectinas, dacido péctico, amilosa,
pululano, glycogeno, amilopectino, celulosa, dextrano, pustulano,
chitina, agarosa, queratina, chondroitina, dermatano, 4&cido
hialurénico, 4cido alginico, goma de xantano, almidén, sacarosa,
glucesa, lactosa, trealosa, etilen glicol, polietilen glicol,

polipropilen glicol, glicerol y pentaeritritol.

Por ejemplo, el crioprotector de sacarosa puede ser usado en una
concentracidén de 1.5% en peso, el agente de rellenoc polimérico
Dextran 40 6 el almidén hidroxietilo 40 pueden ser usados a una
concentracién de 0.9% en peso, el electrolito usado en la
solucidén de liofilizacién es cloruro de sodio, que estid presente
en una concentracién de 0.05 M, y el agente de amortiguacién
trometamina puede ser usado en una concentracién de 0.02 M. Un
agente facilitador de la soclubilidad (uﬂ tensoactivo tal como el
Polisorbato 80) puede ser wusado durante el proceso de
liofilizacién. Usualmente éste agente facilitador de la

solubilidad es un tensocactivo. Las etapas representativas para la

nna/s
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preparacién de una formulacién liofilizada incluyen congelar los
frascos a una temperatura de =-45°C; la solucién congelada es
sometida a una etapa de secado por congelamiento inicial, a una
presién de secado primaria de 60 micrones a una temperatura de
estante de -30°C durante 60 horas; y someter el producto secado
por congelamiento a una segunda etapa de congelamiento a una
presién de secado de 60 micrones a una temperatura de estante de

+25°C durante 24 horas.

Los anticuerpos Anti-5T4 y los conjugados de anticuerpo/droga son
formulados en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por
ejemplo, macromoléculas metabolizadas lentamente grandes tales
como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, 4acidos
polildcticos, acidos poliglicédlicos, acidos de amino poliméricos,
y copolimeros de Acidos amino, y particulas de virus inactivas.
Las sales farmacéuticamente aceptables, también pueden ser
usadas, por ejemplo, sales de A4cido minerales, tales como
hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos y sulfatos, &6 sales de
Acldos orgénicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos y
benzoatos. Las formulaciones pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, salina, glicerocl, y etanol, y/o
substancias auxiliares, tales como agentes humectantes 6
emulsificantes ¢ substancias amortiguadoras del pH, pueden estar
presentes en tales composiciones. Tales vehiculos permiten a las
composiciones ser formuladas como tabletas, pildoras, grajeas,
cdpsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas y suspensiones, para

ingestién por el paciente.
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III E. Dosificacién y administracién ' nn%o

Un anticuerpo anti-5T4 humanizago puede ser. administrado
parenteralmente, por ejemplo, via intravascular, subcuténea,
intraperitoneal, o por administracién intramuscular. Para el
suministro de las composiciones a las vias respiratorias, las
composiciones pueden ser administradas como un aerosol o un
roseado basto, es decir, administracién transnasal. La
administracién Intratecal 6 intramedular puede ser utilizada para
el tratamiento del sistema nervioso central (CNS) y de los
canceres relaclonados con el CNS. Un anticuerpoc 5T4 de la
invencién, puede también ser administrado transdérmicamente,
transcutineamente, toépicamente, entericamente, intravaginalmente,
sublingual o rectalmente. Un método de suministro es seleccionado
con base en las consideraciones tales como la condicién y el
sitio a ser tratado, el tipo de formulacidén de anticuerpo, y la
eficacia terapéutica de 1la composicién. La administracién

intravenosa puede ser utilizada rutinariamente en la clinica.

La presente invencién suministra que una cantidad efectiva de un
anticuerpo anti-5T4 humanizado es administrada a un sujeto. El
término cantidad efectiva, es usado aqui para describir una
cantidad de un anticuerpo anti-5T4 humanizado suficiente para
producir una respuesta bioldgica deseada. Por ejemplo, cuando es
administrado a un sujeto que tiene cancer, una cantidad efectiva
comprende una cantidad suficiente para producir una actividad
anticéncer, incluyendo citélisis de células de canéer, inhibicién
de proliferacién de células cancerosas, inducciédn de apoptésis de

célula de céancer, reduccidn de los antigenos de células de
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cancer, retardamiento del crecimiento de tumor, e inhibicién de
la metastasis. Un encogimiento de tumor es bien aceptado como un
marcador surrogado c¢linico para eficacia. Otro marcador bien
aceptado para la eficacia es la supervivencia de libre de la
progresién. Los conjugados de Anti-5T4/caliqueamicina demuestran
generalmente por lo menos un 25% de mejoramiento, en los
parametros clave de eficacia, tales como un mejoramiento en la

sobrevivencia media, tiempo para la progresién del tumor, y

velocidad de la respuesta general.

Generalmente, una dosis efectiva estd en el rango de entre cerca
de 0.01 mg/m® hasta cerca de 50 mg/m?, tal como desde de cerca de
0.1 mg/m? hasta cerca de 20 mg/m?, o desde cerca de 15 mg/m?
dicha dosls es calculada con base en la cantidad de anticuerpo
anti-5T4 é con base en la cantidad de caligqueamicina en 1la
preparacién de anticuerpo/caliqueamicina. Las dosis

representativas de un conjugado anti-5T4/caliquamicina para 1la

administracién a modelos de ratén experimentales incluyen de 2 ug

6 de 4ug de caliqueamicina (ver los ejemplos 3-4 y 9), que puede
ser escalada de acuerdo a lo anterior para la administracién a
humanos. Por ejemplo, los conjugades anti-5T4/caliqueamicina de
la invencidén se pueden administrados a pacientes humanos, una vez
cada 3 semanas, hasta 6 ciclos. Para un anticuerpo anti-5T4
radiomarcado, una dosis efectiva est4d tipicamente en el rango
entre cerca 1 mCi hasta cerca de 300 mCi, normalmente cerca de 5
mCi a 100 mCi, dependiendo del radioisétopo y de la afinidad de

ligado del anticuerpo.
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Para la deteccién de células positivas de 5T4 que usan los
anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados, una cantidad
detectable de una composicién de la invencién es administrada a
un sujeto. Una cantidad detectable, como se usa aqui para
referirse a una composicién de diagnéstico, se refiere a una
dosis de anticuerpo H8 quimérico o humanizado, de modo que la
presencia del anticuerpo puede ser determinada in vitro o in
vivo. Para la produccién de imAgenes cintigrdficas usando

radioisétopos, 1las dosis tipicas de un radioisétopo pueden
incluir una actividad del cerca de 10 puCi a 50 mCi, 6 cerca de

100 puCi a 25 mCi, 6 cerca de 500 pCi a 20 mCi, 6 cerca 1 mCi a 10

mCi, & cerca de 10 mCi.

Los niveles de dosificacidén reales de los ingredientes activos en
una composicién de la invencién, pueden ser variados de modo que
se administre una cantidad de la composicién que sea efectiva
para lograr el diagnéstico 6 el resultado terapéutico deseados.
Los regimenes de administracién también pueden ser varlados. Una
inyeccién Unica, 6 inyecciones miltiples pueden ser usadas. El
nivel de dosificacién seleccionado, y el régimen seleccionado
dependerén de una varledad de una variedad de factores incluyendo
la actividad y la estabilidad (es decir, vida promedio), de la
composicién terapéutica, la formulacién, la via de
administracién, la combinacién con otras drogas o tratamientos,
la enfermedad ¢ desorden a ser detectado y/o tratade, y 1la
condicién fisica e historia médica previa del sujeto que va a ser

tratado.

>

2
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Para cualquier anti-5T4 6 conjugado de anticuerpo/droga de 1la
invencién, la dosis terapéuticamente efectiva, puede ser estimada
inicialmente sea en ensayos de cultivos celulares o en modelos de
animales, usualmente roedores, conejos, perros, marranos, y/o
primates. El1 modelo de animal puede también ser usado para
determinar el rango de concentracién apropiado y la via de
administracién. Tal informacién, puede entonces ser usada para
determinar dosis dtiles y vias para la administracién en humanos.
Tipicamente una dosis minima es administrada, y la dosis es
escalada en la ausencia de citotoxicidad limitante de la dosis.
La determinacién y el ajuste de una cantidad efectiva o dosis, lo
mismo que la evaluacién de cuando y como hacer tales ajustes, son
conocidos por aquellos generalmente versados en la técnica de la

medicina.

Para guia adicional con respecto a la formulacién, dosis, régimen
de administracién, y resultados terapéuticos medibles, ver Berkow

et al. (2000} The Merck Manual of Medical Information. Merck &

Co., Inc., Whitehouse Station, New Jersey; Ebadi (1998) CRC Desk

Reference of Clinical Pharmacology. CRC Press, Boca Raton,

Florida; Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of

Pharmacy. Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia,

Pennsylvania; Katzung (2001) Basic & Clinical Pharmacology. Lange

Medical Books / McGraw-Hill Medical Pub. Div., New York; Hardman

et al. (200l1l) Goodman & Gilman's the PhHarmacological Basis of

Therapeutics. The McGraw-Hill Companies, Columbus, Ohio; Speight

& Holford (1997) Avery's Druqgq Treatment: A Guide to the

Properties. Choices. Therapeutic Use and Economic Value of Drugs
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in Disease Management. Lippincott, Williams, & Wilkins,

Philadelphia, Pennsylvania.

III.F. Terapias de combinacién

Los anticuerpos anti-5T4 descritos, puede ser administrados como
un tratamiento inicial, 6 para el tratamiento de condiciones que
no tienen respuesta a terapias convencionales. En adicién, los
anticuerpos anti-5T4 descritos, pueden ser usados en combinacién
con otras terapias, (por ejemplo, excisién quirdrugica,
radiacién, drogas adicionales objetivadas para anti-céncer 6
drogas sistémicas anti-céncer, etc.), para asi producir efectos
terapéuticos aditivos o potenciados y/o reducir la
hepatocitoxicidad de algunos agentes anti-c{ancer. Los
anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados de la invencién
pueden ser coadminlistrados 6 coformulados con agentes
adicionales, & formulados para la administraciédn consecutiva en

cualquier orden.

Agentes representativos Gtiles para la terapia de combinacién,
incluyen cualquiera de las drogas descritas aqui anteriormente,
como Gtiles para las preparacién de conjugados anti-~5T4/droga.
Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados de 1la
invencién, también pueden ,ser usados en combinacién con otros
anticuerpos terapéuticos y conjugados de anticuerpo/droga,
incluyendc anticuerpos anti-5T4 distintos a los anticuerpos anti-
5T4 humanizados descritos, lo mismo que anticuerpos anti-CD19,
anti-CD20 (por ejemplo, RITUXAN®, ZEVALIN®, BEXXAR®), anticuerpo

anti-CD22, anticuerpo anti-CD33 (por ejemplo,
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MYLOTARG®) ,conjugados de anticuerpo/droga anti-CD3, ancuerpos
anti-Lewis Y (por ejemplo, Hu3S§193, Mthu3S193, AGmthu3s193),
anticuerpos anti-HER-2 (por ejemplo, HERCEPTIN® (trastuzumab),
MDX-210, OMNITARG® (pertuzumab, rhuMAb 2C4)), anticuerpos anti-
CD52 {(por ejemplo, CAMPATH®), anticuerpos anti-EGFR (por ejemplo,

ERBITUX® (cetuximab), ABX-EGF (panitumumab)), anticuerpos anti-

VEGF (por ejemplo, AVASTIN® (bevacizumab)), anticuerpos de

complejo anti-ADN/histona (por ejemplo, ch-TNT-1/b), anticuerpos
anti-CEA (por ejemplo, CEA-Cide, YMB-1003) hLM609, anticuerpos
anti-CD47 (por ejemplo, 6HY9), anticuerpos anti-VEGFR2 (& receptos
que contiene un inserto de quinasa, KDR) anticuerpo (por ejemplo,
IMC-1C11), anticuerpos anti-Ep-CAM (por ejemplo, ING-1),
anticuerpos anti-FAP (por ejemplo, sibrotuzumab), anticuerpos
anti-DR4 (por ejemplo, TRAIL-R), anticuerpos de receptos anti-
progesterona(por ejemplo, 2C5), anticuerpos anti-CAl9.9 (por
ejemplo, GIVAREX®) y anticuerpos anti-fibrina (por ejemplo, MH-

1).

Los conjugados de anticuerpc/droga de Anti-5T4también pueden ser
administrados Jjuntos con una o mAs combinaciones de agentes
citotbéxicos como parte de un régimen de tratamiento. Las
combinaciones citotdéxicas Gtiles para éste propésito incluyen
CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona y
procarbazina); CHOP {ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y
prednisona); COP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona); CAP-
BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, procarbazina, bleomicina,
vincristina y prednisona); m-BACOD (metotrexato, bleomicina,
doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, Y

leucovorina; ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,

."/99
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ciclofosfamide, etoposida, leukovorina, mecloetamina,
vincristina, prednisona Yy procarbazina) ; ProMACE-CytaBOM
{prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,

etoposida, leukovorina, c¢itarabina, bleomicina y vincristina);
MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, wvincristina,
prednisona, bleomicina y leukovorina); MOPP {mecloetamina,
vincristina, prednisona Y procarbazina): ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina y
dacarbazina); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona vy

procarbazina) alternando con ABV (adriamicina/doxorubicina,

bleomicina, vinblastina); MOPP (mecloetamina, vincristina,
prednisona Y procarbazina) - alternando con
ABVD(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina Yy

dacarbazina); ChIVPP (clorambucil, vinblastina, procarbazina,
prednisona); IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, etoposida); MIME
(metil-gagqg, ifosfamida, metotrexato, etoposida); DHAP
(dexametasona, hcitarabina de dosis alta y cisplatina)}; ESHAP
(etoposida, metilpredisolona, citarabina HD, Y «cisplatinA);
CEPP(B) (ciclofosfamida, etoposida, procarbazina, prednisona y
bleomicina) ; CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina y
prednisona); y CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina y prednisona);
DHAP (cisplatina, citarabina de dosis nata y dexametasona); CAP
(ciclofosfamida, doxorubicina, <cisplatina}; PV (cisplatina,
vinblastina ¢ vindesina); CE (carboplatina, etoposida); EP
(etoposida, cisplatina}; MVP (mitomicina, vinblastina 6
vindesina, cisplatina); PFL (cisplatina, 5-flurouracilo,
leucoverina); IM (ifosfamida, mitomicina); IE (ifosfamida,
etoposida); IP (1fosfamida, cisplatina); MIP {(mitomicina,

ifosfamida, cisplatina); ICE (ifosfamida, carboplatina,
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etoposida); PIE (cisplatina, ifosfamida, etoposida); Viorelbina y

cisplatina; Carboplatina y paclitaxel; CAV (ciclofosfamida,
doxorubicina, wvincristina); CAE (ciclofosfamida, doxorubicina,
etoposida); CAVE (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina,
etoposida); EP (etoposida, cisplatina); y CMCcV (ciclofosfamida,

metotrexato, lomustina, vincristina).

Los conjugados de Anti-5T4/caliqueamicinapueden ser usados en
combinacién con drogas anti-cdncer sistémicas, tales Compbsicién
eplitilonas (BMS-247550, Epo-906), reformulaciones de taxanos
(Abraxane, Xyotax), inhibidores de microtubulina (MST-997, TTI-
237), i con citotoxinas objetivadas, tales como CMD-193 y SGN-
15. Los agentes anti-cancer (tiles adicionales incluyen
TAXOTERE®, TARCEVA®, GEM2AR® (gemcitabina), 5-FU, AVASTIN ,
ERBITUX®, TROVAX®, anatumomab mafenatox, letrazol, docetaxel, y

antraciclinas.

Las terapias de combinacién, un anticuerpo anti-5T4 humanizado, y
agentes terapéuticos y de dilagnésticos, son administrados dentro
cualquier cuadro de tiempo adecuado para el desempailo de 1la
terapia propuesta o del diagnéstico propuesto. Asi, los agentes
inicos pueden ser administrados substancialmente, simultAneamente
(es decir, como una formulacién tGnica 6 dentro de minutos u
horas), 6 consecutivamente en cualquier orden. Por ejemplo,
tratamientote de agentes Gnicos, pueden ser administrados dentro
de cerca de un afilo, uno del otro, tal como, dentro de cerca de
10, 8, 6, 4, 6 2 meses, 6 dentro 4, 3, 2 6 1 semana, 6 dentro de
cerca de 5, 4, 3, 2 6 1 dia. La administracién del conjugado de

anti-5T4/caliqueamicina, y el segundo agente terapéutico
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preferiblemente produce un efecto mayor de la administracién de

cualquiera de cualquiera de ellos solos.
EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos han sido incluides para ilustrar los
modos de 1la invencién. Cilertos aspectos de los siguientes
ejemplos se describen en términos de técnicas y procedimientos
encontrados o contemplados por los presentes co-inventores para
trabajar bien en la préactica de la invencién. Estos ejemplos
ilustran practicas de laboratorio estindar de los co-inventores.
En claridad de la presente invencién y de la técnica, aquellos
expertos apreciardn que los siguientes ejemplos estdn destinados
a ser s6lo de ejemplo y que numerosos cambios, modificaciones y
alteraciones se pueden emplear sin apartarse del alcance de la

invencién.
EJEMPLO 1

Expresién de 5T4 en tejidos normales y malignos

Para considerar el antigeno 5T4, como un objetivo para la terapia
contra el cancer, la distribucién de 5T4 en tejidos normales vy
malignos fue determinada. El 5T4 fue observado en altos niveles
en la superficie de varias células tumorosas, y en algunos casos
correlacionados con la progresién de la enfermedad, y estaba
sustancialmente ausente de la mayoria de las células normales.
Este perfil de expresién sugirié que el 5T4 es un objetivo

producible para la inmunoterapia del céncer.
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La expresién del 5T4 el tejidos normales y cancerosos, fue
ensayada usando el anticuerpo anti-5T4 HB de la murina, de
acuerdo con técnicas estandar, tales come el manchado Western. La
finidad de varios anticuerpos y conjugados para el 5T4 fue
verificada por resonancia de plasmon & andlisis FACS. El1 HB es
un hibridoma, generado del anticuerpo monoclonal IgGI de ratén,
que se ha descrito en la publicacién internacional PCT No. WO
98/55607 y en Forsberg et al. (1997) J. Biol. Chem.
272(19):124430-12436. Para ser uso como un control positivo en
los ensayos in wvitro e in wvivio, 1las células de tumornque
expresan altos niveles reproduciblemente de 5T4 fueron
establecidas por medio de transfectar un vector que expresa el
5T4 en carcinoma de colon CT26 de ratén y MDAMB435 como células

de carcinoma de pecho humano. Ver Fig.l y Tabla 1.

Los muestras de tumor ensayadas incluyeron carcinoma de pulmén
escamoso/adenomateso (carcinoma de pulmébn de <células no
pequefias}, carcinoma de pecho invasivo, carcinoma colorectal,
carcinoma gastrico, carcinoma cervical escamoso, adenocarcinoma
endometrial invasivo, carcinoma del pancreas invasivo, carcinoma
de ovarios, carcinoma escamoso vesical y coriocarcinoma. El1 5T4
fue detectado en altos niveles en carciunomas de bronquios,
pecho, colon, recto, estémago, cervix, endometrio, péancreas,
ovarios, «corio y vesicula seminal. La distribucién de
superficies celular del antigeno de 5T4 (por ejemplo homogéneo o

heterogéneo), vario de acuerdo con el tipo de tumcor.

""/!93
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Para ensayarla localizacién celular del antigeno 5T4, las células /Bﬂ
gue expresan 5T4 fueron cultivadas como monocapas, y luego
expﬁestas al anticuerpo biotimilado de murina H8. Luego de la
lisis celular, el antigeno 5T4 que se liga a la membrana fue
gseparado por el ligado con avidina, y el 5T4 intracelular fue

detectado en la fraccién de ligado sin avidina. Ver Fig.2.

Para cuantificar el porcentaje del antigeno 5T4 prsente sobrre la
superficie celuar, extractos de cultivos biotinilados y de
control de CT26/5T4 fueron mezclados con perlas recubiertas con

avidina.

El analisis de manchado Western, fue 1llevado a cabo sobre
proteinas en el sobrenadante, y la cantidad de 5T4 fu; estimada
por densitrometria. Ver las Figuras 3A-3B. Con base en las
ecuaciones de las lineas de regresién lineales, determinadas por
la dilucién de la muestra, y la densidad ¢ptica de la banda
reactiva del HB, la cantidad de 5T4 en la membrana celular
(5T4M), fue calculada usando la férmula; 100*(l-densidad éptica
interna/densidad o6ptica total). El1 5T4M fue calculado para tres

tipos de células: CT26/5T4, 24%; PC3-MM2, 15%, N87, 41%.

La localizacién de la membrana de 5T4 en células DLD-1 (células
de carcinoma de colon humano), células N87 (células de carcinoma
gastrico humano), células PC3-MM2 (células de carcinoma de
préstata humana), y células PC3 (células de carcinoma de préstata
humanc) se determiné por el andélisis de_manchado Western, luegc
del vaciado de la avidina de los cultivos celulares biotinilados.

Ver Figura 4. La localizacié de la membrana de 5T4 sobre células



WO 2006/031653 115 PCT/US2005/032196

. ntlﬁifq

MDAMBA435/5T4 (células de cancer de pecho humano) se determino por
el anadlisis FACS. Ver Figuras 5A-5B. La localizacién de 1la
membrana de 5T4 sobre células N87, PC14PE6, y NCI- H157, se
determiné por andlisis FACS. Ver Figura 6. La localizacién de
membrana del antigeno 5T4 sobre células PC3-MM2 fue también

determinada por deteccidén histoquimica en muestras de tejido.

Para determinar si el anticuerpo H8 es internalizado luego del
ligado al antigeno 5T4, la cantidad de anticuerpo detectado en la
superficie celular, fue determinada durante un periodo de varias
horas. La desaparicién de HB de la superficie de las células
CT26/5T4 demuestra la internalizacién del complejo 5T4/H8. Ver

Figura 7.

La Tabla 1, resume la expresién de 5T4 en células de tumor. En el
carcinoma colorectal, el carcinoma gastrico, y el carcinoma de
ovarios, la expresidétn de 5T4 estd directamente relacionada con la
progresién de 1la enfermedad. En el carcinoma de pecho, 1la
intensidad es incrementada de el manchado de 5T4 sobre nodulos
metastaticos fue observado. Sin embargo, ninguna correlaclién se
encontrd entre la expresién de 5T4 en tumores primarios y el

estado de la enfermedad. Ver Tabla 2.

A
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Tabla 1

Expresién de 5T4 en Células de Tumor

Linea de células Carcinoma Expresién de 5T4 Presencia de 5T4 en la membrana celular
Manchado Western Manchado Western + FACS
biotinilizacién
DLD-1 Colon 2/2™ 1/1 10®™
GEO Colon 0/2 n.d. 4.0
HCT116 Colon 1/1 n.d. 2.2
HT29 Colon 2/2 0/1 2.7
LOVO Colon 0/2 0/1 3.3
HCA7 Colon 1/1 n.d. 8.0
MDAMB361 Pecho "3/3 2/2 38.0, 38.0, 34.0
MDAMB435 Pecho (melanoma?) 0/2 n.d. 2.4

Zo;/uu



PC3
PC3MM2
H157
PC14
PC14/PE6
N87
JAR
JEG
LOX
A431

BXPC3

WO 2006/031653

Préstata
Préstata
Pulmén (NSCLC)
Pulmén (NSCLC)
Pulmén (NSCLC)
Géstrico
Corio
Corio
Malanoma
Cervix

Péncreas

(a) = Fraccién de cultivos positivos 5T4

117

4/4

6/6

n.d.

1/1
1/1
4/4
2/2
2/2
2/2
3/3

1/1

PCT/US2005/032196 5

1/1 3.0
2/2 11.0, 14.0
/1 36.3, 41.8
n.d. 3.5
n.d. 3.6
3/3 7.6
1/1 9.0
1/1 2.3
0/1 0.2, 0.9
1/2 2.3, 2.3
n.d. 3.9

(b) = Fluorescencia media de canal relativa = MCF luego de manchado con HB8 / MCF luego de manchado con mlgG

€oe



metastdatico

Expresién

100%
90%
75%
50%
25%
0%
Intensidad
4+
3+
2+
1+

Fibrocistico benigmo

WO 2006/031653

Tabla 2

PCT/US2005/032196

Expresién de 5T4 en Carcinoma de Pecho

67% (6/9)

33% (3/9)

} 33% (3/9)

}

33% (3/9)

0%
11% (1/9)

56% (5/9)

Fibroadenoma benigno

80% (4/5)

60% (3/5)
0%

0%
20% (1/5)
0%
20% (1/5)

0%
0%
0%

80% (4/5)

I N

anaplasia primaria
Grado 1 Grado 2 Grado 3
75% (3/4) 100% (4/4) 89% (8/9)

75% (3/4)
0%

25% (1/4)

0%

0&
25% (1/4)
50% (2/4)

75% (3/4) 78% (7/9)

0% 0

0% 1% (1/9)
25% (1/4) 0%

0% 0%

0% 11% (1/9)

0% 0%
25% (1/4)

} 228 (2/9)

} 75% (3/4) 67% (6/9)

335~

Metastitico CA
100% (19/19)

68% (13/19)

} 32% (6/19)

0%

0%
47% (9/19)
37% (7/19%)
16% (3/19)
*=4/19m1-2+
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Ejemplo 2

Preparacidén y caracterizacién de conjugados

Anti-5T4 Caligqueamicina {CM)

El anticuerpo HB de murina fue usado para la preparacién de los
conjugados anticuerpo/droga. Los conjugaos fueron entonces
ensayados in vitro, para en cuanto su habilidad para ligar al
antigeno 5T4 humano, y para inducir

la histolisis de las células de céncer. Tres enlazadoes fueron
usados para ligar la caliqueamicina al H8: 4-(4'- acetilfenoxi)
dcido butanéico (AcBut), acido 3~acetilfenil acidico (AcPac) y
dcido 4-mercapto-4-metil-pentanéico (Amida). Para incrementar la
cantidad de caliqueamicina en los conjugados HB8-caliqueamicina,
el anticuerpo fue conjugado al PEG.antes de la conjugacién con la
caliqueamicina, por ejemplo, usando PEG-SPA, PEG-SBA, y PEG-bis-
maleimida. En la Tabla 4, la eficiencia de cada uno de los
conjugados HB8-caliqueamicina se informa como EDS0, que es la
cantidad de caliqueamicina dada como conjugado o como droga libre
que causd 50% de la reduccién de un cultivo celular con relacidn
a un control no tratado. El nimero de células fue determinado

usando una tintura vital (MTS).

El enlace directo de la caliqueamicina al H8 via el AcBut (&cido
4-(4'-acetilfenoxi) butanéico) enlazador hidrolizable en A&cido
mostré dificultad y generé la mayor parte del conjugado agregado
y el conjugado con bajas cantidades de CM por anticuerpo

(aproximadamente 1 mol/mol). El najo nivel de conjugacién y las

nf%s

¥



;K

WO 2006/031653 : 120 PCT/US2005/032196 %

' n'n/
propiedades de agregaciédn de los complejos resultantes hicieron qs

éstos complejos inadecuados para su uso.

El ligado de la caliqueamicina al H8 mediante el enlazador de
amida estable (&cido 4-mercapto-4-metil- pentandico) resultd en
un conjugado que fue 200 veces mas more citotdédxico contra un
carcinoma que expresa 5T4 cuando se comparo con su contraparte
negativa 5T4. Ver Figqura 8 y Tabla 4. Al final de ésta
selectividad, el conjugado fue menos citotéxico que 1la
caliqueamicina libre, y fue incapaz de destruir completamente el
cultivo celular en concentraciones de 500 ng de caliqueamicina

por ml del medio.

Los conjugados preparados usando polietilenglicol (PEG), HB,
caliqueamicina, y el enlazador AcBut no formo agregados, y tuvo
una carga de aproximadamente 6 moles de caliqueamicina por mol de
H8. Miltiples tipos de PEG ensayados redujeron el ligado de HB al

5T4 en 50% a 90%. Ver Tabla 3.

Tabla 3

Actividad de ligado del anticuerpo HB/PEG

MW Ligado del HBPEG¥*
Nombre (kDa) BIAéORE@ FACS
PEG-SPA (PEG2K) 2 69% 64%
PEG-SBA (PEG5K) 5.3 79% 79%
PEG-bis- 3.4 43% No

maleimida (PEGmal2) determinado
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*La fraccién de ligado del 5T4 perdié luego de la modificacién

del anticuerpo

A pesar del 1ligado reducido, dos conjugades de HBPEG-AcBut-
CalichDMH, HBPEG2K- AcBut-CalichDMH y HBPEGmal2-AcBut-CalichDMH,
probd eficacia selectiva para inducir citélisis de células que
expresan 5T4 in vitro. La citotoxicidad selectiva, fue observada
por los conjugados H8-caliqueamicina que retuvieron solamente
cerca del 30% de la actividad de ligade. El1 HBPEG2K-AcBut-
CalichDMH fue también mas citotdxico que la caliqueamicina libre,
y destruyé completamente el cultivo celular en concentraciones de

500 ng de caliqueamicina por ml de medio. Ver las Figuras 9A-9B y

la Tabla 4.

nnq ?
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Tabla 4

Ciotélisis selectiva de células que expresan 5T4 mediante conjugados HB8-Caliqueamicina

Tratamiento Lineas de células
MDAMB435 MDAMB435/neo MDAMB435/5T4
Nombre Anticuerpo PEG Enlazador EDsp Rangb EDso Rango EDso Rango
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml1) (ng-ml} (ng/ml) (ng-ml)
CcM Ninguno Ninguno Ninguno 3.80(4)" 0.70-7.00 11.90(7) 2.00-3.00 10.50(6) 5.00-2.00
CMA P67.6 Ninguno AcBut 41.00(3) 23.00-70.00 50.00(5) 20.00-90.00 55.00(4) 20.00-80.00
H8-CM H8 Ninguno AcBut 3.00(1) 3.00-3.00 2.30(1) 2.30-2.30 0.04(1) 0.04-0.04
HB~CM H8 Ninguno AcPac n.d. n.d. 1.00(1) 1.00-1.00  0.02(1) 0.02-0.02
HBCM H8 ninguno Amida n.d. n.d. 40.00(1) 40.00-40.00 0.18(1) 0.18-0.18
H8PEG2K-CM H8 PEG2K AcBut 31.00(2) 12.00-50.00 41.50(2) 23.00-60.00 2.60(2) 2.00-3.20
HB8PEG5K-CM H8 PEGS5K AcBut 36.00(2) 22.00-50.00 45.00(2) 40.00-50.00 31.50(2) 33.00-33.00
H8PEGmal2-CM H8 PEGmal2 AcBut n.d. n.d. 7.00(1) 7.00-7.00 0.90(1) 0.90-0.90

Los nimeros en los paréntesis indican los nimeros de experimentos.

gﬁﬁdu PR
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Ejemplo 3 7r9
Elemsle 5 RS

Eficacia Antitumor de Conjugados H8-Caliqueamicina Usando

Xenoinjertos Subcuténeos

Para determinar la citotoxicidad de los conjugados de HS8-
caliqueamicina in vivo, se prepararon tumores en ratones desnudos
mediante inyeccién subcutdnea de células MDAMB435/5T4 (células de
carcinoma de pecho humano que sobreexpresan el antigeno 5T4
humano), células NCI-H157 (células de cincer de pulmén humano no
pequefias), células PCl4PE6 (células de céancer de pulmén células
humanas no pequefias), o© células N87 (células de carcinoma
gastrico humano). Los conjugados HB8-caliqueamicina y los
compuestos de control fueron administrados mediante inyecéibn
intraperitoneal a ratones que tenian tumor en un total de 3 dosis
dadas en intervalos de 4 dias, es decir, en los dias 1, 5, y 9.
Los conjugados de HB8-caliqueamicina inhibieron el crecimiento de
todos los tipos de tumor. Ver figuras 10, 11A-11B, 12, 13A-13B, y

14.

Ejemplo 4

Eficacia Antitumoral de los conjugados HB8-Caliqueamicina Usando

un Modelo Ortotépico de Cancer de pulmén humano

Para determinar adicionalmente la habilidad de objetivacién
de los anticuerpos que tienen conjugados HB-caliqueamicina, un
modelo ortotépico para células no pequeflas y células pequeflas de
cédncer fue cruzado, esencialmente como se describié por Onn et
al. (2003) Clin. Cancer Res. 9(15):5532-5539. En resumen, las

células de adenccarcinoma de pulmén humano (PC14PE6) fueron
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inyectadas en las venas de la cola de ratones desnudos, que luego
migraron para formar tumores en el pulmébn. Los tumores
aparecieron como nbédulos sélidos en el parenquima del pulmén y
causaron efusiones hemorrdgicas pleurales que contenian las
celulas de tumor suspendidas. Ver las figuras 15A-15G. ILa
inyeccién de los compuestos de control y los conjugados de HB-
caliqueamicina fueron administrados mediante inyeccién
intraperitoneal a los ratones que tenian los tumores iniciando en
el dia sexto después de la inyeccién de las células de tumor para
un total de 3 dosis dadas en intervalos de 4 dias, es decir, en
los dias 6, 10, y 14. La administracién de los conjugados H8-
caliqueamicina resultdé en una supervivencia incremental de
animales que 1llevaban los tumores. Ver figura 16. La
adminlstracién de anticuerpo H8 no conjugado o el control
conjugado de CMA no redujo las efusiones pleurales. Sin embargo,
un CMS ligeramente incrementd la sobrevivencia promedio de los

ratones que llevaban el tumor. Ver figura 17.

Ejemplo 5

Preparacidn y Caracterizacién de Anticuerpos Anti-5T4 Humanizados

Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados fueron
preparados usando secuencias derivadas del anticuerpo HE8 de
murina y secuencias del anticuerpc humano. Las secuencias de los
anticuerpos representativos de la invencidén se muestran el las

Figuras 27A-27F.

Los anticuerpos H8 quiméricos fueron construidos con

secuencias de regiones de cadena pesada y cadena liviana variable

R
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de H8 de murina y secuencias de regiones constantes humanas
(Figuras 27A-278B) . lLas regiones constantes humanas
representativas que fueron usadas para preparar los anticuerpos
quiméricos y humanizados HB8 incluyen aquellas de IgGl humano,
kappa humano, y IgG4 humano. lLas mutaciones fueron introducidas
opclonalmente para alterar las funciones efectoras de la regién
constante, tal como la citotoxicidad dependiente de célula (CDC),
la lisis complementaria, y la citoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC). Ver figuras 26A-26B. Parar lograr las regiones
constantes de IgG que codifican las secuencias, las secuencias
intronicas pueden ser eliminadas opcionalmente. Ver ejemplo 6.
Los anticuerpos fueron también preparados en donde una cadena de
anticuerpo comprende la regién variable de H8 de murina (como en
el anticuerpo quimérico) y la otra cadena de anticuerpo comprende
una regién variable H8 humanizada, es decir, un anticuerpo

semihumanizado (Figure 27C).

Las regiones variables de H8 humanizadas fueron construidas
para incluir los CDR del H8 de murina injertado en regiones de
marco de trabajo humanas o sustancialmente humanas. Los CDR del
anticuerpo HB8 de murina fueron identificados usando la definicién
AbM, que esta basada en la variabilidad de las secuencia como
también de la localizacién de las regiones de lazo estructural.
Los marcos de trabajo aceptores humanos fueron seleccionados
sobre la base de que elle eran sustancialmente similares a las
regiones de marco de trabajo de anticuerpo HB de murina, o las
cuales fueron mis similares a la secuencia de consenso de la
subfamilia de regién variable. Ver figuras 18-23. La

consideracién también fue dada para la representacién del lugar
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de la estructura de trabajo en humanos, tal como las secuencias
ampliamente representadas que fueron preferidas cobre secuencias
menos populosas. Las mutaciones adicionales de las secuencias
aceptoras del marco de la estructura humana fueron hechas, por
ejemplo para restaurar los residuos de murina que se cree que
est4dn involucrados en los contactos de antigeno y/o los residuos
involucrados en la integridad estructural del sitio por ligado de
antigeno. La secuencia de aminodcido también puede optimizar para
la preferencia de codén de células CHO y para remover los sitios
de restricciétn de enzima. Un programa de de prediccién de
estructura de péptidos fue usado para analizar las secuencias de
regién pesada y liviana variables humanizadas para identificar y
evitar los sitios de modificacién de proteina postranslacional
introducidos por el diseflo de 1la humanizacidn. Usando esta
estrategia, 3 versiones de reglones variables de HB8 humanizadas.
La wversién 1 retiene los residuos HB8 de murina dentro de la
secuencia de la estructura que se cree que es critica para la
integridad del anticuerpo y el ligado del antigeno. La versién 2
retiene los residuos de murina solamente en los CDR. La versién 3
es similar a la versién 2, con la excepcién que una secuencia de
regién de consenso fue usada como la estructura aceptora de
cadena pesada. La regién variable de cadena liviana del
anticuerpo de la versién 3 es igual a aquella del anticuerpo de

la versién 2. Ver figuras 24A-24C.

La regiones pesada y liviana variables del anticuerpo HS
anti-5T4 fueron clonadas wusando 1la sintesis SMART® cADN
{Clontech) sequida por amplificacién PCR. E1l cADN fue sintetizado

a partir de 1 ug de ARN total aislado de las células de hibridoma

™~
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HB8, usando oligo(dT) y el oligo SMART IIA con POWERSCRIPT™ como
transcriptasa inversa {Clontech). El cADN fue entonces
amplificado por PCR usando un cebador que templa laas secuencias
oligo SMART® IIA y un cebador especifico de la regidn constante
humana (Kappa de ratédn para la cadena liviana, IgGI de ratén para
la cadena pesada) con polimerasa VENT®. Los productos PCR de las
cadenas pesada y liviana fueren subclonados en el vector de
expresidén pED6 y la secuencia de acido nucleico fue determinada.
Este método es ventajoso en que no se requirid un conocimiento
anterior de la secuencia de ADN. En adicién, la secuencia de ADN
resultante no esta alterada por el pulso de cebadores PCR

degenerados.

Diversas discrepancias fueron notadas entre las secuencias
de nucleétido H8 de murina cuando se comparé con la secuencia de
nucleédtido publicada (Publicacién Internacional PCT No. WO
98/55607 y en Forsberg et al. (1997) J. Biol. Chem. 272(19):
124430-12436). Las diferencias anotadas no alteran la secuencia
de la proteina. La diferencia de T (publicado) al C presenta en
el coddn para el aminodcido 133 de la regidén variable de cadena
pesada se correlaciona con los codones ACT y ACC,
respectivamente. Tanto el cédigo ACT y el ACC para el aminodcido
treonina (T). La diferencia T (publicado) a C presente en el
codén para el aminodcido 138 de la regidén de variable de cadena
pesada se correlaciona con los codones TCT y TCC,
respectivamente. Tanto los cédigos TCT y TCC para el aminodcido
serina (S). La diferencia de A (publicado) a C que se presenta en
el codén para el aminodcido 126 de la regién de variable de

cadena liviana se correlaciona con los codones ATA y ATC,

2
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respectivamente. Ambos cédigos ATA y ATC son para el aminoacido

isoleucina (I).

Para la construccién de regiones variables de cadena liviana
de HB8 humanizado, la secuencia de la linea germinal DPK24 VL-
IV/locus B3 fue usada como la estructura aceptor. La secuencia
DPK24 es 68% idéntica a la regién variable de cadena liviana H8
de murina y contiene 18 sustituciones de aminoidcidos cuando se
comparo la secuencia de la estructura de la cadena liviana de HB8
de murina. La versién 1 de la regién variable de cadena liviana
del H8 humanizado mantuvo los residuos de HB8 S43, S49, y F87. Las
mutaciones que fueron determinadas para incrementar la expresién

incluyen F108, T45K, I163S, Y67S, F713L, y T77S. Ver figura 18.

Los anticuerpos humanizados también fueron construidos
usando regiones de estructura de la regién variable de cadena
liviana de los subgrupos de clon VgIII y VgI. Ver las figuras 19-
20. En particular, los anticuerpos gque incluyen las cadenas
livianas de los subgrupos VxIII de las regiones de estructura y
la versién 1 del anticuerpo H8 humanizado descrita son ambas
altamente expresadas y estables. Nueve mutaciones (T7S, D17E,
V19A, S50Y, I163S, Y67S, F73L, T77S, y F87Y) para la humanizacién
de la regién variable de cadena liviana del H8 sobre las
estructuras de lineas germinales VgIII L16, L2, A27, L6, L10O, ¥y
L25 han sido introducidos en la versién 2 del anticuerpo HS8
humanizado y no comprometen la afinidad de ligado. Similarmente,
10 mutaciones (T7S, F10S, V19A, T46K, S50Y, I63s, T67S, F73L,
T77S, y F87Y) para la humanizacién de la regidn de variable de

cadena liviana del H8 con base en las estructuras de lineas

nn..,/§7
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germinales del subgrupo VxI han sido introducidas en el
anticuerpo H8 humanizado sin afectar su afinidad para el ligado.
En adicién, las sustituciones de aminodcido en las posicicnes 1,
9, 10, 12, 15, 22, 43, 45, y B3 de la regién variable de cadena

liviana HB no afectan el ligador antigeno.

Para la construccién de regiones variables de cadena pesada
de H8 humanizado, la secuencia de linea germinal DP75 VH-I/locus
1-02 fue usada como la secuencla aceptora. La secuencia DP75 es
65% idéntica a la regién variable de cadena pesada de HB y
contiene 28 sustituciones de amino&cido cuando se comparo con la
secuencia de estructura de la cadena pesada de HB de murina. La
versién 1 de la regién variable de cadena pesada de HB humanizado
mantuvoe los residuos K38 y S40 del HB de murina, que son
importantes para el contacto con el antigeno cuando las regiones
variables de cadena pesada y cadena liviana, lo mismo que I48,
que es importante para el contacto de antigeno con las regiones
variables y con CDR2. Ver fiqura 21. Alternativamente, la versién
3 de la cadena pesada H8 humanizada fue preparada usando la
secuencia de consenso del subgrupo de la regién variable de
cadena pesada. La secuencia de consenso contiene 25 sustituciones
de aminodcidos cuando se comparé con la secuencia de estructura

de cadena pesada del H8 de murina. Ver figuras 22-23.

Las regiones variables de cadena pesada y cadena liviana del
H8 humanizado fueron construidas mediante templar junto los
oligonucledétidos sobrepuestos y ligarlos en el vector de
expresién pED6é que contiene una regién constante de anticuerpo

humano. Las regiones variables de cadena pesada y liviana

oP
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humanizada pueden también ser construidas usando mutagénesis PCR
o mutagénesis dirigida a sitio. El disefio de los oligonucledétidos
incluidos la optimizacién del uso del codén para la expresién
celular CHO y la remocién de los sitios de restriccion de enzima.
Un sitio de restricecién BglII fue removido de la regidén pesada
variable del HB. Los oligonucleétidos usados para sintetizar la
versién 1 de la regiébn variable de cadena liviana del H8
humanizado se establece como el SEQ ID NOs: 27-32. Los
oligonucleétidos usados para sintetizar la versién 2 de la regién
variable de la cadena liviana del H8 humanizado se establece como
SEQ ID NOs: 33-36. Los oligonucledtidos usados para sintetizar la
versién 1 de la regién variable de cadena pesada es H8 humanizado
se establecen como SEQ ID NOs: 37-44. Los oligonuclettidos usados
para sintetizar la versién 2 de la regién variable de cadena
pesada de H8 humanizado se establecen como SEQ ID NOs: 37, 39-42,
y 44-46. Los oligonucleétidos usados para sintetizar la versién 3
de la regién variable de cadena pesada del H8 humanizado se

establecen como SEQ ID NOs: 37, 40, 41, y 44-48.

Para determinar la novedad de las secuencias de regién
variable de H8 humanizado, busquedas BLASTp (bisqueda de
secuencias de proteina) fue conducida usando pardmetros por
defecto de un filtro de baja complejidad, Expect=10, Word Size=3,
y la matriz BLOSUM62, que permite espacios de costos de
existencia=11, y extensién=l. Las bisquedas BLASTn (para bisqueda
de secuencias de nucledtidos) fueron conducidas usando parametros
por defecto de Expect=10, Word Size=ll, y un filtro de
complejidad baja. Los resultados de la bisqueda final son

reportados como una lista de secuencia relacionada a la secuencia

Ry
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de la pregunta, raqueada o clasificada en orden del valor E, es
un indicador de 1la significancia estadistica de los casos
identificados en la base de datos. Las secuencias mas
cercanamente relacionadas a las secuencias de la regién variable
humanizada usadas por el andlisis BLAST son identificadas en la
tabla 5 (BLASTp) y la tabla 6 (BLASTn). Los resultados BLAST y
una alineacién de cada secuencia de consulta con la secuencia

sujeto relacionada mis cercana se muestran en las Flguras 25A-

250.
Tabla 5
Andlisis BLASTp
Identidad
(%) de las
Secuencia Descripcién de las secuenclas
Secuencias Figura
de Consulta objeto mads cercana
objeto mas
cercanas
Versién 1

gil229528|prf|751423A
VL (SEQ ID 17% 25A

proteina Len, Bence-Jones
No: 17)

Versién 2
gil|229528 |prf|751423A

VL (SEQ ID 80% 25C
proteina Len, Bence-Jones

No: 23)

Versién 1 gi|161791|gb|AAB16857.1 Homo

VH (SEQ ID 82% sapiens immunoglobulin IgM 25B
No: 18) regién VH1 de cadena pesada

Versién 2 gi|161791|gb|AAB16857.1 Homo

VH (SEQ ID 85% sapiens immunoglobulin IgM 25D
No: 21) regién VH1 de cadena pesada

Versién 3

gi117939658 |gb|AAH19337.1|
VL (SEQ ID 80% _ 25E
proteina Homo sapiens IGHGl
No: 19)
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Identidad
(%) de las
Secuencia
Secuencias
de Consulta
objeto mas
cercanas
Versién 1
VL (SEQ ID
No: 81)
90%
Versién 2
VL (SEQ ID
No: 22)
89%
Versién 1
VH (SEQ ID
No: 82)
93%
Versiédn 2
VH (SEQ ID
90%
No: 20)
Versién 3
Vil (SEQ ID
90%
No: 83)

132 PCT/US2005/032196
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Tabla 6

Analisis Blasén

Descripcién de las secuencias

objeto mids cercana

gi|7769338 |gb|AF206032.1
Hibridoma mus musculus 16B2-
Al reqgién variable de cadena
liviana antimiosina de
inmunoglobulina mARN, parcial
cds

gi|7769338|gb|AF206032.1
Hibridoma mus musculus 16B2-
Al regién variable de cadena
liviana antimiosina de
inmunoglobulina mARN, parcial
cds

gi|34539549|gb|AY369876.1
Hibridoma mus musculus 16B2-
Al regi6én variable de cadena
pesada antimiosina de
inmunoglobulina mARN, parcial
cds

gi]4719385|emb|AJ045366.1
construccién sintética para
el anticuerpo anti-PLAP ScFv,
clon GLC4
gi)47109385|emb|AJ04536.1]
construcciébn sintética para
el anticuerpo anti-PLAP ScFv,

clon GLCA4

Figura

25J-25K

25F-25G

251L-25M

25H-251

25N-250
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Para confirmar que los anticuerpos gquiméricos y humanizados ;;;’
podrian ser expresados, las células COS-1 fueron transfectadas
transitorio con un plasmido que codifica anticuerpos
representativos anti-5T4 de la invencién. Después de un periodo
de 48 horas, el medio de cultivo celular fue ensayado para
determinar los niveles de anticuerpos IgG humanos usando un
ELISA. Como se muestra en la tabla 7, todos los anticuerpos anti-

5T4 fueron expresados.

Tabla 7

Expresién de Anticuerpos Anti-5T4 Quiméricos y Humanizados

Anticuerpo Medio en cultivo Incrementar el
celular en IgG doblez en la
humano (pg/ml) expresién relativa

al HB quimérico
HB quimérico
(mVH/mVL)

0.5 --

HS semihumanizado
{mVH/hVL1)
Versién 1 de H8

8.4 17

humanizado 3.6 7
(hVH1/hVL1)

Versién 2/1 de HS8

humanizado 2.0 4
(hVH1/hVL2)

Versién 1/2 de HS8

humanizado 4.3 9
(hHVL1/hVL2)

Versién 2 de HS8

humanizado 2.1 4
{hVH2/hVL2)

mVH, regién variable de cadena pesada de H8 de murina



o

WO 2006/031653 134 PCT/US2005/032196

nnofo

mVL, regién variable de cadena liviana de H8 de murina

hVvH1, Versién 1 de la regién variable de cadena pesada del
H8 humanizado

hVvLl, Versién 1 de la regién variable de cadena liviana del
H8 humanizado

hVH2, Versién 2 de la regién variable de cadena pesada del
H8 humanizado

hvL2, Versién 2 de la regién variable de cadena liviana del

H8 humanizado

Para determinar la especificidad de ligado y la habilidad de
los anticuerpos HB quiméricos y humanizados, el andlisis BIACORE®
fue llevado a cabo usando el antigeno 5T4 humano inmovilizado
sobre una pastilla CM5. En la tecnologia BIACORE® utiliza los
cambios en el indice de refraccién en la capa de superficie luego
del ligado del anticuerpo al antigeno 5T4 inmovilizado sobre la
capa. Bl ligado es detectado por la resonancia plasmén de
superficie (SPR) de 1la refraccién de la 1luz léser de la
superficie. El andlisis de la cinética de la seflal en la rata y
fuera de rata permite la discriminacién entre interacciones no
especificas y especificas. La concentracién del anticuerpo
cruzado estaba en el rango de 12.5 nM a 200 nM. Ver tabla 8. Los
anticuerpos quiméricos, semihumanizados y humanizados de H8 se
llevaron a cabo de manera similar al ensayo del anticuerpo de HB

de murina en el BIACORE®.

Tabla 8

Resultados del Ensayo BIACORE®

A
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Anticuerpo
H8 de murina
H8 quimérico
(mVH/mVL)
Versién 1 de HB
humanizado
(hVH1/hVL1)
Versién 2 de HB
humanizado
(hVH2/hVL2)
Versién 3 de HB
humanizado
(hVH3/hVL2)

KD (M)
5.8 X 1071¢
3.0 X 1070

8.4 X 107°

1.2 X 107¢

1.2 X 107

135

Kd (1/s)
5.9 X 1071°
4.2 X 10°°

7.8 X 10°°

1.3 X 10°*

1.9 X 107®

y
PCT/US2005/032196

Ka (1/Ms)
1.0 x 10°

1.4 X 108
!

0.9 X 10°
1.1 X 10°

1.5 X 10°

mVH, regién variable de cadena pesada de HB de murina

mVL, regién variable de cadena liviana de H8 de murina

hVH1l, versién 1 de la regién variable de cadena pesada del

H8 humanizado

hvLl, Versién

H8 humanizado

hVH2, Versién

H8 humanizado

hvL2, Versién

H8 humanizado

hVH3, Versién

H8 humanizado

1 de la regién variable de cadena liviana del

2 de la regién variable de cadena pesada del

2 de la regién variable de cadena liviana del

3 de la regién variable de cadena pesada del

Para determinar la selectividad del ligado, el andlisis FACS

fue llevado a cabo para detectar el antigeno 5T4 de las células

MDAMB435/neo © sobre las células MDAMB435/5T4 usando versiones

quiméricas de H8 de murina, y versiones humanizadas de H8, en las
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concentraciones indicadas. Todos los anticuerpos mostraron un

ligado selectivo a células que expresan 5T4. Ver figuras 28A-28B.

Las propiedades de ligado del anticuerpo H8 quimérico y de
las secciones 1~3 del H8 humanizado fueron determinadas usando un
ensayo de ligado competitivo como sigue. Platas ELISA fueron
recubiertas con antigeno 5T4 humano, a cada pozo se le agrego
100pl de 1lpg/ml de antigeno 5T4 en PBS-CMF con pH 7.2. Las placas
fueron incubadas durante la noche a 4°C. Después de recubrir con
el antigeno, las placas fueron lavadas en una solucién de bloqueo
de 0.02% de caseina en PBS-CMF, con pH 7.2 durante 2-4 horas a
temperatura ambiente. Diluciones seriales de 250ng/ml de
anticuerpo de H8 quimérico en amortiguador de ensayo (0.5% BSA +
0.02% TWEEN®-20 en PBS) se prepararon, se transfirieron a 1la
placa ELISA recubierta y bloqueada, y se incubaron durante 1-2
horas a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas 4 veces
con 200 pl de 0.03% TWEENO-20 en PBS. La seflal se desarrollo
durante 10-15 minutos a temperatura ambiente seguido por la
adicién de 100pl BIOFX® TMB (Biofx Laboratories, 1Inc. de
Randallstown, Maryland) por pozo. La reaccién se detuvo mediante
la adicién de 100ul por pozo de HaSO al 0.18 N. Todas las etapas
de incubacién y de lavado fueron llevadas a cabo con agitacién
suave. Las placas ELISA fueron leidas a 450nm. E1 ED5S0 del
anticuerpo biotinilado que liga al antigeno fue determinado por
graficacién OD450 (puntos de datos duplicados promediados) como
una funcién de la concentracién del anticuerpo biotinilado. Las
placas ELISA de competicién fueron llevados a cabo mediante
preparar las placas ELISA recubiertas y bloqueadas segin se dijo

antes, transferir a tales placas diluciones seriadas de el

nnzzfg_)
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anticuerpo de ensayo Jjunto el anticuerpo de HB quimérico 43\
biotinilado y la concentracién ED50 fue calculada. La marca de
biotin fueb amplificada usando estreptavidin-HRP diluido 1:10,000
en amortiguador de ensayo, seguido por el desarrollo de la seifial

y la cuantificacién como se dijo anteriormente. Ver figura 29.

Para determinar so los anticuerpos anti-5T4 humanizados son
internalizados luego del ligado al antigeno 5T4, la cantidad de
anticuerpo detectado en la superficie celular de las células
MDAMB435/5T4 fue determinada usando el andlisis FACS como se
describié en el Ejemplo 1. Como se observo para el anticuerpo de
H8 quimérico y los conjugados de anticuerpo H8/caliqueamicina,
los anticuerpos de H8 humanizado fueron internalizados por 1la

células que expresaron 5T4. Ver figura 30.

Ejemplo 6

Expresién Transiente y Estable de Anticuerpos de H8 Humanizados

Para una produccién a gran escala de antlcuerpos H8
humanizados, las lineas de células CHO que expresan las versiones
1-3 del H8 humanizado fueron preparadas. En una etapa inicial,
el nivel de produccién de anticuerpos fue determinado gsiguiendo
la expresién transiente de los vectores de codificacién en
células COS-1. Las cadenas livianas y pesadas del H8 humanizado
que codifica el ADN fueron subclonadas en vectores de expresidn
bi-cistronicos pSMED2 (resistencia al metotrexato) vy pSMEN2
(resistencia a la neomicina), respectivamente. Los tres

anticuerpos H8 humanizados fueron expresados en niveles
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similares, que eran mayores que lo observado para el anticuerpo

H8 quimérico. Ver figura 31.

Para la expresién en células CHO, la regién constante mutada
del 1IgG4 humano fue optimizada adicionalmente mediante la
remocién de tres intrones, lo gue resulto en una expresién mas
alta y estabilidad de los anticuerpos H8 humanizado. Las lineas
de células HB8 que expresan los anticuerpos CHO humanizados fueron
preparadas mediante co-transfectacién de 1la cadena pesada
pPSMED2 huH8 y la cadena liviana pSMEN2_huH8 en la linea celular
Dukx de CHO fue adaptada 153.8. El nivel de expresién del clon
lider, seleccionado en 50 nM de metotrexato, tenia un titule
promedio de 17 mg/litro/24 horas y una productividad celular
promedio de 10 pg/10® células/24 horas. El1 grupo lider,
seleccionado en 50 nM de metotrexato y G418 (1 mg/ml), tienen un
titulo promedio de 8 mg/litro/24 horas y su productividad celular

promedio es de 6 pg/10°® células/24 horas.

Ejemplo 7

Preparacién y Caracterizacién de Conjugadcs de HB Humanizado-

Caliqueamicina

lLos anticuerpos HB humanizados fueron conjugados a 1la
caliqueamicina esencialmente como se describié en el Ejemplo 2.
Los aditivos de deoxicolato y decanocato de sodio cada uno produjo
un conjugado con bajos niveles de proteina no conjugada y

agregada. Ver tabla 9.

Tabla 9
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Conjugacién del H8 Humanizado y la Caliqueamicina a 5 mg de

Escala de Produccién

Final de los datos de reaccién

Aditivo/conc Proteina Carga

(mg/mL) (mcg/mg) Agregado LCF
Deoxicolato/10mM 5.27 78.9 7.1 1.88
Decanoato/37.5mM 4.95 84.8 7.07 0

La cinética de 1ligado de conjugado de H8 murina, HB
humanizado, y H8 humanizado/caliqueamicina fueron comparados por
resonancia de plamén, esencialmente como de describié en el
ejemplo 2. La muestra conjugada contenia 61 pg de CalichDMH por
mg de proteina, 1% de anticuerpo libre, y 1.4% de agregado. Las
propiedades de ligado de los conjugados de la versién 2 de H8
humanizado-caliqueamicina fueron comparables a aquellas de los
conjugados de H8 de murina-caliqueamicina (Tabla 10), indicando
que ni la humanizacién del anticuerpo ni la conjugacién a la
caliqueamicina afectaron el ligado a 5T4. Estos resultados fueron
confirmados independientemente mediantes determinar el ligado de
anticuerpo y conjugados sobre células de tumor que expresan 5T4

usando citometria de flujo.

Tabla 10

Resultados del Ensayo BIACORE® usando conjugados de

anticuerpo/Caliqueamicina (CM)

Conjugado KD (M) Kd (1/s) Ka (1/Ms)
H8 de murina/CM 5.8 X 100 5.9 X 10° 1.0 X 10°%
Versién 2 de H8 humanizado/CM 1.7 X 107 2.0 c 10° 1.2 x 10°

nn)ﬂ:5
B
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Versién 2 de H§ 2.6 X 10°1° 3.4 X 10°* 1.3 x 10°

humanizado/AcBut/CalichDMH

Ejemplo 8

Eficacia Antitumor de los Conjugados de HB Humanizado-

Caliqueamicina In Vitro

Para determinar la cit9toxicidad. de los conjugados de HB
humanizado-caliqueamicina in vitro, se cultivaron células
MDAMB435/5T4 (células de carcinoma de pecho humano que
gsobreexpresan el antigeno 5T4 humano) y células MDAMB435/neo
(células de control) en la presencia de conjugados de anticuerpo-
caliqueamicina o caliqueamicina libre, esencialmente como se
describié, por Boghaert et al. (2004), Clin. Cancer Res., 10:
4538-4549., En la tabla 11, la citotoxicidad de cada agente es
reportada como EDS0 (ng/ml), que la cantidad de caliqueamicina
dada como conjugado como droga libre gque cause el 50% de
reduccié4n en un cultivo celular con relacién a un control no
tratado. El1 numero de células en el cultivo fue determinado
usando una tintura vital (MTS) seguido por exposicién a 96 horas
de droga. E1 ED50 o el conjugado fueron inferiores
consistentemente (3-veces 16-veces) cuando se agrego a las
células MDAMB435/5T4 que cuando se agregé a las células

MDAMBA435/neo.

La citotoxicidad de 1los conjugados de H8 humanizados-
caliqueamicina fueron también determinados usando células
MDAMB435/5T4 y MDAMB435/neo cultivadas de una manera adecuada

para crecimiento esteroide. Este modelo se aproxima a las
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condiciones de un tumor en desarrollo y tiene una resistencia
inherente mayor a las drogas citotéxicas. Otra ventaja del modelo
es que este permite periodos de cultivo mis largos. Luego de 144
horas de cultivo en la presencia de conjugados de anticuerpo-
caliqueamicina o caliqueamicina libre, las dimensiones de cada
esteroide fueron determinadas. Como se muestra en la tabla 12, el
ED50 del huH8-AcBut-CalichDMH fue 6 veces inferior cuando se
agrego a las células MDAMB435/5T4 que cuando se agrego a las

células MDAMB435/neo.

Usando cualquier ensayo, los conjugados de HB humanizado-
caliqueamicina fueron sustancialmente mis potentes para inducir
citotoxicidad e inhibir el crecimiento esteroide cuando se
comparé con la caliqueamicina libre o al CMA-676, un conjugado
anti-CD33-caliqueamicina. La toxicidad selectiva de las células
PC14PE6 pudieron demostrar en un ensayo de formacién de colonia y
un ensayo esteroide pero no en un ensayo de tinturado vital. Los
resultados demuestran que la citotoxicidad de conjugado se
relaciona directamente con la cantidad de 5T4 expresados por las
células. En adicién, el conjugado es mis eficaz que la droga

libre (CalichDMH) o el conjugado de control {(CMA-676).

Tabla 11

Resultados para el Ensayo MTS

Células MDAMB435/5T4 MDAMB435/neo
Experimento A B A B
ED50 (ng/ml) CalichDMH 10 4 2.3 2.2

ED50 {(ng/ml) huH8-AcBut-CalichDMH 0.15 0.13 0.43 0.8
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f~a
ED50(ng/ml) CMA-676 40 >400 30 70 qg?\

Potencia X veces de huH8-acBut- 100 31 5.3 2.8
CalichDMH comparado con el

CalichDMH

Potencia X veces de huHB8-AcBut- 267 >3,077 70 80

CalichDMH comparado con el CMA-676

CalichDMH, caliqueamicina libre

huH8-AcBut-CalichDMH, conjugado de anticuerpc HB humanizado
a la caliqueamicina usando A&cido 4-(4'-acetilfenoxi)butanoico
(AcBut)

Anticuerpos CMA-676, V'8 anti-CD33 conjugados a la
caliqueamicina

Experimentos A & B, experimentos llevados a cabo en dias

separados

Tabla 12

Resultados para el Ensayo de Crecimiento Esferoide

Células MDAMB435/5T4 MDAMB435/neo
ED50 (ng/ml) CalichDMH 1.6 2

ED50 (ng/ml) huH8-AcBut-CalichDMH 0.5 0.08
ED50 (ng/ml) CMA-676 11 3.2
Potencia X veces de huHB-acBut- 3.2 25
CalichDMH comparado con el

CalichDMH

Potencia X veces de huHB-AcBut- 22 40

CalichDMH comparado con el CMA-676

CalichDMH, caliqueamicina libre
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huH8-AcBut-CalichDMH, conjugado de anticuerpo HB humanizado
a la caliqueamicina usando A4cido 4-(4’-acetilfenoxi)butanoico

(AcBut)

anticuerpos CMA-676, Y anti-CD33 conjugados a la

calliqueamicina

Ejemplo 9

Eficacia Anti~Tumor de Conjugados de H8 Humanizado-Caligqueamicina

Usando Xenoinijertos subcutédneos

para determinar la citotoxicidad de los conjugados de HS8
humanizados-caliqueamicina in vivo, se prepararon tumores en
ratones desnudos mediante la inyeccién subcutédnea de células N87
(células del carcinoma gé&strico humano), células MDAMB435/5T4
(células del carcinoma de pecho humano gque sobreexpresan el
antigeno 5T4 humano), o células PCl4PE6 (células de cancer de
pulmén células no pequeflas humana). Los conjugados de HS8
humanizado-caliqueamicina y los agentes de control fueron
administrados mediante inyeccién intraperitoneal a los ratones
que tenian los tumores en un total de 3 dosis dadas en 4 dias de
intervalo, es decir, sobre los dias 1, 5, y 9 seguido por la
seleccién de los tumores cuando no hubieran logrado el tamafio de
aproximadamente 0.08 cm® (Figuras 33A-33C, 34A-34C, 35A-35C, y
35E) o en los dias 19, 23, y 27 luego de la selecciétn de tumores
que habian alcanzado un tamafio de 1.08 em® (Figura 35D). En un
estudio, los animales que llevaban los tumores de recaida fueron
tratados (Figura 35E). Un total de 11 animales fueron tratados
con conjugados de HB8 humanizado-caliqueamicina, y 13 animales

fueron tratados con las sustancias de control indicadas.
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Las ratas de respuesta a la terapia fueron determinadas 89
dias después de la primera dosis. La rata de respuesta compieta
(CR) es el porcentaje de sobrevivencia de ratones con un tamafo
de pulmén mas pequefio o igual al volumen de tumor inicial
promedio del grupo. La rata de respuesta parcial (PR) es el
porcentaje de sobrevivencia de ratones con un tamafio de tumor mas
pequefio o igual a dos veces el volumen de tumor inicial promedio
del grupo. La respuesta total (TR) es la suma de CR y PR. Ninguna
respuesta (NR) es calculada como (100-TR). Ver las figuras 33C,
34Cc, y 35C. Los conjugados del HS8 humanizado-caliqueamicina
inhibieron el crecimiento de todos los tipos de tumor. Ver las
figuras 33A-33B, 234A-34B, 35A-33D, Yy 36A-36B. la cantidad de
huH8-AcBut-CalichDMH que se requirié para inhibir las células
PC14PE6, es decir, la dosis efectiva minima es de por lo menos 16

veces menor que la mAxima dosis no letal.
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(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(£)

(9)

(h)

2.

- ﬂﬂﬂ/i

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado que comprende
por lo menos una cadena liviana o por lo menos una cadena
pesada, o un fragmento quimérico humanizado de las mismas,
en donde el anticuerpo o fragmento de anticuerpo

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado de por lo menos cerca 1 x 1077 M a cerca de 1 x 10°
12 M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que 1 x 107! M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que 5 x 107! M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que una afinidad de ligado del anticuerpo
anti-5T4 de H8 de murina que liga al antigeno 5T4 humano;
objetiva especificamente células que expresan 5T4 in vivo;
compiten en cuanto al ligado al antigeno 5T4 humano con un
anticuerpo de cualquiera una de (a)-(e);

liga especificamente a un epitopo ligado por cualquiera uno
de (a)-(e); o

comprende un dominio de ligado de antigeno de cualquiera uno

de (a)-(e).

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento
de anticuerpo de la reivindicacién 1 que comprende regiones

constantes derivadas de regiones constantes humanas.

¥
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El anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento
de anticuerpo de la reivindicacién 2, en donde la regién
constante de cadena liviana humana es derivada de la regién

constante de cadena liviana kappa humana.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento
de anticuerpo de la reivindicacién 2, en donde la regién
constante de cadena pesada humana es derivada de de una
regidén constante de cadena pesada de IgGl humano o de IgG4

humano.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento
de anticuerpo de la reivindicacién 4, la regiétn constante de
cadena pesada del IgGl humano comprende una secuencia de

aminodcido de cualquiera una de SEQ ID NOs:25 o 85-89.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o el fragmento
de anticuerpo de la reivindicacién 4, en donde la regién
constante de cadena pesada IgG4 humana comprende la prolinea

en la posicidén 241.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de
la regién variable de cadena 1liviana comprende los

aminodcidos 1-107 de la SEQ ID NO:1.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o el fragmento de

anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de

9{2
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10.

(a)

..
la regién variable de <cadena pesada  comprende 1los

aminodcidos 1-120 de la SEQ ID NO:2.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o el fragmento de
anticuerpo de 1la reivindicacién 1, en donde la cadena
liviana comprende una regién variable que comprende una
secuenclia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:1, y en donde la cadena pesada comprende una regién
variable que comprende una secuencia de aminodcido de los

residuos 1-120 de la SEQ ID NO:2.

El anticuerpo anti-5T4 quimérico o el fragmento de
anticuerpo de’ la reivindicacién 1, en donde

la cadena liviana comprende una secuencia de aminodcidc de
la SEQ ID NO:1, y la cadena pesada comprende una secuencia

de aminodcido de la SEQ ID NO:2; o

(b) la cadena liviana comprende una secuencia de aminodcido de la

11.

(a)

{b)

SEQ ID NO:3, y la cadena pesada comprende una secuencia de

aminodcido de la SEQ ID NO:4.

El anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde 1la regién
variable de por lo menos una cadena liviana o por lo menos
una cadena pesada comprende:

las regiones de estructura que comprenden los residuos de
una regién de estructura de anticuerpo humano; y

uno o mas CDRs de la regién variable de cadena liviana de la
SEQ ID NO:17 o uno o mas CDRs de la regién variable de

cadena pesada de la SEQ ID NO:18.

ﬂn{:s
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12. El1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la relvindicacién 11, en donde la regién de
estructura comprende:

(a) una regién de estructura de cadena liviana del anticuerpo
humano de un clon de la linea germinal IV del subgrupo
DPK24, © un subgrupo de VXIII, o un clon de la 1linea
germinal del subgrupo VkI;

(b) una regién de estructura de la cadena pesada del anticuerpo
humano seleccionado entre el grupo que consiste de DP-75,
DpP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3(VH1-03), DP-15 y V1-B8(VH1-
08), DP-14 y V1-18(VH1-18), DP-5 y V1-24P(VH1-24), DP-4(VH1l-
45), DP-7(VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7(VH1-69), DP-88(VH1-
e}, DP-3 y DA-B(VH1-f);

{c) una secuencia de consenso de una regién de estructura de
cadena pesada de (b); o

(d) una regién de estructura que es por lo menos 95% idéntica a

una regién de estructura de (a)-(c).

13. El1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 11 que comprende por lo

menos dos CDRs de la SEQ ID NOs:17 o 18.

14. E1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 13, en donde 1la cadena
liviana comprende una regién variable que comprende por lo

menos dos de tres CDRs de la SEQ ID NO:17.
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15. El1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de “P
anticuerpo de 1la reivindicacién 14, en donde la cadena ,H
liviana comprende una regién variable que comprende tres

CDRs de 1la SEQ ID NO:17.

16. E1 anticuerpo anti-574 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 11, en donde 1la cadena
pesada comprende una regién variable que comprende por 1lo

menos dos de tres CDRs de la SEQ ID NO:18.

17. El1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicaciétn 16, en donde la cadena
pesada comprende una regién variable que comprende tres CDRs

de la SEQ ID NO:18.

18. El1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 11, en donde la cadena

liviana comprende los CDRs de la SEQ ID NOs:17-18.

19. E1 anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de
la regién variable de cadena liviana comprgnde:

(a) una secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 17 o 23;

(b) una secuencla de aminodcido que es por los menos 7B%
idéntica al SEQ ID NO0:17; o

(c) una secuencia de aminodcido que es por los menos B8l%

idéntica al SEQ ID NO:23.
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20.

(a)

(b)

(c)

(d)

21.

(a)

(b)

(c)

{(d)

22.

= iNn

El antlcuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de
la regién variable de cadena liviana es codificada por un
4cido nucleico que comprende:

una secuencia de nucleétido de la SEQ ID NO:22 o 81;

una secuencia de nucleétido que es por los menos 90%
idéntica al a4cido nucleico de la SEQ ID NO:22;

una secuencia de nuclebétido que es por los menos 91%
idéntica al &cido nucleico de la SEQ ID NO:8l1l; o

un 4&cido nucleico que hibridiza especificamente al
complemento de la SEQ ID N0O:22 o SEQ ID NO:81 bajo

condiciones de hibridacién exigentes.

El anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de
la regién variable de cadena pesada comprende:

una secuencia de aminoAcido establecida como cualquiera de
las secuencias SEQ ID NOs:18, 19, y 21;

una secuencia de aminodcido que es por los menos 83%
idéntica al SEQ ID NO:18;

una secuencia de aminodcido que es por los menos B81%
idéntica al SEQ ID NO:19; o

una secuencia de aminocAcidoe que es por los menos 86%

idéntica al SEQ ID NO:21.

El anticuerpo anti-5T4 humanizado o el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de
la regién variable de cadena pesada esta codificada por un

Acido nucleico que comprende:

s

M3
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(a)
{b)

(c)

(d)

23.

(a)

(b)

24.

(a)

una secuencia de nucleétido de la SEQ ID NO:20, 82, o 83;
una secuencia de nucledétido que es por los menos 91%
idéntica al &cido nucleico de la SEQ ID NO:20 o la SEQ ID
NO:83;

una secuencia de nucledétido que es por los menos 94%
idéntica al &cido nucleico de la SEQ ID N0:82; o

un &cido nucleico que hibridiza especificamente al
complemento de cualquiera una de las SEQ ID NOs:20, 82, y 83

bajo condiciones de hibridacién exigentes.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo
gque comprende:

una reqglidén variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de amino&cido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:5, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:6; o

una secuencla de aminoacidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:5, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:6.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo
que comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:7, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacido de los residuos 1-120 de la SEQ

ID NO:8; o

anady
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(b)

25.

(a)

(b)

26.

(a)

(b)

27.

una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:7, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:8.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo
que comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:9, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:10; o

una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:9, y una secuencia de aminoidcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:10.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fraémento de anticuerpo
que comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:12; o

una secuencia de aminoadcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:11, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:12.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo

que comprende:

PCT/US2005/032196
. noafs

A
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(a)

(b)

28.

(a)

(b)

29.

(a)

(b)

30.

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de amino&cido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de SEQ ID NO:19; o

una secuencia de amiéoacidos de cadena liviana de la SEQ ID

NO:11, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:84.

Un anticuerpo anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo
que comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de amino&cido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:8; o

una secuencia de aminodcido de cadena liviana de la SEQ ID
NO:11, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:8.

Un conjugado de anticuerpo/droga para suministrar droga que
comprende:

un anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o fragmento de
anticuerpo; y

una droga, que esta indirectamente o indirectamente ligada

al anticuerpo o al fragmento del anticuerpo.

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en

donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o

fragmento de anticuerpo:

nnao
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(a)

{b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(9}

(h)

31.

(a)

(b)

&

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado de por lo menos cerca 1 x 10’ M a cerca de 1 x 10°
12y,

1iga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que 1 x 107! M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que 5 x 107! M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de ligado mayor que una afinidad de ligado del anticuerpo
anti-5T4 de H8 de murina que liga al antigeno 5T4 humano;
objetiva especificamente células que expresan 5T4 in vivo;
compiten en cuanto al ligado al antigeno 5T4 humano con un
anticuerpo de cualquiera una de (a)-(e):;

liga especificamente a un epitopo ligado por cualquiera uno
de (a)-(e); o

comprende un dominio de ligado de antigeno de cualquiera uno

de {(a)-(e).

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o
fragmento de anticuerpo comprende:

una regién variable de cadena 1liviana gque comprende una
secuenclia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:5, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencla de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:6; ©

una secuencia de aminoacidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:5, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:6.

nnaﬁu
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32.

(a)

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacidén 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o
fragmento de anticuerpo comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:7, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ

ID NO:8; o

(b) una secuencia de aminoAcldos de cadena liviana de la SEQ ID

33.

(a)

(b)

34.

NO:7, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:8.

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacidén 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o
fragmento de anticuerpo comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:9, y una regién varlable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminodcido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:10; o

una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:9, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:10.

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o

fragmento de anticuerpo comprende:

DjV{;I
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(a)

(b)

35.

(a)

(b)

36.

(a)

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11l, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoécido de los residuos 1-120 de la SEQ
ID NO:12; o

una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:11, y una secuencia de aminoAcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:12.

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacidén 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o
fragmento de anticuerpo comprende:

una regién variable de cadena liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11, y una regiédn variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminocadcido de SEQ ID NO:19; o

una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:11, y una secuencia de.aminoécido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:84.

El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en
donde el anticuerpo anti-5T4 gquimérico o humanizado o
fragmento de anticuerpo comprende:

una regién variable de cadena 1liviana que comprende una
secuencia de aminodcido de los residuos 1-107 de la SEQ ID
NO:11, y una regién variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoidcido de los residuos 1-120 de la SEQ

ID NO:8; o

nrr7ﬁ2
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S
{b) una secuencia de aminodcidos de cadena liviana de la SEQ ID
NO:11, y una secuencia de aminodcido de la cadena pesada de

la SEQ ID NO:8.

37. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en
donde la droga es un agente terapéutico selecclilonado entre
el grupo que consiste de una citotoxina, un radioisotopo, un
agente Iinmunomodulatorio, un agente anti-angiogénico, un
agente anti-proliferativo, un agente pro-apoptotico, un

agente quimioterapeutico, y un acido nucleico terapéutico.

38. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 37, en

donde el agente terapéutico es una citotoxina.

39. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 38, en
donde la citotoxina es una antibiético, un inhibidor de
polimerizacién de tubulina, un agente alquilante, un
inhibidor de 1la sintesis de proteina, un inhibidor de
proteina quinaza, un inhibidor de fosfataza, un inhibidor de

topoisomerasa, © una enzima.

40. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 39, en

donde la citotoxina es un antibiético.

41. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 40, en

donde el antibiético es caliqueamicina.
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42. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 41, en qf;
donde la caliqueamicina es un derivado de N-acetilo o un (b

andlogo de disulfuro de caliqueamicina.

43. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 42, en

donde la caliqueamicina es N-acetilo-y-caligueamicina.

44, El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 29, en
donde la droga esta ligada al anticuerpo mediante un

enlazador.

45. El conjugado de anticuerpo/droga de la reivindicacién 44, en
donde el enlazador es seleccionado entre el grupo dque
consiste de &cido 4-(4’acetilfenoxi)butanocico (AcBut), é&cido
3-acetilfenil acidico (AcPac), é&cido 4-mercapto-4-metil-

pentanoico (Amida), y sus derivados.

46. Un método para suministrar una droga a células que expresan
5T4 que comprende poner en contactoe las células con un
conjugado de anticuerpo/droga que comprende (i) un
anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o fragmento de
anticuerpo, y (ii) una droga que esta ligada al anticuerpo
anti-5T4 humanizado o fragmento de anticuerpo directamente o

indirectamente.

47. El1 método de la reivindicacién 46, en donde la droga es

internalizada en una célula objetivo.
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. ﬂf.‘ﬁs
48. Un método para tratar un sujeto que tiene un céncer gue es ,k’

positivo en 5T4, dicho método comprende administrar al “0
sujeto wuna cantidad terapéuticamente efectiva de un
conjugado de anticuerpo anti-5T4/droga que comprende (i) un
anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o fragmento de
anticuerpo, y (ii) un agente terapéutico que esta ligado al
anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o fragmento de

anticuerpo directamente o indirectamente.

49. El método de 1la reivindicacién 48, en donde el
conjugado de anticuerpo anti-5T4/droga es un conjugado de
anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina, comprende adicionalmente
administrar un segundo agente terapéutico, en donde el
conjugado anti-5T4/caliqueamicina y el segqundo agente
terapéutico son administrados concurrentemente o

consecutivamente en cualquier orden.
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Anticuerpos anti-5T4 humanizados y quiméricos y conjugados de

anticuerpo/droga y métodos para preparar y utilizar los mismos.
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TR xXIeesn TRNBNL
Hum H8 V3 GNPNNGVTL ITRDTSTSTAYHELESLRSEDTA' 100

5T4-HB8 b Y}
Hum HB V3berayy u‘r L!l.'lvlllﬂ 120

VIgVTVES 120
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FIG. 24A

VL versién 1 HB anti-5T4 Humanizado (secuencia de nucleotido) (SEQ ID NO:81)
GATATTGTGATRACCCAGTCCCCCGACTCCCTGGCOSTTTCACTGGGAGAGAGGGCC
ACCATAANCTGCAAGGTCAGTCAGAGTGTEAGTAATGATSTGGCTTGETACCAACAG
ARGCCAGEGCAGTCCCCTARGCTGCICATATCCTATACATCCACTCGCTACGCTGGA
GTCOCTGATCGCT TCICCGECAGTOEATCCGGGACCGATTTCACTCTGACCATCAGC
TCCTTGCAGGCTGRAGRCCTRGCAGT TTATT TCTGTCAGCRAGATTATAAT TCTCCT
LCCALCTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAANTCARA

. VL versidn 1 H8 antl-5T4 Humanizado (secuencia de proteine) (SEQ ID NO:71)
DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCERSQSVINDVANYQOKPGOSPKLLISYTSSRYAG
VPDRESGSGSGTDETLTISSLOAEDVAVY FCQODYNSPRTIGGETKLEIK

:gaznzt)l-ﬂ4 Humanizado versidn 2 VL (sscuencia de acldo nucleotido) (SEQ ID
GATATTGTGATGACCCAGTCCCOOGACTCCCTGGCCGTTTCACTGEGAGAGAGEGCC
ACCATARACTGCAAGGCCAGTCAGAGTGTGAGTAATGATGTGRCTYGGYACCAACAS
AAGCCAGEGCAGCOCCCTAMSC TECTCATATACTATACATCCASTCGCTACGCTSGA
GICCCTGATCGCTITCTCCGGCAGTEGATCCGGGACCEATTT CACTCTGACCATCAGT
TCCTTECAGECTGRAGACGTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAAGATTATARTTCTCCT
CCCACCTTCGETGGAGGCACCAAGCTGGAAAT CARA

HB antl-5T4 Humanizado versién 2 VL (secuencia de proteina) (SEQ ID NO:23)

DYVNTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVSNDVANYQQKPGQPPKLLIYYTYSRYAG
VPDRISG3GIGTDFT LT ISSLOAEDVAVYYCQRDYNSPPTFGUCTRLETK

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)



WO 20067031653

PCT/US2008/032196 " - "7-'3 no

FIG. 24B

VH versién 1 anti-5T4 HB humanizado (secuencia de nucledtido)
(8EQID NO:82)
CAGGTCCAGCT

CTGRAGCCGAGEPGARGAACCCTCEGGCTICAGTGAAG
GTGTCCTCCANCGCTTCT GETTACT CATTCACTGGCTACTACATGCACTGGGTGAAG
CAGMSCCCCGGACAGGACCTTEACTEGATTGEACGTATTANTCCTAACARTCGTGTT
ACTCTCTACAACCAGAARTTCARGEACCGCOTGACCATGACTCGCGACACCTCATC
TCCACAGCCTACATOGAGCTCTCECOCCTGCGCTCTGACGACACCGCCGTCPATTAC
PGTGCACGCTCCACTATGATTACCAACTATGTTATGGACTACTGGGATCANGGCACC
CTGGTCACCGTCTCCTCA

VH verslén 1 antl-5T4 H8 humanizado (secusncla de proteina )
(SEQ ID NO:18)

QVOLVOSGAEVKKPRAEVKVICKASGYSFTGYYMHNVEQS PGOGLEWIGRINFRUGY
PLYNQEPKDRVINTROTSTSTAYNELIRLASDDTAVY YCARSTHL TNY VMDY WGOGT
LVTVSS

VH version 2 anti-5T4 H8 humanizado (secuencla de nucledtido) (SEQ
ID NO:20)

CAGGTCCAGCTGOTGCACTCTGGAGCCEAGGTGARGARGCCTGGCACTTCAGTEAAG
GTGTCCTGCAAGECYTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACTACATGCACTGGGTRCGC
CAGGCCLCCEEACAGGACCTTOAGTGGATGGGACGTATTAATCCTAACAATEGTGTT

TGIGCACGCT CCACTATBATTACCARCTATGTTATGEACTACTGCGRGTCAAGGTACC
CTGGTCACCETCTCCICA '

VH versién 2 anti-5T4 H8 humanizado (secuencla de protsina) (SEQ ID

NO:21)
mmmmmmrsnmmuw
TLYNQRFKDRVINTRDFSI STAYMELSRLRS DDTAVYYCARSTHI THYVHDYRGOGT
LVTVvVaS

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)



L)

WO 2006031653

27183

"FIG. 24C

VH consenaus H8 antl-5T4 (versidn 3) (secuencias de nucledtio)
(SEQ UD NO:83)

CAGETCCAGCTGRTECARTCTCGAGCCEAGRTGARGAAGCCTIGGGGCTICAGTGAAG
GTETCCTECARGECTTCGGTTACTCATTCACTGGC YACTACATGCACTGEGTECGT
CAGGCCCOCGGACAGGECCTIGACT GEATGGGACGTATTAATCCTAACAATGOTGRT
ACTCTCTACAACCAGAAATTCANGGACCGCGTGACCATCACTCGCGACACCICEREE
TCCACAGCCTACATGGAGCTCTCCTCCCT GCOCTCTGAGGACACCECCGTCTATTIAC
FCTGCACGCTICCACTATGATTACCARCTATGTTATGGACTACTGGOGTCARGECALC
CTAGTCACCGICTCCTCA

VH conssnsus H8 ant-5T4 (secuencla de proteina) {versién 3)
{SEQ ID NO:18)

QVOLVOSGAEVEKPAASVKVECKASSY SITGYYNHRVAJARGOGLENMGRINENNGY

TLYNQKERIRVE T TRDPSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTHI TH YVMITNGQGT
LVIves

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)

w NOLAT

\‘P\\

PCTRIS2005/032196



WO 2006/031633 PCT/US2005/0321%96

FIG. 25A

. BLABTP 219 [May-81-20M)

gkl h— r,, Thomas 1. Yadden, Aleiwndra A. Schallsr,
g:ghu 'lh::g. m'q'lllng, 'lﬂ willes, and pavid J. Lipoan 1997},

*Grpped BLAST axd PSI-BLANY: 8 new SmAszation of precals artabase semcch
prograws®, Nuclaic Aeidy Res. 25:13€P-3402.

AID; 1089081352-11838-13823082204). FIASTGH

Conasultam
(107 documentoa)

nf\l-é!;-_

N

Base da datos: todas las traduccionea de +PDB+5wisaProt+PIR+PRF qua excluye

muestras amblentales de CDS GenBank no redundante
1,866,121 secuencias; 619,474,291 total de documentos

31 usted tiene cualquler problema o preguntas con los resultados de eata

biaqueda por favor refierase al RLAST YAQs

Eatructuras Ralacionadan Clanificasida

Alineamiento significative que produce secuencias (Bha)

cadsna liviana kappa de inmunoglobulina
{¥ua cadena kappa de inmunogilobulina
[Misculo Mus] cadana precursora-L(K)

1l cadena liviana kappa de inmunoglobulina
Ll Ig E apolipoprotelna anitl-humana
iamunoglobulina integrina 4 anti-alfa
B REGION V-IV DE CADENA KAPPA 10 HUMANA
Tagidn V de precursor de cadena kappa Ig (MRL _l_ﬂ
cadang livisna kapps da anticuerpo monoclanal

iR

AlLessnlentos

Yaler
E

=5

d-i0

“Je=-40

=10
4040
fa-10

* o=l

Sa-i0
Sg=40
Sa=-il

15874 7783.1] (Homo aapiena] reglén VKJ cadena liviana kappa da

inmunoglaobulina
Longiied o 133

Clasificacionw 166 bits (419}, Esperado= 1g=40
laniidsdates w uma' 1808); vositives ® 99/113 {E78).mpectern 67213 [81)

D VNIOBIDETAVRLAE I TIRCEARGEY ———~-SMOVANT(ORPEOa PELLI STTERR
DIVETOSTOILAVILGCERAT INCR+ SR8V t +ANO0Kra0 MERLT 4 B4R

Sujeto: 21 DIVEPOSPOBLAVEIGERATINCEIRIAVITRARNROITLANYCOX PGP FRLLITERETR 34

Consulta: §y  YAGFPDEPSCICHCTONTLY - SOLOADOVAVIFCIODTMIPRTYROCYILECT 107
+CYPDRIIGIGAOTDITLTI SSIOAEOVAVY4O0D Yo PPTIR QILERK
Sujato: 8] ESEVPLRATISIGEGIDY LTISSLCALINAVYTCQOYYSTRPTIUOGIS ALY 193
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FIG. 25B

BLASTY 1.2.9 [May-01-2004

Alcschul, Stepher ¥., Thomas L. Myddan, Alsjandro A. Bchiffex

Mioghat Tuang, Zneng Ehng, Usbb Eiller, and lavid §. Lipen (197).
*Soppad SLASY gnd PEJ-ICAST: @ New gemeciiion of protein ditphass ssarch
progrwms®, Mucleis Bcdds Bes. 28:3303-3431,

AID1 109S0HZBE0-19367-1404807766T3, BLASIGY

Consulta=
{120 documentos)

Base de datos: todas las traducciones de +PDB+SwiasProt+PIR+PRF que excluye
muestras ambientalea de CDS GenBank no redundante
1,866,121 sacvenciasa; 619,474, total de documentcs

81 usted tiene cualquier preblama o preguntas con loa resultados de eata
blisqueda por favor reflerase al

Raportes Taxcnimlqos
cu-l.ﬂ.ea:ign E
s
Alineamiento siguificativo que produce secuanaias valoz
ol }1.616731 'gb) ARBLEES VH cadena pesada de IgM lnmunoglobulin 9 :::::
1 3-17
| variable de cadana pssads de inmunoglobulina So-42
varisbla da cadena pesada de lamunoglobulina 1 de-47
p VHDT de cadena pesada de ilrmmunoglobulina da-47

variabla de cedens pesada de inmunoglobulina ?' 3a-11

o b Eo=A?
b ARLY variable de cadsns pesnda de inmunoglcbulloa

i) :EACD2130.1] viins de codena pesada de 1mm1m$ "::

el variable de cadena posada da inmunogloiulins ‘-! 1a
Allnmamisnto
162 7.1] [Homo sapiens] regién vilde cadena pesada IgM
Inmunoglobulina
Longind =139

Clasificacitn = 131 bita {d88),Eepczsdo = Ja—-il
Ideacidadades o 3007123 (328), Positives ™ 108/121 [903}mepacios = 1/121 {ON)

: 1 mmmmmmmmw (1]
(YGLVOMARYIREGAS TKVECKASOY+ G YTHEWV A0+ FOCGLINHG IRFE4G T ¥
1 1 mmmmmm: 0
; 61 WRIKDIVINFADEEISTAYNELSHIASEDTAVY YCARST-HI THTVMDYSOLGTLYTVS 12§
o IVINTADTRISTAYNELSRIROODTAVYYCAR  + + DYNAGTINTYE
: 61 AJKICGRYTNIROTSIGTATMELARLASOOTAVYYCAREQULYLERY ZDYNGOCTIVIVE 120

120 4 12
5
121 5 121
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FIG. 25C
BLAST? 139 ay-01-2804

]
chul, Staphen P., Thomas L. Madden, Algjsndro A. 3chiifac,
:};u Ty, Theng Thaoy, Wetb Millex, and Bueid . Lipnen (1057),
*Gyppad BIAST and FRI-ELAST! b naw guupration of protein datsbens swarch
Poogram®, Eueleic Acier Res. 25133883405,

ArDr 1030044333-21915-24181-327241 . BLAYRM

Consulta=
{120 documentos)
Base de datos: todas las traducclones de +PDB+SwissProt+PIR+PRF que excluye

muestras amblenteles de CDS GenBank no redundante
1,866,121 secuencias; 619,474,291 total de documentos

51 usted tiene cualquier problema o preguntaas con los resultados de eata
bfisqueda por favor refierase al

Eoxtan Toncnimicos Clasificacidn B
Alinsamients significativo gqus produce secusnoias (bitn] vmier

23| 1516751 ) ob VEAR ’ -1;. VH cadena pesada de IgH inmunoglobulina ﬁ ::::i
g1 125000405 yb[ANNTS.29.1) ny variable de cadens pesads de acticusrpa
21549957 jeiv], BACO2008.1) viypy cadena pasada de inmunoglabulina M Y0

L ARAL 7973, L varianie de cadena pesada de mmnqlobuuui’%% ;::::
ITEN T H '-5‘-1 Varlable de cadena pesada de insunoglabulina Too o oo
P - 331.84.1 iabla da cadena pesada da immnoglobulina 131

7962, 1 varianie da cadans pesads de l.n-.lnulﬂuunn:'-!—l- du-48

01 12167020} @41 C02110.1] vaps cadena pusada de inacnoglobolina AN Se-d8

FTRLTALHIT ! ' 18 Variable da cadens pasada de inmmnoglabulina 0 ;::::
14836347 | gb|MAD30418. 1| varisble de cadens pesads de irmunoglobulina
Allnsamientn
>gi 3615797 joo|AlR)§H87.1) [Homo saplens] regién Vhide cadena pesada IgM
Longitd = 139

Clasifigscions 155 bits (M), Erperada= Jo-1% .
Idantidedades m 103/331 {§28), Fositivos = 168/121 {908 .Especiose L/121 (0N}

1 REPCASVIVSCIASRYS ITCY YREFVROAFGOGLEVHGRIATIRIGVTLY €0
Consulta: 1 ﬁmn : s 1 .y
Sujeto: 1 Wmm 4]

Consulta: 6o WOXTEORVENTRDYSISTAYNELERLASDDTAVETCARST-NTTHYVEDYMGQETIVIVE 119
CWF+ SVIWTROTSIIAYMELIKLASORTAVIYGAL ++ + DYWGOGILYIVS
Sujete: €1 AMNFQSRYINTROTSISTATNELSXLESDOTAVY ICANCONLVLEN YFOYRGICTLTIVS 120

Consulta: 13¢ § 120
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FIG. 25D

BLASTP 2.2.9 [May-01-2004] 31783

Altechul, Jtephen F,, Thonss L. Raddes, Alejandro A. Schifier,

Jinghul Shang, Aderg Chand, Webb Miller, and Bavid J. Lipma (1997},
*Gapped BLAST snd PEI-BLASE! a aww genpreticn Of protein databass search
prograns®, Witledc Acids Res, 25:3383-3402.

AIDr 100A085233-23969~-50 F33712539. BLASIM

Consulta=

(107 documentos)

Base da datos: todaa las traducclones de +PDB+SwisaProt+PIR+PRF qua axcluye
mugstran ambientales de CDS GenBank no redundante
1,866,121 secuencias; 619,474,291 total de documantos

81 usted tiene cualquier problema o preguntas con los resultadoa de esta
biaqueda por favor refierase al

Reportes Taxondmicos
Clapificacién B
Alinsamiento significativo que produce secusncias {bits) valor
bl
M&!Lﬁﬂﬂ! roteina Len, Bance-Jones %?ﬁ' ::::;
M!wg—'-ﬂud‘m liviana kappa de inmunoglobulina —
F1Y $)dh 01739:1] cadena 1iviana kappa de inmunoglobulina }-32 ?-'a
gl 125934 1apFOGIJ4IRVAC 5 REoYoN V-IV DE CADENA EAPPA 1G 3 "'":
1566 72 s3]l cadena liviama kappa da inmunoglabulina 1375 i:-:!
Mm&ﬁ!wﬂﬂ_ J REGION V-IV DE CADENA KAPPA IG %5% Sand2
L] 1 zecursor de regitn V=I1 de cadena FAPFA IG {58 . _,:
€975 Regién V-1V pracursor de cadena RKappa ﬁ I._‘;
L&M“—“ﬁm dominio vazrisble de cadena liviana Ig J& e
ALE24404. Rag V cadena liviana M de inmunoglobulina £ ol
Alincamiente
Blpzf ' | 751 ¢23A

proteina Len, Bence-Jonea
= 320

Clasitiosaion = 191 bdty (4B6), Esperado = Ye=dd
N ::nudndn = 11113 lli;l. Positivos w 2007213 (008) Eapecior L7113 (5%])

Consulta:; 1 DIVNTOIFDSLAVSLGERATIACEASQEV——~=—-SNCVANYOURPGOFFKLLITYTSER LT

DIVNTORPHALAVALAERAT INCE+003Y N +NITOOMPOOF PXLLIY+ SR
Syjetor 1 DIVEICEPRELATSLAEEATINCESEOS VL YRENS ENYRANYOUKPEOPPXLLTVRASTR 60
Consulta: 3§ YAGVPORPBGSGEGTOFTLYISSLCREDVRVY FORDD YIS ?PTFCGETKEELE 107

+SYUDATSGIEIGTOPTLT ISSLOREOVAVYTOCO T44P #1G CTKLIIN
Sujero: 61 EEGTITAFIGECICTUrTLT IESLOREIVAVYYCQCYYETFY SPGOGTELELN )12
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FIG. 25E

BLASTP 1.2.9 [Miny-01-2004]

Referencin;

Altachul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejendro A. Schaffaer,
Jinghui Ehang, Theng Ehang, Webb Nlller, and David J. Lipman (1997),

*Gapped BLAST and PRI-BLASY: s new generition of protein database search
programe®, MNucleic Aclds Res, 23:3389-3402.

AIbd: 1088083751-3503-152757984240. RLASTO4
Coninlta »

{120 documentos)

Base da datos: todas las traduccliones de +PDB+SwipaProt+PIR+PRF que esxcluye
muestras ambientalea de CDS GenBank no redundante
1,866,121 secuencias; 619,474,291 total de documentes

81 usted tiene cualquier problema o preguntas con los resultados de esta
biasgueda por favor refierase al BLAST FAQs

Rsportes Iaxondmicos
Eatructurs ralaclonales
Clasificacién B

Alineamiento significativo que produce secuenclas (bits) Valor
§4117939658 | gb | AAN19337.1) [Homo mapiens] protasina IGHG1 187 Se~-47
QMLQI_%LAL VH cadsna pesada IgM de inmunoglcbulina 18€ le-46
1| 46254150 RABB6045.1] (Homo cadena pesada de inmunoglobulina 1“ Sa-46
840 re variable de cadena pesada do anticucrpo 184 Se-d46
412344518 MCH“' 1] precur regién VH1 de cadena pesada Igy 184 Ge—i6
6197 60338,1] M anticuerpo de cadena mu de inmunoglobulina 183  7e-46
868711pir]183626% (Clon alfa- regidn V cadena pesada Ig 18 Be-46
4 [111] 1704.1] Precur regién VH1 de cadena pesada IgM 183 le-45
gl{dd38564 enb|CARIT164.1) varia cadena pesada de inmunoglobulina 183  le-43
911199688 |gb|AAASBELS.1] Cadena pesada de inmunoglobulina 182 145

»9i]179396568|gb[ARK1§337.1] [Homo sapiens] proteina IGHG1 [H
Longitud = £64

Clasificaclénw= 187 bita (476), Esperadow Sp—47

Identidadas= 977120 ([80%), Positivos wm 1027120 {(858) ,Eapaciosw 57120 ([4%)

Conssclta 3 1  QVQLVQEGAEVKKEGASVEVECRKAGGYBFTCYYMENVROAPGOQGLENMGRINPHMOVTLY &0
QVOLVOSGAEVEREPGASVKVECRASGY+FY YYNHWVROAFGOGLEWNG INP+ G T Y
sujeto z 20 QVQLVOSQARVERPGASVXVSCKASGYTTTNYYMMRVAQARSOGLEWNGIINPSQGIATDY 79

Consmita s §1 NQKFKDRVIITRDTSTSTAYNELSSLREEDTAVYYCARSTHITINCVMDYWCOGTLVIVES 120

Q B+ RVTHIRDTATAT YMELASLASEDTAVYYCAR V DYPGOGT VIV3E
sujeto 3 80 AQNEQGRVIMIAIISTSTVINELTOSLRSEOYAVYYCARIG-~~~~VHDYRGDGETQVIVES 134
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FIG. 25F

BLASTN 2.2.9 (May-01-2004)
Referencia:

Altschul, Stephen F., Thomae L. Haddan, Alojandro A. Schaffer,
Jinghui Shang, 3hengp Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman {1997),

"Gappad EBLAST and PSI-RBLAST: & naw generation of protein database ssarch

progrems®, HNuoleiac Acida Res. 25:3309-3402.

AID: 100008547@-1302-167097446066. BLASTOM
Consulta =

{360 Documenfos)

Base de datom: todas las secuencias GenBan+EMBL+DDBJ+PDB (Pero no EST,

GSS, mueatraa ambientales o saecuenclas HTGS de fsse 0, 1, o 2)
2,232,679 secuencias; 10,785,813,082 total de documentos

§TS,

51 usted tiene cualquier problema o preguntas con los resultados de eata

bidaqueda por favor rafierase al

Baportas Isxontaicos
. . . Clasificacién E
Alineamiento significativo que produce sacuencias (bits) Valor
1147108385 6.1] Anti-PL constructor sintético 200 le-48
1]25988405 AF453216.1] R-03VH clon constructor sintético 182 Je-45
1111875739 20.1[AF302820 163 aislado de Homo sapiens 192 Je~46 n
gl] 3170764 1qb| APOE2151.1 |APO62181 45u-26 clon de Homo sapiens 192 3a-ds B
9413170748 Jqh |AFD62243.1 JAF062143 45u-26 clon de Homo sapiens 192 Ja-if |
gi|557922]gb|B871321.1]871521 { somati cadena pesada VH1l=IgM de ]'_m Jo~-46
91133104] ¢ub| X07448,1|HETGUVSS Pesado Ig para gen V35 Humano 132  3e-4s
gi]5872088)axh|£37312.1|RAXGVHC24 Inmun redispuesto H. Saplens 182 Je-if&
!:I.|LUGETDT”E[Mlbiﬁ.’lﬁ.!"ﬂl‘ﬂ‘iﬁlv parcial Homo .lpien' m Ja-45
94115086969 emb) AJ414014.1]RSA14014 m parcial Homo sapiens 1902 3e-4s I
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Alnamiente
294147103303 [ewh [AT704378.3] Anticuerpa, ScFv anti-PLAP para construecién sintétice

Longitud m 7732

Clasificacién = 200 bita {101),Esperado= 1e-48
Tdentidades w 146/151 (800}
Ablice = Mis 2 mAg

Consulta: 1 ecaggtocagatggtycagtctggaqocgaggtosagangoatggygcitcigtonnggty &0
R I O R TR T
Sujeto: 1  caggtgoagutggtgongtotggugcteaggtgsagangectygggottoagtgasagte 60

Consulta: §1 taotgossggotictagttactesttonctggolnotacstyosctpygtgogocagges 120 -
BRRERIO Tty vnt 0 v by ST e p e e et e iy
Sujeto: 61 tootgoaspgettotggatacacctioscoggotactacatgasctoygtgogaangygee 120

Consulta: 131 nooggacesgggecttomptggatgggecgtattaateotas 181
1 IIIIIIIIIIIIIlI L rnininn
Sujeto: 131 actggemmsgggottgegtpratgggatgpettatootss 161

Clasificacién = 42.1 bite {21) Feperado e 0.76
Identidades o 31761 {83V}

Hélice = Plus / Nl

Consulta: 231 cacagcotacatggagototooogootgogetotgacgacacoguogtctattactytga 250
TR I I ] Illl! HIN N
Sujeto; 131 cacaguotacacgyegotgagcagectgggatotgaguacsagpeogtgtattaotgtge 290
Consulta: 291 a 291

1
Sujeta: 291 a 291



. nﬂ&{l

WO 20061131653 PCT/US2005/032196
%83

N

FIG. 25H

BLASTN 2.1.9 (May-01-2004]

Referencia »

Altschul, Stephen F., Thowmaa L. Madden, Alsjsndrco A. Bghiffarx,

Jinghui Zhang, Ihenyg Khang, Wabb Hiller, snd David J. Lipman {1997),
“Gappad BLAST and FOI-ALAST: a new gunsration of protein database search
programs®, Mucleic Acids Ras. 25:13399-3402.

RID: 1088445738=-6T17=-83306382542,.RLASTOd
Consulta =

{321 Documentos)

Base de datos: todas las secuvencias GenBan+EMBL+DDBJ+PDB (Perc no EST, STS,
G55, mueatras ambientales o sacuencias HTGS de fase 0, 1, o 2)
2,232,879 secuencias ;16,785,813,082 total da documentos

Si uated tiene cualquier problema o preguntas con los resultados de eata
bdsqueda por favor refiarase al

Baporiaa Taxondmigon

Alinesmiento significativo gue produce secusncias: Ciasificacién g
{bita) valor

g117769338 [gb|AT206032.1|AF206032 16 hibridoms de mdmculo mus 308 2e-81 [l

1974641 qb | M1 4360 .1 |NDSIGRY® Cadena-Kappa linea gerainal Ig de raton 200 2e-72 [l
5377158 |enb | AJ235968.1 [MW0238988 19-32 IgVk misculo mus 312 de-20
941804922) dby | D30395. 1| UBINCVAS Inmu para mRNA mdsculo M. 270 2e-6s B
gi1406254 ] aub |X70424.1[MNIGICIR Monoclo para mRNA muaculo M. 270 2e-69 [ ]
9411020130 |¢b| 030233, 1|MMU30233 Antib anti-ADN musculo Mus 288 ce-89 I
1]187033 ) g 538 Inmu anti-ADN musculo Mus 266 20-80 N
gi]1419647 ] end| X75765.1|MNST3185 Inmunoglobulina mRNA musculo M.2§{ 1le-87 [

94(23911¢19b1660VLS.1]540946 Region Kappa V BA.N4:4.57 mAb  26( le-67
9414743121 %41 D29771. 1| HUBVRIKCB Inmu para mRNA mfisculo M. 262 a7 A
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Alinsaciones

7769, §032. reqglén bariabl
:.inmunogEoEuEina nnt:.-miouina 1saz-n1 hihridgm"d.lﬁu: mgsg: cadena 1livians de

Consulta = 397

Claaificacién = 309 bits (156) ,Esperadow= Je-81
Identidades = 237/264 {89}
Rélice m MNis fMés

Conaulta: 3 acomtasactgeusggccagtoagagtgtgagtastgatgtggottiggtaccaacagasy 117
TEUEREE DEORRDU RTINS Ry v et
Sujetao: M pcoataacetgcaaggoecagtcagagtgtgagtastgatgtagettgptaccasaagaag 93

Cenasulta: 118 ncagggeagcoscctaagotgotoatatactatscataoagtogetacgotggagtecet 177
TECRONSRL 1 RDRDE AV EUE GNUentn ey LDkt Uvnneey tesngninnit
Sujeto: %4 coagggeagtctootasactygctgatatactatgeatenastagotacactggagtocet 153

Consulta: 178 gatogcttotcogycagiggateegggacegatttcactotgaooatcagetecctityeny 237
FRODREDDY D RRLRRORDY DD BOBDRORMN 1 IVEINRMINL 0 00Rb)
Sujsto: 154 gategcttoactggeagtggatatgygucggettteactttecacoataagoactgtyoag 213

Conaulta: 338 gotgasgacgtggoagtttatiactygtcagoangattatantrcteotooscacottoggt 297
IVTREVYNE URDYORNRONRD YARORRITD ERROLRE WIRVIRE 1t binnel
Sujato: 214 gotgaageoctgeeagtttatitorgteagesguatatageicteatoggacgticyge 273

Conaulta:39) goaggeaccaagutggesatasas 321
CRELIVELIRR e
Sujeto: 374 gpaggcaccaagotggeasteasn 297
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L | ] LV 9

WO 2006/031653 PCT/US2005/032196 \
AN
37163

FIG. 25J

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004)

Referencla

Altachul, Btephen F., Thomas L. Madden, Alsjandro A. Schafler,

Jinghuli Ehanyg, Theng 3Ikang., Webb Miller. and Devid J. Lipmsa (1997),
*Gapped HLASY snd PSI-BLAST: a new generation of protein detsbase search
prograss®, HNuclelc Aeids Sas. 2313389-3402.

RID: 1093%42806-6137-11627191607. BLAGTQ4
Consulta =

{321 Documentosa)

Base da datos: todaa las secuenclas GenBan+EMBL+DDBJ+PDB (Pero no EST, STS,
. G5S, muestras ambientales o secuencias HTGS de fase 0, 1, o 2)
2,568,353 aecuencias ;11,601,399,943 total de documantos

$i usted tiene cualquier probiema o preguntas con los resultados de esta
bisqueda por favar refisrase al BLAST FAOa

Raportes Taxonémicos

Alineamiento significative que produce secuencias: Clasificacién g
(bits) vyaler

@1]17769338 |gb(AF208032,1])Ar206032 16 hidroma muscular Mus 317 De-B4 .

gtllg'l'l!iIghllﬂﬂﬂ-iliLm.!GﬂHc.deu-hm linea germinal lg de raton 281 7e-73 n
1150300047]gb]AYS01620.1] Inmu IgK19-32 clon misculo Mus 280 2e-72
5327158 enb 968.1]MMU2]5968 19-32 IgVk mfscula Mus 2 2e-m2

gi]1804922]db]|050385.1|MUSIRCVRY Inmun para mRNA misculo Mus 3228 7e-72
91406254 | exb|X70424 .1 |MMTGLCKA Monoclo para mRNA muaculo M. 218 Te-T2

1)1020198 | gbIy30333. 180030233 Anticuerpo anti-ADN misculo Mus 328 3e-71 H

gL118703351¢b|US3610.1)MMDSESLD Anticuerpo anti-AN misculo mus 214 10-10 Bl

‘ 419647 axb] B75765.1 |MNZTS7§S Inmunoglobuling mRNA miaculo M. 212  4e=70 A
§]238116 46 €6 Regidn Kappa V BA.N4:4.57 mAb 213 4e-70
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Alinsacionas
11776933 AF206032.11A¥2 32 ' MRNA regidn bariable de cadena

inmunoglobulina anti-miosina 16B2-Al hibridoma de Mus misculo

Conmulta = 297

lasificacién
O Rdentidades = 2387264 (904)

Hélice ™

Consulta:

Sujeto:

Consulta:

Sujeto:

Consulta:

Sujeto:

Consulta:

Sujeto:

Consulta:

Sujeto:

a8
b

118

11%
134

238
a1

2N

317 bite ‘1‘0' Esparado ™ Sa-04

maa /mas

aqgcatasactgcadgyecagrangagtgtgaptastyatgtggcttggtaccaacayaag
BUETREE DRDVRERRIEI TR N v e ket bl b esnnablyg
accataacctgesaggccagteagngtatgagrastgetgtagettggrsonascagasy

ccagagesgtoccotangetgetcatatoctatacatocagtogetacgetogegteece
BEDRARORLND TR BRORN GRTD 1000 VORORd LRvppin 3Ny
ccagggcagtetaataaactgetgatatactargoatecaategetacactygagtoceet

gatcgcttetecgucagtggateogggacogatttoactctgacoatcagotonttgoag
PETARULRD FVRVRRRBOdN  BYREE URTRENIne 0 Wi 1 1
getogcttoactgycagtggutatyggacgoatttcactiteacoatcagoustgtycag

getgeagregtggoagtttatttetgtocageaagattataattatecteccacattcggt
HHEVVRDY DIRDPRRIBRIRDNBIIANED ] R0l JUprekt 1y kit
getgaagacetggragtttatttetgtcageoasggattatagetatectegoacgttcgot

ggaggcaccaagrtoasatcana 321
AR ARRNARTANNIRARANERN
gyaggaacoaagckggasatcana 197

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)

PCT/US2005/032196

liviana de

117
93

1717

153

an
213

an
273



el n -
n /1 5
WO 2006/031653 PCT/US2005/032196

39/63 “‘Q

FIG. 25L

BLASTN 2.1.9 [May-81-200d]

Befercncls :

Altschul, Stephsn PF., Thomas L. Maddsn, Alsjandro A. Schiffer,

Jinghui Zhsng, Zhang Zhehg, Wobb Miller, mnd David J. Lipman (19579,
"Sappad BLABT and PSI-BLAST! a ney generation of proteain database sesxch
programa®, Wuclelc Aclds Res., 25:338%-3402.

RID: 1093542955=7329-189112109965, ALASTO
Consulia »

Base da datos: todas laa secuanclas GeanBan+ENBL+DDBJ+PDR (Paro no BEST, S3T3%,
G583, mueatras amblentales o secuencias HTGS de fase 0, 1, o 2}
2,568,353 secuenclas ;11,601,399,943 total de documentos

8i uated tiene cualquier problema o prequntas con los resultados de esta
blsqueda por favor refierase al BLAST FAQs

Rapoxtes Taxonimicos

Alineamiento significativo que produce secuencias:
Clasificacién g
(bits) wvalor

g1134339549]gb]AYS€9876.1| Trmu BaPFO-17 clon misculo Mus 232 4e-2s H
g4135610431gbAFDE)1BS. 1| AFO3IRE p anto-HIV-1 misculo Mus 232 4e-3 M
g1111611972 gbjAF303833.1}AF303833 J558 clon misculo Mus 224 1e-55 @
gi]275010371gb|AY272007.1] Im LZMIB-18.8 clon misculo Mus. 220 2034 [ |
9411050285 |gb1149675, 1 [NUBAY (1inea de células CIE/F2 mimculo Mus 220 2e-5¢ I
211684014 |gb|020060.1 (20060 anticuerpo anti-AmN mfaculo wus 220 2e-5¢ I
94590 gb | M33589 .1 }MDEICHANMN Gamma- redispuesto Ig de ratén 220 2e-34 [
081894 AF162710,1 |AF162710 Singl constricclén sintética 21§  3e-5)
94111611990 gb|AFI03042. 1|AF303842 JI558 clon misculo Mus 24 1e-52 @
117329620 |emb|AJ27721¢, 1 [MNU277214 MR parcial misculo Mus 214 10-32 @
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Alinsacionss

591134539348 |gb | AY369876.1 1 B wREA region bariable de cadena pesada de mu
inmunoglobulina BAPFO~17 clon miaculo Mus

Documento » 330

Clapificacién= 232 bits (117),Esperado = {e-58

Identidades m 150/161 (93%)
Hblice w MAs ’ MAa

Conmulta:d6 gaagcetggpgycttoagtgaaggigtcotgcanggottectggttaotoattoactggeta 95
CERSTRRR R LRV RNt ST R bR RNt nnninny}
Sujeto: 12 gasgettggggeticagtgasgatatoctgoaagyetectggttncteattcactggeta 71

Consulta: 6 ctacavgceactgggtysagcagageccoggacagggcettgegtggattggacytattan 155
PUTVORRRT ORI LNt e 1 vnbnpeenetnnaetpnte 1
Sujeto:72 ctacatgoactgggtgeagcagagecatggassgigocttgagtggattggacgtytian 131

Consulta: 15§ tectamcsatggtgttactotctacaaccagasaktcaagy 196

SRR Tt detr e drbrpeddiiy 1
Sujeto: 132 tectancaatgygtggtactagotaaaaceagangttcaagy 172

Clasificaciéns 34.0 bits {27), Esperadom 2e-04

Identidades = 39/43 (908)
Rélice m Mis 7 Mg

Consulta: 318 tatggactmctgggytcasggcaococtggtonacgtotectoa 360

Prretrrpestrnnn e B ettty
Sujeto: 288 tatggactactggggtoaaggancetcagtcaccgtatcetea 330
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FIG. 25N

BLASTN 2.2.9 [May-01-2004)

Referencla

Altsaobul, Stephan F., Thomss L. Madden, Alejasndro A. Bchaffer,

Jinghui Shang, theng Zhang, Wehb Miller, and David J. Lipman (1987},
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: & new gensration of protein database seszch
programa”, Nucluic Acids Res. 29:3389-3402.

RID: 1093343096-23529-46137690074,.BLASTOM
Comsulta w

{360 pocmentos )

Base ds datos: todas laa aacuencias GenBan+EMBL+DDBJ+PDB [Pero no EST, STS,
G583, muastras amblentales o secuencias HTGS de fase 0, 1, o 2}
2,568,353 secuencias ;11,601,399,943 total de documentos

51 usted tiene cualquier problema o praguntas con los resultados de esta
blisqueda por favor refierase al BLASY FAOs

Bsportes Tanoninlcos

Clasificacién g
Alineamiento significative que produce sscuencias: (bita) ypigr

4]47109385)enb|AJI04536.1] Anti-PL para construccidn sintética 200 le-dl
1]259884 AF453218.1} R-03vH clon para construccién sintética 192  de=4f

94111875739 [qbIAF)02620.1]AF302820 163 aislado Homo sepiens 182 de-46 B
4131707641 gb|AFOS2151 .1 | AT062151 45u-26 clon Homo sapiens 192  4o-4s B
2413170748 ghIAFO§2L4Y. LIAFORLA3 45u-17 clon Homo sspiens 152 4e-4s B
!1[551“2]’!'!1!521 11371521 {somati cadena pesada VHI=IgM Ig 192 da-48
IL|331N jemb| X07446.1 |MSIGHVIS Pesada Ig para gan V35 Humano 192 4e-46 [
£37312.1|R8 Inmun redispuesto H. Sapiens 192 de—4§
’1'10‘!!0?3'“'&!!“!3 3IHWU“S v p.rcj_n]_ Homo Ilpiﬂﬂl _1_’_! 4n=46
91115886969 embs|AJ414014.11HSMI4014 1 parcisl Homo saplens 92 4e-4¢ Ml
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Alineacionas

>gl|47109 anb 433§
clon GLC4
Documento = 732

Clasiflcacién= 200 bits [101), Espesados la-48
Identidades = 1486/161 (9308}
Hidlice = MAs/ Mis

Consunlta: 1 caggtceagetygtgcagterggageepaggtygsagasgectauagct toagigaaggty 60
BORLE LREROUROYRRIOLN e S bRHinpreninnneinneirnn i n
sSujeto: 1 caggtgcagctygtycagtctggggetgaggtysagaageatgaggcticagrgaaagte 60

Consulta: §1 Cccotgosaggottotggttactcattaacstggctactacatgerctggqtgogesaggee 120
TRLTRRRERROTR iRy poe 0 1engk bbb e vt ot
Sujeto: 61 teotgoaaggotcotggatacaccticaccggotactacatgeactgygtgogacaggec 120

Conaulta; 121 ocaggscagggecttgagtggatgugacytattastectan 161
O DTRRE L BIRDYNOERRLieNY v gunnsnen
Sujeto: 121 cctggacasgggcttgsgtygatgggatggattantoctas 161

Clasificacién = 44.1 bics (22],Esperados 0,11
Identidades = 208/30 (938}
Bélice = Mis / MA»

Consulta: 252 tatgaggacacogecgtatattactgtgos 291
LRERVRERORD DUREL BUVRRNANITN]
Sujete: 262 tctgaggacacggecgtgtattactgigos 291

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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FIG. 26A

IgG4_mutado Humano {(Mutacién de articulacién $241P) (SEQ ID NO: 24)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QS8GLYSLSSVVTVPSSSLETKTYTCNVDHKPSNTKVDXRVESKYGEPCPFCPAREF
LGGRSVFLEPPKPKDTIMISRTPEVTCYVVDVSQEDPEVQENWNYVDGVEVENAKTRP
REEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT I SKAKGQPREPQV
YTLEPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVENESNGQPENNYKTTPPVLDIDGSFF
LYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALENHYTQKSLSLSLEK

Humano LgG1(SEQ ID NO: 25)
ASTKGPSVFPLAPSSRETSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSRNSGALTSGVHTFPAVL
OBSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTY ICHVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKRKDTLMISRT PEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHHAK
TXPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDNINGRKEYKCKVEANKALPAPLEKT L SKAKGQPRE
POVYTLPPBREEMIKNQVILTCLVEGFY PSDIAVENESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSR¥QUGNVESCIVNREALENHYTQNSLSLSPGK

IgG1 Humano (L234A, G237A) (SEQ ID NO: 85)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVRDYFPEFVIVBWNSGALT SGVRTFPAVL
Q83GLYSLEBVVIVPSSSLGTQTYICNVRHRPSNTRVDKKVEPKSCOKTHTCPPCPA
PEALGAPSVFLFPPKPRKDTLMISRTPEVTCYVVOVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAR
TKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHGDWLNGKE YKCKVSNKALPAPIEKT LSKAKGQPRE
POVYTLPPSREENTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTYPPVLDSDG
SETFLYSKLTVDKIRWQOGHVFSCOVMHEALANHYTQKSLSLIPGK

IgG1 Humano (L234A, L235A) (SEQ ID NO: 86)
ASTKGPSYFPLAPSSKATSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVP8SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC PPCPA
PEARGGPSVELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVIVLTVLIQDRWLNGKEYKCKVERKALPAPIEKT ISKAKGQPRE,
PQVYTLPPSREEMTKRQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESRGAPENNYKTT PPVLDS DG
SFFLYSKLYVDKSRWOQGNVESCSVMHEALANHYTQKSLSLSPGK

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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FIG. 26B

IgG1 Humano {L235A, G237A) (SEQ ID NO: 87)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTIGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVRTFPAVL
O8SGLYSLSSVVIVESSSLGTQTYICNVNRKPSNTKVOKKVEPKSCDRTHTCPPCPA
PELAGAPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TXPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNRALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWEINGOFENNYKTTPEFVLDSDG
SFFLYSKLYVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNNYTOKSLSLSPGK

IgG1 Humano (L234A, L235A, G237A) (SEQ ID NO: 88)
ASTKGPSVFPLAPSBKSTSGCTAALGCLYKDYFPEPVTVSWRSGALTBGVHTFPAVL
068GLYILSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHRPSNTRVOKKVEPESCOKTHTCPPCPA
PEAAGAPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPIERTISKARGQPRE
PQVYTLEPSREEMTREQVILTCLVEGEFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRHQQGNVFSCSVMHEALHWNHYTOKSLILSPGK

IgG1 Humano {(N297A) (SEQ ID NO: 89)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVIWREGALTSGVHTFPAVL
Q89GLYSLSBVVTVPSS3LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPXDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENHYVDGVEVHNAK
PTXPREEQYASTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPRE
POVYTLPPSREEMTKROVSLTCLVKGFYPSDIAVERESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SEFLYIKLTVDKSRWQAGHVFSCSVMHEALHNHYTOKSLILSPGK

Kappa Humano (SEQ ID NO: 26)

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSXDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVIHQGLSSPVTKSFNRGEC

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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FIG. 27A

H8 Quimérica (higG1/huKappa)

Kappa humano y VL 5T4-H8 Murina (SEQ ID NO:1)

VFLFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS

TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

igG1 humano y VH 5T4-H8 Murina (SEQ 1D NO:2)

EVQLOQSGPDLVKPGASVKISCKASEYSFTGY YMHWYKQSHERSLEWIGRINPNNGY|
[TLYNQKFKOKAL mvnxsswnmzmsmsnnsawvcm_w
SVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSNNSGALTSGVH
TPPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQTYI CHVNEKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENNYVDGV
EVERAKTKPREEQYRSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTEP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNRY TOKSLSLS PGK
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FIG. 27B

H8 Quimérica (higG4/huKappa)
Kappa humano y VL 5T4-H8 Murina (SEQ ID NO:3)

VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVIEQDSKDS
PYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

IgG4_mutado humano y VH 5T4-H8 Murina (SEQ ID NO:4)

TLYNQKFKD} Imnxssrrnmzmwssnsawwcaa WGQVT
SVIVSSASTKGPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSUNSCALTSGVH
'rrpnvmsssms:.ssvwvrssswrm-rcnvnansmmmvssncncpi
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQENS TYAVVSVLTVLHQOWLNGKEYKCKVSHKGLPSSTEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSOEEMTRNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPERNYKTTPEVLD
SDGEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNRYTQKSLSLILGK
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FIG. 27C

H8 Seml-humanizada (muVH/huVL1)

Kappa humano y 5T4-H8 VL Humanizado (versién 1) (SEQ ID NO:5)

VFIFPPBDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDEKDS
TYSLSSTLYLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVIRSFNRGEC

IgG4_mutado humano y VH 5T4-H8 Murina (SEQ ID NO:6)

SVTVSS. SBAS‘!.‘KGPSVFPIAPCSRSTSESTMCLWDYFPEMVS“EGALTSGVH
'.I.'E'PBVLQBSGI-YBLSSWWPBSSIMMWDHKPSHTKVDKNESKYGPPCPa
CPAPEFLGGPSVELFPPKEXDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVCINNYVDGVEVH
NAKTKPREEQPNSTYRVVSVLTVLHODNLNGKE YKCKVSNKGLPSS IEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVRGFY PSDIAVENESNGQPENNYRTTPPVLD
SDGSFFLYSRLTVDKSRWQECNVFSCSVMHBALHNRYTOKILSLSLGK
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FIG. 27D

H8 humanizado (Versién 1)

Kappa humano y 5T4-H8 VL. Humanizado (versién 1) (SEQ ID NO:7)

VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN FYPREAKVQWKVDNALQBGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEXHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFERGEC

igG4_mutado humano y VH 5T4-H8 Humanlizado (SEQ ID NO:8)

PTLYNQKFKD vmms:smmnsmsnmawrcam BTMITHY VMDYRGY

LVIVSSASTRGESVFPLAPCSRITSESTAALGCLVKDYEPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLETKT YTCHVDHKESNTKVDKRVESKYGPPCRE
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVICVVVOVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSRKGLPSSIEKTISKARGQ
PRZPQVYTLPRSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVENESNGQPENNYKTTPEVLD
50GHFFLYSRLTVDKSRHQEGNVFSCSVMHEALHNEYTQKSLSLSLGK
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FIG. 27E

H8 humanizado (Verslén %)
Kappa humano y 5T4-H8 VL Humanizado (versién 1) (S8EQ ID NO:9)

VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

lgG4_mutado humano y VH 5T4-H8 Humanizado (CD]! Injertado) (SEQ ID NO:10)

I-VTVSSLSTKGPSVE‘PLAPCSRS'I‘SESTMLGCLVKDYE‘PEPWVSHNSGA‘LTBGVH
TFPAVLQSSGLYBLSSVVTYPESSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVE BKYGPPCPﬁ
CPAPEFLGGPSVILFPPKPKDTIMISRYPEVICVVVIVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
MTKEREEQ!'NETYRWSVLTVLHQD‘LNGIEMKVSNKGLPSSIEK'.I‘IB!G\KGQ
PREPQVYTLEPPSQEEMIKNQVSLTCLVKGFYPS DIAVENESRGQPENNYKTTPPVLD
SDGS FFLYSRLTVDKSRWQEGNVEBCSYMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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FIG. 27F

Versién 2 antl-5T4 Humanizado
Kappa humano y 5T4-H8 VL. Humanizado (CDR injertado) (SEQ ID NO:11)

VFIFPPS DMHBSWCLL“MWWWMGNSQBSWEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEXHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

igG4_mutado humano y VH 5T4-H8 Humanizado (CDR Injertado} (SEQ ID NO:12)

LVTVISASTKGPSV FPLAPCIRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWH SGI\I-'I'SGVH
TFPAVIQIBELYSLS SWTWSSSI.GTKT’!TC‘NVDHKPSHTKVMSKYGPPCPP
CI.'I\PBE'LGGPSV!‘L?PPKPKB‘HHISBTPWTCWVWSQEDPEVQMWDGVEVH
HAKTKmEQ!‘NSTYRWSVLTVLHQDILNGIE‘!KCKVSIIKGLPSSIBK'.I‘ISKAI(GQ
PREPWYTI-PPBQEEHTHWSLTCLVKGHESDIA‘WEHBSHGQFEHNYKTTPPVLD
SDGS?FLYBRLMEBRWHCMH“LHNHWLSHLGK

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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FIG. 27G

Versién 3 anti-5T4 Humanlzado

Kappa humano y 5T4-H8 VL Humanizado (CDR Injertado) (SEQ ID NO:11)

VPDRFEGSGSGTDETLTISSLOA swnmg-g- GETKLEIKRTVARPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDEKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTRS FRRGEC

Iﬁgh r,nuhdo fiumano y VH 5T4-H8 Humanlzado (versién 3) (SEQ ID

LWVSSASTKGPSVPPMPCSRSTSESTM@CLVKDYFPBPV‘I'VE‘I"ISGAI-'.I'.'SGVI'I
TEPAVLQS 36LYSLSSVVTVPSSSLETKTYTCNVDRKPSNTKVDKRVESKYGPECPP
CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNNYVDGVEVH
!IAK.TKPREBQFHSTYRWSVLMHQWLHGEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQ
PRE PQVYTLPPSQEMKHQVSLTCLVKGHPSDIBVEHESHGQPENNYH‘H‘PPVLD
SDGIFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHRHYTQKSLSLILGK

HOJA SUSTITUTA (REGLA 26)
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LISTA DE SECUENCIA

PCT/USOS5/ 32196 -

<A10>
<:30>».
«<130>
<160>»
<170>
«210>
<21ll>
<213>
C21A»

<220»

»

wysth

ANTI-5T4 Y ANTICUERPO ANTI-STA HUMANIZADO/CONJUGADOS DE CALICﬂEAHICINA
040000-0317753

s

Versidn Petentin 3.3

1 .

214

R
Axtificial

«223» Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano y ratén

<230>
<2321>
<222>
«<223»

<400>

MISC_REPRESENTA

{1) .. (207)
Regién variable de cadena liviana

i

Bax Ila Val Mat Thr Gln Thr Pro Thr Fhe lLau Leu Val Ser Ala Gly

8

B i0 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cye Ly® Ala 58r Gln Sex Val Ser Asn hAsp
20 25

Val Ala Typ Tyr Gln Gln Liym Pro Gly Gln Sar Pro Thr Leu Leu Ila

3 40 45

Ser TyxT Thr Gsx Ser Axyl Tyr Ala Oly Val Pxo Asp Arg Pha 1la Oly
. $0

aormyryralymmmmmmn-n:m:.-&amu-
&5 70

73 1)

Glu Asp Isu Ala Val Tyx FPhe Cys Gln Gln Asp Tyr Asn 8Ser Pro Pro
a5

Thr Fha Gly dly dly Thr Lys Lesu ¥lu Ile Lys Arg Thr Val Als Ala
{1 ]-]

i 108 110

Fro Sar Val Phe Iles Fie Pro Pxo Ssr Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly

115 120 p 1]
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F‘ngL‘lsq,ﬁfvﬂi”i Tou Iy Asn Asn Phe Tyx
130 138 140

Lys Val Gla Trp Lys Val Asp Asn Ala Lau Gln Sar
145 150 159

Glu Sexr Val Thr Glu dln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
188 170

Ser Thr Leun Thr Lea Sex Lyw Ala Asp TYr Glu Lys
180 185

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Sar Ser Pro
195 200

Pha Asn Axg Gly Glu Cys
210

<310> 2

«<211> 450

«212> PFRT

«213> Artificial

<220>

«323> Secuencia artificial es derivada por secuencla de
y ratén

<220>

<221l> MISC_REPRESENTA
<223> Regldn variable de cadena liviana

<400> I

Glu Val Gln Leu Gln Gln Sar Gly Pro Asp Leu Val
p ! s 10

Sarmw-n-mcy-w-ms-:cwmm
ag 28

mmahmmmmnurmaﬁynnm
a5

mymtunnrmununﬂywlmmm
L L] S0

Lys Asp Lys Ala Ile Lau Thr Val Asp Lys Sex Sar
1 ] 70 25

PCT/US2005/032196

Pro Arg Glu Ala

aly Asn Bar dln
160

Tyxr Hexr ILeu Hax
178

His Lys Val Tyx
190

Val Thr Lys Bar
205

anticuverpo humano

Lys Pro Gly Ala
15

Fha Thr Gly Tyr

Leu GIu Trp Ile
45

Asn Gln Lys Fha

Thyr Thr Ala Tyr
ag
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R
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Ala Axrg Sex

val
308

130

aly

210

His

Gl

278

Ala Lys

aso

val

Thr
100

Val

Ala

@y

Bax
180

Val

Mat

Al
165

Gly

tys

248

alua

Lys

Lys

Leau

Ile

val

150

val

Val

Fhe

PO

Thx
310

Thr Ser Glu Asp Sex Ala Val Tyr Tyr Cys'
20 95
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Thr Asn Tyr Val Mat Asp Tyxr TIrp Gly Gln
108 il0

Ser Sex Ala
120

Sex Lys Sax
135

Asp Tyx FPha

Thr EBer Gly

Tyr Bar Leu
188

Gln Thr Tyr
200

Asp Lys Lys
213

Pro Cym Pro

Pro Pxo Lys

Thr Cys Val
265

Asn Trp Tyx
a0

Arg Gin Glu
295

Yal Leu His

Bexr Thx Lys

HSaxr Qly
140

9lu Pro
155

val
170

His Thx

Ila Cya Asn

Val Glu Pro

Ala Pxo Glu

Lys Aep
280

Val Val Asp
val Asp Oly

Gln Tyxr Asm
3oo

Gln Asp Trp Leu Asm Gly

315

aly
128

aly

val

Val
a0s

Lys

Val

Leu Gly

Pro Ser Vel

Thr Ala Ala

160

val

Lys

aly
240

Lau Mat Ile

HBear Eis
270

aln

Hig

Thr Tyx

Lys
320
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Pclufgzsgg EJ;IEEE 'Vgllaﬂir Aan Lys Ala Lau Pro Ala Pro Ile Glu &
3328 k. 338

Lys Thr Ila Sax Lys Ala Lys Gly Gln Pxo Axrg Glu Pro Gln Val Tyx
340 348 350

Thr Lsu Fro Pro Bar Arg Glu Glu Met Thr Iys Asn dln Val Bar Lsu
35S 380 365

Thr Cys Lau Val Lys Gly Fha Tyx Pro Ssr Asp Ile Ala Val Giu Trp
378 378 a0

Glu fer Asn GIy @ln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 'Thr Pro Pro Val
las 3940 395 400

Lau Asp Ssr Asp Gly Sexr Fha Fha Isu Tyr Sar Lys Leu Thy Val Rsp
405 410 415

Lys Sar Avg Trp Gln 3ln Qly Aen VYal Pha Sar Cys Ser Val Mat His
430 4258 430

Glu Ala Tau Fis Asn HEis Tyr Thr dln Lya Ser Lau Bexr Lau Sexr Pro
439 &40 448

aly Lys
&80

<210> 3

«211> 214

«21a> BRT

«213>» Axtificial

=230»
233> Secuencia artificial es derivada por secuvencia de anticuerpo humano
y ratén

<2320»
=«221> MISC_REPRESENTA
232> {1)..(307)

«223> Ragién varisble de cadena liviana

400> 3
Ber Ile Val Mst Thr Gln Thxr Pro Thr Fhse Lau Ian Val Sar Ala Oly -
1 ] 10 18

Asp Arg VYal Thr Ile Thr Cym Lys Ala Ser Gln Sax Val Ser Asn Asp
20 a5 30
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‘:t;;ﬁf;&igiglﬁiiggiiighflqu- Fro Gly Gln Sar Pro Thr Lau Lew Ile

Bar Tyr Thr Ser Sar Axg Tyr Ala Gly Vval Pro Asp Axg m'n- oly
50 BB 60

Sar Qly Tyr Gly Thx Asp Pla Thx Phe Thr Ile Saxr Thr Lau &ln Ala
&3 70 785 [ 1]

Glu Asp Leu Ala Vil Tyr Fha Cys Oln Gln Asp Tyrx Asn Ser Pxo Pro
as 20 s

« Thr Fha Qly Gly Gly Thr Lys Ieu Glu Ile lys Arg Thr 'Val Ala Ala
100 108

¥xo Ser Val ¥ha Ile Fhe Pro Fro Ser Asp Glu Gla Leu Lys Sex Gly
115 120 125 *

Thr Ala Ser Val n1m'munmmm-ry:ma:ga1una
130 138 la0

Lys Val @dn Trxp Lys Val Asp Asn Ala Lesu Gln Sexr Gly Asn Bar Gln
148 150 156 180

Qlu Sar ¥l Thr Glu Glm Asp Ser Lys 'Asp S8ar Thr Tyr Ser Leu Ser
168 170 178

Ber Thr Leu Thxr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys Ris Lys Val Tyr
igo i85 190

Ala Cym Glu Val Thr nis Gln Gly Lean Ser S8er Pro Val Thr Lys Ser
198 200 a0s

Fha Asn Azxg Gly Glu Cys
210

220> 4

<211> 447

313> PRT

«313> Artificiml

<320>
«323» Secuencla artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratén

«<320>

«<3221l> MISC REPRESENTA

«2232> (1)..(120)

«<333>» Reglén variable de cadena liviana
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Sax

Ala

Val

Leu
145
Trp

Len

Sar

val

alu

Pxo
130

aly

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser dly Pro Asp Leu
B

io0

Lys Ile Ber Cys Lya Aln Her Gly Tyr
20 a5

His Trp Val Lys Gin Ser His dly Lye
as 40

Ile Asn Pro Asm han Gly Val Thr Leu
55

Lys Ala Ile Lesu Thx Val Asp Lys Sex
70 75

Leu Arg Bar Leu Thr Sexr Glu ASp Sar

BSer Yhr Met Ila Thr Amn Tyr Val Kat
1a0 108

Ber Val Thr Val Ssx Sex Als Bsr Thr
118 120

Leu Ala Fro Cys Bar Axg Ser Thr Ser
138

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
180 155

Ser Gly Ala Isu Thr Ssx Gly Val MHis
165 170

Sar Her Gly Isau Tyr Sex Leu Sexr Bar
180 ¥

Sar Lesu Gly Thr Lys Thr Tyx Tix Cys
185 200

Asn Thr Lys Val Asp Lys Axg Val dlu
215

Val

Ala

alu
140
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iiys Pxo Gly Ala
14
Phe Thr Gly Tyxr
ad

Len Glu Txrp Ile

458

Asn Gln Lys Pha

Thr Thr Ala Tyx
a0

val Tyr Tyr Cys
95

110

dly Pro Bar Val
125

Sar Thr Rla Ala

Yal Thr val Ser
160

Pha Pro Ala Val
175

Yal Thr val Pro
190

Val Asp His Lys
208

Lys Tyr Gly Fxo

Pro Pro Cys Pro Ala Pxo Glu Fhs Lau Gly GQly Pro Ser Val

240
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Pa Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Lem Mat Ila Ber Arg Thr \SE\\
2495 250 85

Pro Gila val Thr Cys Val Val Val Asp Val Sex Glo Glu Asp Pro Glu
2&0 265 270

Val GIln Pha Asn Trp Tyxr Val Asp Gly Val Qlu Val His Asn Ala Lya
a75 a80 a8s

Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn FPhe Asn Ber hr Ty» Axg Vel Val ser
290 298 300

val Lau Thr Vval Leu Kis Gln Asp Trp Lasu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
308 310 315 3Jao

Cys Lys Val Ser Asn Lym Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile
3as 330 33s

Ser Lys Ala Lys Gly Glan Pro Avrg Glu Pxo Gln Val Tyxr Thr Leu Pro
340 348 350

Fro Bexr Gln Glu Glu Met Thxy Lys Asn Gln Val #er Leu Thr Cys Leuw
k11 360 365

Val Lys Oly Pha Tyr Pro Ser Asp Ils Ala Val Giu Trp Glu Gax Asn
370 378 380

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thxr Thr Pro PFro Val Leu Asp Ser
348 350 198 400

Asp Qly Sar Fha Fhe Leu Tyxr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Sex Arg
403 410 413

Yrp din Glu Aly Asn Val Fhe Sar Cys Ber Vval Mat His Glu Ala Leu
420 429 430

His Asm His Tyx Thr Gln Lys Ser Leu Ber Leu 8er Leu Gly Lys
435 440 445

<2310> §

«<211>» 2l4

<213> PRT

213> Axtificial

<220>

«333> Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratén
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MISC_REPRESENTA
{1)..({107)
Reglén variable de

<3221>
<222»
<223>

<4 00>

Asp Ile Val Met

1

Glu Arp Ala Thr

flar Gly Sax Gly

)

Glu Asp Val Ala

Thy Phe Gly Gly

100

Pro Ber Val Phe

115

Thz Ala Besxr Val

1390

Lys val Gin Trp

143

Qlu Ser Val Thr

8ex Thr Leu Thr

Ala Cys

Pha Amn Ary

210

Gla val
138

Glua

Thr

aly

Ilm

165

Gly glu

Asp
70

150

His

cadena liviana

Sar Pro Asp Bax

Cys Lys Ala Gax

Pro Pro
130

Leu Lau
138

Asp Sex

Lys Ala

gln Gly
200

alu Ila
108

Ly Aap
170

Asp Tyx
188

ey Bax

Glua

aln
188

Glu

Sar

Ala Val

Saxr Val

Asp Arg

Sex Ser

Un Iam
13s

140

Bex Gly

Lysa His

e val
405

Aan

v N/l
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Lsu Ile

Ser dly

Gln Ala

Ala Ala

Beaxr Gly

180

175

Val Tyr

Lya Ssr
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<210> &

«211» 447
<313> PFRT
<213> Arcificial

<=220>
<3323 >
y ratén

«321> MI1SC_REPRESENTA
«222> {1).7(1a8)
«223> PReglén variable da cadena liviana

«400> &

du 'Val Gln Leu Gln Gln Saxr Qly Pro ASp
b X B 10

Ber Val Lys 1Ile Sexr Cys Lys Ala Ber Gly
aa 25

Tyr Mat His Txp val Lys Gln 8axr His Qly
as 49

Gly Axrg Ile Asn Pro Asn Asn Gly Val Thx
S0 53

Lys Asp Lys Ala Ils Ieu Thr Val Asp Lym
55 70

Met Glu Leu Axrg Ser Leu Thr Sexr Glu Asp
as 0

Ala Arg Saxr Thr Met Ila Thr Amn Tyr Val
100 105

VYal Thr Bar Val Thr VYal Ssr Sar Ala Sex
118 130

Pha o Leu Ala Pxro Cys Berxr Arg Bar Thx
130 138

Leu @ly Cys Leu Val Lyw Asp Tyx Phs Pro
4% 180

PCT/US2005/032196

Secusncia artificisl es derivada por secuencia de anticuerpe humano

Leu Val Lys Pro Gly Ala
iB

Tyr B8er Fhe Thy GQly
ag

Lys Ser Leu Glu Trp
45

Leu Tyr Asn @ln Lys
50

fayr Sor Thr Thr Ala
7%

Sexr Ala Val Tyr Tyrx
L]

Mat Asp Tyr Trp Gly -

110

Thx Lys Gly Pro fex '

128

Sexr @lu Sar Thr Ala
140

Glu Pro Val Thr Val
185

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Sar Gly Val His Thr Phe Pro Ala

168 170

178

Tyx

Ila



WO 2006/031653

PCT/Z-USDS 7 32195
Iau Gln Sexr Sexr Gly Lau Tyr

329

Val
305

Gly
=]:1 ]

Asp

210

Lys

Lys

Lys
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Gly

Aax
195
Amn
Pro

Pbhe

val

ars

Val

35s

Ay

i1a0
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Axg

Sex

alu

Glu

Pho

Gly

@lu

oy

Glu

Pha
405

Thr Lys

Vval hsp
ais

Pro Ala
230

Gla Qln

310

aly

3

Met Thy

ara

185

Thx Tyx
200

Lys Axg

Tys Asp

Val Asp
485

Asp TIp

Leu Pro

Axg Glu
348

Asp Tle

Lys Thr

Gax Axg

val

Thx

val

val

oln

Ala

410

lna

alu

Aan
31B

ain

Tha-
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val Val Thr Val
190

Aon Val Asp His
405

Ser Lys Tyr Gly
220

Gly ¢ly Pro Sar

Mat. Ile Sar Arg
285

Gln Glu Asp Pro
a7o

Vval His Asmn Ala
288

Tyry Arg val val
300

Gy Lys @u Tyr

Ila Glu Lys Thr
ass

Val Tyr Thr Laun
380

Sexr Leu Thx Cym
365

Glu Trp Giu Ser
380

Fro Val Leu ASp

Val Asp Iyw Ser
418

hya

a40

Lym
220

Ile

Serx
400

nnﬁg
¥
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Trp Glo Glu Gly Asn Val Phe Bex Cys Sex Val Mat His Glu Ala Leu
4320 425 430

His Amn His Tyr Thr Gln Lys Sex Leu Ser Leu Ser leua Gly Lys
425 440 445

<J1l0> T

<dll> 214

<31l3>» PRT

213> Axtifiacial

220>

«223> Saecuencia artificial es derivada por secuencia de anticuezpo humanc
Yy ratén

<220>

«231» MISC_REPRESENTA

«<223> Regldn variable de cadena liviana

<400> 7

Asp Ila Val Mat Thr Gla Sear Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Lesu Gly
1 5 10 is

Glu Arg Aln Thx Ile Asn Cys Lys Ala Sar Glun Sar Val 8Ssr Asn Asp
20 as a0

Yal Ala Txp Tyrx 4ln Oln Lys Pro Gly @Gln Ser Prxo Lys Leu Lau Ile
as 40 45

Hex Tyr Thr Sex Ser Arg Tyr Ala dly Val Prxo Asp Arg Phe Sar Gly
50 55 éan

8ar Gly Bex' Gly Thr Asp FPha Thr Leu Thr Ile Sex Bexr Leu Gln Ala
(.} 70 75 80

Glu Asp Val Ala Val Tyr Pha Cys Gln Gla Asp Tyr hgn Ser Pro Pro
as 20 25

Thr Pha Qly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Axg Thr Val Ala Ala
100 108 110

Pxo Bar Val Phe Ile Phe Pro FPro Bax Agsp Qlu Gin Lau lys Sar Gly
115 130 . 1258

Thr Ala Bex Val Val Cys Lsu Ieu Asa Amn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 138 140

11-
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mmmmmmnmmn-mmsumymuzm
148 150 158 i1s0

ulusunlmoxusmnpmmmurmmmuum
165 170 178

sumunm:mmml\hupmmumaumvnm
1La0 188 i90

Als. Cyn m:w;mm-smelyuuaazmmvumms.:
195 200 208

Phe Asn Axg Gly Glu Cym

210
<310> @
<211> 447
<213> . PRT
<213> Artificial
«<220>
<2%3>» Secuencia artificlal es derivada por secuencla de anticuerpo humano
y ratén
«<320>

<221> MISC_REPRESENTA
«322> {1)..{120)

<323> Reglén variable de cadena liviana

«<400> 8

Gln Val G-J.nl:m;\l'al. Gln Ser Qly Als :n.uv-:. Lys Lys Pro Gly Ala
1 is

Ser Val Lys Val Ser Cys Lye Ala Ber Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr
a0 as 30

':‘ytllot.!:ll'r:pmw:mhr!mﬂlyﬂlnﬂlrmalum Ils
40 48

dly Arg Ile Asn Pro Amm Aan Gly Val Thr Len Tyr Asn Olon Lys Pha
30 L] 80

Lye Asp Arg Val Thr Mat Thr Axg Asp Thr Ser Ile Bar Thx Ala Tyr
63 70 78 a0

Met Glu Leu Ser Axg Leu Axy Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyx Cys
as a0 85

-12-
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Ala Arg Ber Thr Mat Ila Thr Asnt Tyx Val Nat Asp Tyr Trp gly Gln
100 108 116

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Sax Thr Lys Gly Pro Saxr Val
118 120 125

Phe Pro Lau Ala Pro Cym Ser Arg Sar Thr sSar Glu Saxr Thr Alas Ala
330 135 140

eu 4ly Cys Lau Val Lys Asp Tyxr Pha Pro Glu Prxo Val Thr Val Sex
148 180 15% 160

Txp Asny Bar Gly Ala lesu Thr Ser Gly Val Eis Thr Pha Pro Ala Val
163 170 17s

Leau Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Sar Bexr Vval Val Thr val Pxro
180 188 180

nrmmmuymmwury:mqunnmmmam
195 200 a0s

mn:mmmvnupnnungmummm-mym
210 a1s 220

Pro Cys ¥ro Pro Cys Pxo Ala Pro Giu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 2320 238 2460

mmmmrmwsmmmmmmu-mngm
24% 230 a8s

Pro Glu Val Thx Cys Val Val Val Asp Val Sax Gln Glu Asp Pro Glu
460 283 a70

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val alu Val His Asn Ala Lys
a1s 280 288

Yhr Lys Pro Arg Glu ¢lu Gln Phs Asn Sexr Thr Tyr Arg Val val Ser
a90 ass a00

Val Leu Thx Val Leu Mis Gln Asp Trp Leu Asu Gly Lys Glu Tyr Lys
aos 210 31s 320

Cys Lys Val Sar Asn Lys dly Lau Pro Ser Sex Ile Glu Lys Thr Ila
Jas aao 335



WO 20061031653 PCT/US2005/032196
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Sex Lys Ala Lys Aly Gln Pxo Avrg Glu Pro 8la ¥al Tyr Thrx Lau Mo
340 345 350

¥ro Ser Glm Glu Glu Mat Thr Lys Asn Gin Val Sex Leu Thr Cys Leu
3BS 360 368

VYal Lys Gly Fhs Tyxr Pro Ser Asp 1le Alsa Val Glu Trp Glu Ser Aso
aTo 375 380

Fly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thx Thy PFro Prxo Val Lau Asp Serx
J88 aro s 400

Asp Gly Ser Fha Phs Isu Tyr Sar Arvg Leu Thr Val Asp Lys Bex Arg
405 410 415

Trp Gln Glu Gly Asn Val Fhe Sar Cys Sar Val Met His Glu Ala Leu
420 Py &30

His Asn His Tyé Thy Gl Lys Bar Lau Sexr Lay 56T Lau Gly Lyvs
438 440 445

<210> 9

<211l> 214

<313>» PRYT

<213> Axtifiaial

<330>

€223> gecuencia artificlal es derivada por secuencia de anticuerpo humano

y ratén

<331> pyr PRESENTA
<2232> ?1?%: 10%

<323> Regiédn variable de cadena liviana
<400> 9

Asp Ile Val et Thr GOln Ser Fro RSP Ser Lau Ala Val Ser Leu Gly
1 B 10 15

@lu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Sexr Val Sar Asn Asp
28 as 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gin YLy Pro Gly Gln Sar Pro Iys Lau Lew Ile
38 a0 A5

Rer Tyr Thy Sexr Sar Arg Tyr Ala Gly Val Pxo Asp Avg Pha Sar Gly
30 55 60

14

nny 3

\
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Sar Gly Sar Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ilse Ser Sar Leu gln Ala
65 10 75 a0

Glu Asp Val Ala Val Tyr Phe Cys 81n Gin Asp Tyxr Asn Ser Pro Pro
as 90

Thr ¥he Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lym Arg Thr Val Ala Ala
100 W05 110

¥Fro Ser Val Fhe Ile Fhe Fro Pro Ser Asp Glu ¢ln Leu Lys Saxr dly
118 120 1a%

Thr Als Ser Val Val Cys Leu Leu Asao Asn Pha Tyr Pro Arg @Glu .Ala
130 138 1490

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GEin Ser Gly Asn Saxr Gln
148 130 153 . 160

Glu Baxr Val Thr Glu Glo Asp Sar Lys Asp HBer Thr Tyr Bar Leu Sar
168 170 178

8er Thr Leu TAr Leu Sar Lys Rla Asp Tyx Glu Lys His Lym val Tyr
180 1a8 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Lesu Ser Ser Fro Val Thr Lys Bexr
198 200 208

Pha Asn Axg Gly Glu Cys
210

«2310> 10

<dll> 447

«<3212» PRT

<213» Artificial

<d20>»

«323» Secuencla artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humanc
y ratédn

<2320
«32k» MISC_ REPRESENTA

«223> (1)..{120)
«223» Reglén varisble de cadena liviana

«<400> 10

Gln Val Glo Lsu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Fro Gly Ala
1 B 10 is

~18-
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Sar Val Lys Val Sex Cys Lys Ala Ser Gly Tyx Ser Phe Thr Gly Tyr
20 as 30

Tyr Mat His Trp Val Axg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Tryp Met
as 40 %5

Gly Azg Ile Asn Pro Asn AmD Gly Vel Thr Leu Tyr Aan Gln Lys Phe
80 [} S0

Lye Asp Axrg Wal Thr Net Thx Axrg Asp Thr Ssr Iles Sexr Thr Ala Tyr
{1 ] 70 78 a0

Mat Glu Leu Ser Axg Leu Avg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyx Tyr cys
s 240 9B

Ala Arg Ser Thr Met Ila Thr Asn Tyr Val Met Asp Tyx Izp Gly Gln
100 108 110

Gly Thr Leu Val Thy Val Sexr Ser Ala Seaxr Thr Lys Gly Pxro Sar Val
115 120 1as

Phe Pro Lau Ala Pxo Cye Ser Arg Bor Thr Ser Olu Sexr Thr Als Ala
130 135 140

Imi Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Fhe Pro Glu Pro val Thr val Her
245 180 158 140

Trp Asn Saxr Gly Ale Leu Thr Ser Gly Val ¥is Thr Pha Pro Ala Vsl
165 170 i78

Isu Gln Sexr Ser Gly Leu Tyr Ser Lau Ser Ser val val Thr val Pro
1890 185 190

Ser B8ar Sar Leu @ly Thr Lys Thr Tyr Thx Cys Asn Val Asp His Lys
198 200 208

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Axg Val Glu Ber Lys Tyr Gly Pro
210 X215 a20

Pro Cys Fro Pxo Cys Wro Ala Fro dlu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val
22% 230 238 240

Pha Lsa Pha Pro Pro Lye Pro Lys Asp Thr Lau Mat Ile Ser Arg Thr
248 a50 255

18-
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Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val ger

val Glmn

™r Lys
290

val Lau
203

Cys Lys

Pro Sex

Val Lys
370

Gly Qln
385

Asp Gly

Phe Asn Trp Tyr
275

Fro Axg Glu Glu

Thy Val Lan ¥is
310

Val Sex Asn Lys
328

Ala Lys Gly dln
340

Gln Glu Glu Mat
335

aly Phws Tyr Pro

Pro Glu Asn Aan
390

Sax Pha Pha Lasu
409

Qlu dly Asn Vval
430

His Tyx Thr Gln
438

<210> 11
<Zll> Q@14

<212>
<«213>

<220>
<223>»

PRI
Axtificial

y ratén

<220>
<231>
<222>
<223>

MISC REPRESENTA

{2) .7 (107

Val Asp Gly val Glu
asc

Gln Phe Asn Sar Thr
298

Gln Asp Trp Leu Asn

Gly Lsu Pro Sex Sax
330

Pro Arg Glu Fro Gin
348

Thr Lys Asm Gln Val
360

Ser Asp Xla Ala Val
378

Tyr Lys Thr Thr Pxo
395

Tyr Sar Arg Leu Thr
410

Fhe S8ex Cys Ber Val
4258

Lys 8ex Isu far Leu
440

Regién variable de cadena liviana

17-

.y
PCT/US2005/032196 n?’(qs

Gln Glu Asp Pro Glu
270

Val. His Asn Alas Lys
288

Tyr Arg Val Val Ser
300

aly Lys olu Tyx Lys
330

Ils Qlu Lys Thr Ile
33s

Val Tyx Thr Leau Pro
aso

Sex Lsu Thr Cys Lau
iss

@lu Trp Glu Bar Asn
380

Pro Val Leu Asp . Ser
400

Val Asp Lys Sar Arg
418

Mat His Glu Ala Lau
430

Saxr Lau Gly Lys
445

Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpe humano

o
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<320»

<3231l» MISC REPRESENTA

«3232> (34)..{34)

«333>» CDR 1

<2320

«321> MISC_REPRESENTA

«222> (80)..(56)

«<323» CDR 2

<320>

<221» MISC_REPRESENTA

«222» (89)..{97)

=32323>» CDR3

<400>» 11

Asp XIle Val Mat

1

@lu Axg Ala Thr
Val Ala Trp Tyr
35
Tyr Tyr Thr Ser 8ear Axrg Tyr Ala dly Val Pxo

L1 1

Ser Gly Ber Gly Tin Asp Fha Thr Leu Thr Ils Sarx

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln 9ln Asp Tyx
as 80

Thr Fhe Gly Gly Gly Tht Lys Lsu Glu Ila Lys Arg

fro Bar VYal Pha Ile Fhae Fro Pxou Sexr Asp Glu Gln

Thr Ala

70

ia0

118

130

Lyw Val

145

dlu Beax

165

Thr Gln Asr Pro Asp Ber Lau Ala

Ile Asna Cys Lys Ala Seax Gin Sar

Gln Gln Lys Pro Gly Glm Pro Pro

18

Sex Vol Val Cys leu Leu Asn Asn Pha Tyx

Gln TYp Lys Val Asp Asp Al Lauw Gln Ser
158

Yal

Val

Lau
128

PTo

Gly

- nn,

PCT/US2005/032196

B8axr Leu Gly
15

Ser Asn Asp
30

Lieu laa Ila
Fhe Ser Gly

Lau Gln Ala
. a0

Saxr Pro Pro
25

Val Ala Ala
a0

Lys Ber Gly

Axgy Glu Rla

Amn Sex Qln
160

Val Thr Glu Uin Agp Sar Lys Asp Sexr Thr Tyr Sar Leu Sex

178

7

K
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krﬁmmmm-munammmummmwlm

180 igs 18D

nncy-uuwxmmalnmyuuurmmmmw-m

198 400 205

Pha Amn Axry Gly Glu Crs
210

<210>
<311l>
<21l3>
<213>

<220>
<343>»

<320>
<331>
<222
<223 >»

«330>
<d21>»
<222>
<223 >

<220>»
<2dl>
<3312>
<223>»

«220>
«<221>»
<232>
<233>»

400>

1

12
447

e
Axtifioiml

Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratén

MISC_ REPRESENTA
{1)..{130}
"Regién variable de cadena liviana

MISC_REPRESENTA

{26) .- (35)
CORL

MISC_REPRESENTA
{(B0) .. ({66)
coR2

MISC_REPRESENTA
{99)..110%
CDR3

1a

mv-:.unmvnea.nuu-mynua:l.um:.y-mmg:;yu-
10

Sexr Val Lys Val Sar Cys mu-s-:mymaum::rmym
20

mmmmvaugﬂnu-mmymmyzmmumm
as 40

45

mym:umrmmmmynlmmmmolu:q-m

70

mmmmmmmmmmwrusnmun.g:
&5 75

-19-
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Met Glu Lou Ser Arg Lsu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cyw \@

45 30 98

Ala Arg Bar Thii Mat Ile Thr Asn Tyx Val Met Asp Tyz Trp @y dln
100 108 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ber Ser Ala Ser Thr Lys Gly Prxo Sex Val
115 iao0 135

Phe Pro lau Ala Pro Cys Sear Axg Saxr Thr Ber Glu Saxr Thx Ala Ala
1390 138

Lau Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Fhe Pro Glu Pro Val Thr Vel Sex
148 180 188 180

Trp Asn Sexr Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Fha o Als Val

Sar Bex Bar
198

165

Sar Gly Lau Tyx

180

Leu Oly Thr Lys

170

Bar Leu Sexr
188

Thr Tyr Thr
200

175

val Thr VYal
190

Val Asp His
408

Pro Ser Asn Thr Lys Yal Asp ILys Rxg Val Glu Sar Lys Tyr Gly Pro
210 al1s 220

Pro Cyw Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu dly Gly Pro Ser Val
228 230 235 240

¥he Lau Phe Pxo Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Yla fSar Arg Thr
248 250 285

Pro Glu Val Thr Cym ¥al Val Val Asp Val Ser Gla Glu Asp Fro Glu
260 265 270

Vval Gln Pha Aex Trp Tyr Val Asp Gly Val Giu Val Bis Asn Ala Lys
ars 280 aa3

Thr Lys Pro Azxg Glu Glu Glu Phe Asn Ser Yhr Tyr Axg Val Val Sex
290 208 300

Vval Leu Thr Val Leu His @n Asp Txp Lau Asn Gly Lys Glu Tyx Lyws
305 310 218 320
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chfusmsfsaigs-
Lys Val Sexr Asn Lys Gly Leu Pro Sex Ber Ils Jlu Lys Thx Ile

328 330 338 W\

Sar Lys Ala Lys Gly @Gln Pxo Axg Gld Pro @Gln Val Tyr Thr Lau Pro
340 348 3so0

Pro Bsx @ln Glu Glu Net Thr Lys Asn Gln Val Sexr Leu Thr Cys L.
353 240 285

Val Lys Gly Phs Tyr Fxo SBer Asp Ile Ala WVal Glu Trp Glu Ber Aan
170 ars a0

Gly Gln Prxo Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Frxo Val Lau Asp Sar
385 190 393 400

Asp Gly Bexr Phe Phe Ieu Tyr Sex Arg lLeu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Giu Gly Asn Val Fhe Sexr Cys Serxr Val Met His Glu Ala Leu
420 428 430

His Asn Wis Tyr Thr Oln Lys Ser Leuv Ber Leu Sexr Leu Gly Lys
438 4490 45

<210 13
«31l» 417
<213» ADN

«313> Misculos Mus

«400>» 13
atggaatgga gotgggtctt tctottectc ctgtomgtaa ctacaggtgt ccactctgag &0

gtccagotgo ageagtotgy acotgacatg ghgaagoctg goggcttcagc gasgatatec 120
tgcaaggett ctggttacto atteactggo tactacatge actggotgua goagagcoat 180
ggeasgages tegagtggat tggacgtatt matcotasca atpgtgttac totctacass 240
caganattoa aggacasggo ocatattaact gtagacaagt catcoaccan ageotacatg 11
gagotocgoa gootgeoate tgagguotat goggtotatt actgigosag mtotactats aso
attacgeact atgttatgga ctactggggt caagtaacct cagtoaccgt ctcectea aL7
<210>» 14

<211>» 1239
<212> PRY

«313>» Masculos Mus

<320>

<331> HISC_REPRESENTA
<223>» {1)..(19)
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<223> Secuencia lider

220>

<331> PEPTIDO_NATURAL

«<222> (20)..{139)

«400> 14
mtomﬁps.:mvnmuummmmmmmazy
1 5 10 15

Val Mias mmummmalncharmymmmnl Lys
a0 a5 30

muylummm:us-rmmmaummuz Phe
a8 40 45

mmyrpmmm-npvn'mﬂnmﬂ-mrmsarmm
s0 s (]

Gl.u'r:pnad'.lyn:gtl-mrmuumolyhl'mrmm.m
&5 70 7=

uumnownmmun:uuummupw-mu:m
s 20 L

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Axg Ber Leu Thr Ssr Glu Rsp Ser Ala Val
100 108 110

mmmu-mmmmn-n:mwwtmmm
1159 120 1a8

!:pﬂlyﬂlnhlﬂnh:‘lidl‘hrﬁl Ser fAex
130 13s

<210> 15

<211> 381

«212>» ADN

<=213» Mbsculos Musa

«400> 15
atgesgtcac agaccceggt CEtogtattt otacrgotot gegtgtotgy tdogoatggg

agtattgtge tgacocagac toccomocattc ctgettgttt cagcaggaoa cagagttaco
atascotgea aggcoagtca gegtgtongt satgatgtag ctiggtacca acagaagoca
gogoagtata atacactgot catatoctat acatccagtec gotacgctog agtocatgat
ogottcattg goagtggata tgogmoggat ttoacttica ccatcagoac tttgeagget
gaagacotpgg cagtttattt ctgtoagcan gattataatt ctcocotacgac gttoggtgga

-22-

50
120
ise
240
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ggcaccasge tggaaatoma a as1

<=210>» 16
«21k> 1a7
«<213> PET

<21¥> Miisculo Mus

«220>
«3321» MISC_REPRESENTA

«3322> (1)..420)
«223> gecuenclia lider

<220>
«221> PEPTIDO_NATURAL
22> {(21)..(137)

<400> 18

Mat Lys Ber Gla !h: Gln VYal Phe Val FPbhe Leu Leou Leu Cym Val Ssar
1 10 15

Gly Ala His Gly Bexr Ila Val Met 'Thr Gln Thr Pxo Thr Fhe Leu Leu
20 as 30

maerllnﬂlra-plumm:hmc,v-t.y-nll!aralnm
40 45

Vval Ser Asn Asp Val Ala Trp Tyx Gln Gln Lyw Pxo Gly Gln Ser Fxo
50 1) &0

hr Lau Leu Ila n:tyrmacs-:a:gmn-myvn lron.np
(1} 70

ugmu-uyauﬂymmrh:a-pmmmm:1-5-:
25

Thr Leu @ln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Phe Cye Gln Gln Asp Tyx
100 108 110

mn:mmmmmym.ycly-m:mmamxum
113 1as

<210» 1T

<ail> 107

<2132» PRT

<2131> Artificial

<3220»

«223> Secuencla artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratén
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P BT{.‘%’S‘I{EJ'EE 196

Asp Ile Val Mat 7Thr ‘Gln Bex Pro Asp Sar Leu Ala Val Sex Lau aly
1 ] 10 15

O0lu Arg Ale Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Sexr Asn Asp
a0 as

val Ale TxXp Tyz Gln Gla Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu Ila
s 40 a5

-Mmmwmm!yzﬂumyhlmupmmhrﬂy
50 L} 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glun Ala
65 70 75 a0

Glu Asp Val Ala Val Tyr Phe Cys Gln @ln Asp Tyx Asn. Sex Pro Mo
(] 90

Thx Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glun Ile Lys
100 108

«210> 18

«<211> 120

«213>» PFRT

«313» Artificial

<320

<223> Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humanc
y ratén

<400> 18
Gln Val @ln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 i0 is

mmmm:n:mmu-mc:ymu:m=muym
20 a5 1)
Tyr Net Eis Txp Val Lys Glu 3ex Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
as 40 48

Gly Axg fla Ast Pro Ast Asn Gly Vil Thr Leu Tyx Asn Gla Lys Phe
%0 BB &0

wsmugmnrm=mmnpmnrnenrmnam
&5 10 75 a0
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chlﬂPﬁ\luEir?é!éﬁunm’ﬂmup Thr Ala Val Tyy Tyx Cys
s S0 1]

Ala Axg Har Thr Mat Xls Thr Asn Tyr Val Met RAsp Tyr Trp Gly G@ln
100 108 110

Gly Thr Leu Vel Thr Val Ber 8sr
115 130

<210> 19

<321I» 120

«213» PRT

«113» Axtificial

<230>

<233»> Secuencia artificial es derivada por secuencla de anticuerpo humano

y ratén
00> 1% .
Glo Val Gln Leu Val Gin Ssr Gly Als Glu Val Lyw Lys FPro Gly Ala
p § 5 10 1B

ger Val Lys Val Sex Cys Lys Als Sex Gly Tyr Ser Fhe Thr Gly Tyr
20 as 30
Tyr Mst His Trp Val Axg dln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Tzp Met
36 40 48

Gly Axg Ile Asn Pro Asa Asn Gly Val Thr Leu Tyr Asn Gla Lys Phe
50 55 50

Lys Asp Axrg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Sexr Thr 8exr Thr Rla Tyr
] ] 70 k-] ab

Mat Glu Lau Ser Bar Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr CTyw
a5 90 98

Ala Arg Sar Thr Met Ile Thr As:x Tyx Vil Met Asp Tyxr Trp aly 4in
100 105 310

Aly Thr Lau Val Thx Val Sex Ser
118 iae -

<210> 20

«211> 2360

«212> ADN

«3213> Acztifiocial

-25-
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PCT ‘3u5§insﬁtf:r§i='§iggcial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratédn
<400> ad

caggtcoage tggtgeagte tggagcogag gtgamgaago ctggagotto agtgasggty
teotgeaagg cttctggtia ctoatteact ggctactaca tguactgggt gegocaggee

aougguosgy gucttgagty gatgggacgt attaatocta acastggtgt tactoctotas ’

asccagaaat toaaggaccg cgtgaccatg actogcegaca. cctocatcto cacapcctac
atggugetet cocgoctgog ctotgaogad agagoogtet attactgtge aogatocact
atguttacca actatgtiat ggactactgny ggteasggoa. ccckggteac cgktctootoa
<310> 21

«<2I1> 120

<223> FET

<213> Artificial

180
240
300

&0

<333> Secuencla artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano

y ratdn
<400> 21

Ghﬁﬂlnhunld-lnmslyuudluwlw-w-mcﬂ.rnln
1 3 10 15

gSar Val mv-l.s::c”nwmﬂnr-ﬂlymlummelrm
20 as 30

-:y:mmnpvnmmnunmmymmyuumuwrpm
8 40 415

Gly Axg :Lunuma-nmmvmmmry:u-mmm
1] 1] 60

Lys Asp Argy Val Thr Met Thx Arg Asp Thr Sar Ile Sar Thr Ala Tyx
&5 70 78 an

mcmumsum:.oumu:mmmmvu Tyxr Tyr Cy®
as S0 83

n-mmnrmn-muamwlmmmmmymn
100 108 110

Gly Thr Leu Val Thx Val Gex Sexr
118 120

<3l0> 22

N ;y, Qﬁ

¢
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«212» ADN

<213» Arxtificial

«220»

«2323> Secuencla artificlal es derivada por secuencia de anticuerpo humano

y ratédn
<400> 23 ' )

gatattgtgs tgaccoagtc COSUmAUECe ctggcogttt cactgugwga gagggccace
mEasactgoa aggocagton gagtgtgagt matmatgtyy otiggtacca acagaagoos
gogeagecse ctaagetgcet c‘t-t-e:l.t asatacagtc gotacgetog agtacctgat
egettokcog guagtygate cgggaccgat ttcactotga coatcageotc ottgecaggot
gasgacgtgg cagtttatta ctgteagoaa gattataatt ctcctcooac cttoggtggs
ggcaccasge tggaaatcan a

<210> 23

211> 107

«<213> WFRT

«213> Artifiacial

<320>

«223>» Secuencia artificial es derivada por secuencia de anticuerpo humano
y ratén

«d 00> 23

Asp Ils Val Mat Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Saxr Leu Gly
3 8 10 . 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Her Asn Asp
a0 a5 a0

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pxo Lys Leu Leu Ile
35 40 45

mmmmmmmualymrm.upmmsumy
50 55 (1]

mmymmymmmmmmnamsammnn
&5 70 78 B

uluupvnmv:lmmcy-mmnupmnmscmm
as S0 85

Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 108

M%S

40
a0
180
a4d0
%0
331

&
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PﬁTflg?ﬂIEf 32196

<210

«211> 327

«3213> PRT

<213> Homo saplens

<400> 24
Ala Sex Thx Lys @1y Pxo
1 5

Ser Thr Ssxr Glu Ser Thr
a0

Gly Val His Thr Fhs Fro
S0

Teu Sexr Sox Val Val Thr
&5 2?0

Tyr Thr Cys Asn Val Asp

Axg Val Glu Ser Lym Tyx
100

Glu Fha Leu Gly Gly Pro
118

Asp Thr Leu Mat Ilm
130

Asp Val Sexr Gln Glu Asp
248 130

aly val Glu Val Ais Asn
188

Agn Bar Thr Tyr Arg Val
1a0

rrp Leu Asn Gly Lys Glu
158

Pro Bex Ser Ila Glu Lym
210

Sexr Val Pha

Ala Alas Iau

Val Ser Trp

Ala ¥al Leu

Val Pro Sex

Bis Lys Pro

aly Pro Pro

105

Sar val Fha
120

Baxr Axryg Thr Pro

1as

Pxro Glu Val

Ala Lye Thr

val Ber Val
l1as

Qlu

Gln

170

Tyr Lys Cys Lys Val

Thy Ila Sar Lys Ala

Qly

val

Ala

Gly

aly

rro
123

Gy

PCT/US2005/032196

Lys
30

e 1

mla
190

15

Asp TyTr

Val Asp
Gln Fhe
175

Gln Asp

Gly Leu

Pro Axg

. nn/F.?

\\b
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P P BT Vil 8= 72 Len Pro Pro der alo Glu

Amm Gln Val

1le Ala Val

Thr Thy

o
273

Arg Leu Thr

Cys Bax Val

<210> 28
<211»> 330
<313» PRY
<313> Hoao

400> 325

Alda Sar

Bax Thr

Gly Val

340

Leau Serx

Tyr Ila

Lys Val

The

Glu
as

HEis

Glu

Glu

Val

Net

=P

Yal

o 4

sapians

Gly
a0

val

100

aty

val

Thr Cys Lau Val Lys @iy
450

Glu Ser Asn Gly 4ln Pro
268

1ev Asp Saxr Rap Gly Bex
a8o

lLys Bar Axrg Trp 4ln Glu
a9s

Qlu Ala Leu His Asn His
30 31s
Gly Lys

Pro Bear Val Fhs Pxo Lau

Thr Ala Als Lau Gly Cys
25

Thr Val Ser Trp Asn Bex

Pro Ala Val Lsu Gln Bar
55

™hr VYal Pro Ser Sar Hex
70 78

Agn His Lys Pro Saxr Asn
PO

Bar Cys Asp Lys Thr Hia
108

aly
300

Ala

aly

“H_nﬂfes

/ (_\
PCT/US2005/032196 \y

Glu Mat Thx Lys

Tyr

Asn

Thr

Ala
45

aly

gy

Pro Bear Asp

Asn TYT

aTo

VYal

aln

Lys
30

285

PFbe BSer

Lys Sar
3340

Sex Lys
15

A=sp Tyr

Gln Thr
-]

Asp Lys
L]

Mo Cys
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PEHH_??:?{&?E}EEGI? ::g ¥Pro Ser Val FPhe :‘:‘5‘ Phe Fro Fro ‘\-p

:qur:olmnpmmmthsorhgmmﬂlummq..
30 135 140

Yal val Val Asp Val Bex Hs Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trxp
'14! 180 133 160

Tyr Val Asp Gly Val Giu Val His Aen Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
168 170 178

mueinmmmmmngvunlmwtmmnmw
180 188 1948

llhﬂlnhnp’t:p:auhnﬂlrnrlulummmmmnrm
195 409 203

mn-mmn-mzxomummu.snmusmmy
210 218 220

Glnlmugulumuhmwtrhruummaarmmumu
22% 230 233 240

Mat Thr Lys Asn Oln ¥al gar Lau Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
248 250 ass

P20 Sar Asp Ile Ala Val Glu TrEp Olu Sexr Asn Gly Gln Pro Glu Asa
as0 265 270

mmny-mmml':e\tal!.nuhspﬂor”pﬂlyia:mm
ars aao aas

Leu Tyr Sor Lys Leu Thr Val Asp Lys Sar Arg Trp Oln Oln Gly Asn
190 98 jab

Val Phe Sexr Cys Ser Val Met His Glu Alm Leu }Mis Asn Hls Tyx Thr
305 310 a1s 320

Gln Lys Bexr Leu Ser Lau Ser Pro Gly Lys
228 3o

<210> 26

«3211> 108

<3213> PRT? -

<21)}> Homo maplemn



F’BT{"H.I?EIS! 2 ASE

Thy Val Ala Ala Fro Sar Val Fhe Ile Phe Pro Pro Sar Asp Glu Gln . ﬂ"ﬁﬂ
p B 10 18
WO 2006/031653 PCT/US2005/032196

AN\
mmmarmuasuvumcy-muummmm \A\
a5 30

mn:gelummvuoln'i‘rpmniupmuammnsa:
45

Gly Asn Ser Oln Glu Ser Vel Thr ¢lu GIn Asp Ser Lys Asp Sexr Thx
50 5% 60

-.ey:Sunmsermmmmmsumnammelum
65 TG =

His Lys Val mnammuvumu-mnuymaersum
20 925

Vval Thx Lys Sar FPhe Asn Arg Gly Glu Cye
100 108

«210» 27
«211> 114
«213> ADN
«213>» Artificial

«230>
«223» Oligonucleotido

<400» 27
cgoegoactee gatattgtga tgacocagto cocoogacteo otggoogttt cactgggaga 60

gagggecace ataaactgoa aggccagtca gagtgtgagt aatgabgtgg cttg 114
«<210> 28

<211> 117

«313> ADN

«213> RArtificial

<220»
«223» Oligonucleotido

«<400> 26
gtaccaacag magccaggge agtccectsa gorgetcata toctatacat ccagtcgeta 60

cgctggaqte cctgatcget totceggosg tggatceggg ancgattboa ototgac 117

210> a9
<211» 120
<2132> ADN

-31-
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PLC T }1?1_@1%!‘ ol o5

«320> o)]igonucleoAtido
<223 >

«800> 39
catvagotce ttgoaggotg asgacgtggc agtitatttc tghcagoaag attataatto

toctcccase ttooutgghg goaccasgot ggasatoass cgtgagtaga ataacttant

=210>» 30

<dTL>»

an ABR

«<21)> Axtificiml

:::g: Oligonucledtido

=400> 20
taagttaktc tactoacgtt tgatttcaoag ctthggtgoot coaccocgasgy Coggagpeaga

attataatct tgobtgacaga astsasctge cacgtcttoa gactg

«210> 31

<21l>

<212>» iiﬁ

«<213» Artificial

<320
3333: Oligonucleétido

«400>» 31

caaggagoty atggtoagag tgeastoggt cooggatocm atgocggega agogatoegg
gaotccagog tagegacton atgtatagga tabtgagcage ttagpggect goootg
<210> 33

«<21l1l>» 2134

«212» ADN
«213>» Artificial

«2310»
«333> (Qligonucledtido

<400> 2322
gottotgttg gtacoamgoce acatcattac tcacactcetg actggootig osgtttatgg

tggocctote tcocagtgan acggacagyg agtcggggga ctgggtoatc acastatcgg
agtg

«=210» 32
«21lk» 23T
<3213 ADN
<213> Artificial

<320>

M N

RON

1]
108

118

a0
120

la4
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PCT/USOS /- A2196 %
«223» Iniclador PCR

<£00>

')(
33 \J\

cageocoota agotgeteat atactat a?

<210>»
<21il»
<213>»
<313>»

<220>
<2a3»

34
a7
ADN

Artificial

Iniciador PCR

34

atagtatatg agcagcttag gaagctg a7

<310>»
<2l1ll>»
<212>
<213>

<400

as

13
ADN

Artificial

Iniciador PCR

as

gtggecagttt attactgtoa gosag a3

<J10>
«dll>»
=31a>
<313>

<2320>
<223>

3

a5

ADN
Artificial

attgotgaoca gtaataaact gocac as

<210>
«211>
«313>
<21I3>»

<220>»
=223 >

«<f00>

Oligonucleétido

37

cgegeActeo caggtooage tggtgeagto tggmgocgag gtguagaaga cbggggotta 60
agtguaggty toctgcaagy cttcetg as

<210>
<211>
<213>
«<213>

18

20

ADN
Arcifficial
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PCT/USOS. 22196
<d20>»

<«233> Oligonucledtido

400> 38
gtractcatt cactggetad

agtggattgy acgtattaat

<3210>»
<21ll>»
<212»
<aAl3>

a9
101

ADN
Artificial

<«220»
<323» OCligonucledtido
«400» 39

gtgttactok cobacamacag

totcoacage otacatygeg

«210>»
<211l»
a2l 3w
«213>»

40

104

ADN
Axtificial

«<220»
«223» Oligonucledtido

<d00» &£0

tacatgcact gggtghagca gegocacggh cagggoottg
actascaaty

aaattcangg accgugtgac catgactcge gacacctooa
otatcacgca tgogotatge o

gacacogeey tctatctactg tgoacgctec actatgatta coanctatgt tatgagactaa
tggogtcasg goeaccotggt cacogtcokoa teaggtgagt cotg

<210»>
«311l>
«212»
«<313»

41
L L

ADN
Axtificial

<220>

«223> Oligonuclebétido

=400> 41

tegacagges. toacctgegg agacggtgec cagggtgedt tgaccecagt agtocataac
atagttggta atcatagtgg agogtgcaca gtastaged

<210 42
«211> 93
«312> ADN

<213> Axtificial
«220>
«3223> Oligonucledtido

«400> 42

gyoggtgtcg tcagagogca ggogugagay otecatgtag getgtgoegn tggmggtgto

-34-

“~ Pnghy

101

104

B\
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"ti;;:;k{;ﬁ%?gié:éasig%q; tgantEt cty
<310> 43
<3ll> 92
<212» ADN

<213> Arxtificial

«230>
«223> Oligonucledtido

<400> 43
gttgtagage gtascaccat tgttaggatt aatmogtcoa atccactcaa ggccotgtcea

gaggetotge ttoacceagt goatgtagta go

<i10> 44

211> 987

«313» ADN

«213> Axtificial

«220>
«233> OQligonucledbdtido

400> 44
:mgtgnhgl gtasctcagaa gecttgosgg acacoctteac tgamgaccoa ggottettea

cctoggetea agactgoace agetggacct gggagtg

«=210> 45
«211>» 90
«<3132> ADN
<213> Axrtificiml S

«<220>
«323>» oligonucledtido

400> 45
gttactcatt cactggetac tacatgeact gggtgogeen ggocccogya aangggcctiyg

agtggatgyy acgtattaat cctamaaaty

<210> 46
<21l1l> 93
«2132> ADN
«213» Artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 46
gttgtagaga gtaacaccat tgttaggatt aatacgtcoo atccactcaa ggecctgtcc

gggagcectgy cgcacccagt goatgtagta ge

230> 47
<231> 101 -35-

- e
" \\é

27
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«3213» Axtificial -{E’

<230> \\

«223> Oligonucledtido

400> 47
gtgttactet otacasocag asattoaagg accgogtghc catcactogo gaoacctceca 60

ocoteeacage ctacatgoeg cotctcotece tgegetatga g 101

«<210> 48

«<21l> 93

<212» ADN

<313» Artdfioial

<220>
<323> Iniclador PCR

<400>» 48
ggoggtgtcs tomguoogon gggaggagag ctocatgtag getgtggegg tggaggtgte L1

gogagtgaty gtomogoggt cottpmattt otg 93

<210> 49

<dll> 230

<213» PRT

213> Artificial

<2320>

<223>» Secuencia 1 eatructura de cadena pesada de anticuerpo consenso
base ean secuencia de anticuerpc humanc

«400> 49

Gin Val Gln Lau Val Glo Sear Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro dly Ala
L 8 10 1is

azmmmmcr-mmsuﬂlymmmm
ao as

20
«210> 50O
<2l1l> 14
«2313> PRET

«<2313> l:!:l:l.!i.cl.l:l.

<220>
<2323> Secuencia 2 estructura de cadena pesada de anticuerpo consenso
base en secuencla de anticuerpo humano

Trp Val Arg Glm Ala Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp Mek Gly
1 3 10
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<211> 332 “
212> PFPRT
«313> Artificial

«220>
<32)> Secuencia 1 estructura de cadena peaada de anticuerpo consenso
base en secuencia de anticuerpo humano

«400> 531

Arg Val Thr Ile Thx Axg Asp Thr Bexr Thr Ser Thxr Ala Tyr Mst Glu
3 B 10 i5

Lou Sar Sexr Lau Axrg Sear Glu Asp Thr Ala Val Tyx Tyx Cys Ala Arg
a0 aB 30

<210» Sa

«<21l1l> 98

«32132>» PRT

<213> Homo sapliens

<400>» 52

Gla Val Gln Lem Val Gln Sex Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 L ] i0 a8

Ser Val Lys Val Sexr Cys Lys Ala Sex Gly Tyr Thr Pha Thr Gly Tyr
a0 a8 30

Tyr Nat His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glm Gly Lau Glu Txp Mst
=1 40 45

Qly Trp Ila Asn Pro Asn Sax Gly Gly Thr Asm Tyx Ala Gla Lys Fha
50 55 &80

Gln Gly Arg Val Thr Met Thx Avrg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
(1] 70 78 30

Mat Glu Leu Ser Arg leu Avg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyx Cys
as 20 98

Ala Arg

<210> 853

311> 9O

«<213> FRT

<2131> Homo sapieng

<4040> 53
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P C:I'{VH%%%E %ﬂﬁc: Qly Ala. gu

Ser Val Lye Vval Baxr Cys Lys Ala Sar Gly
a0

Ala Mat His
as

Gly Trp Ile
B0

Gln aly Arg

s

Mat dlu Lsu

Ala Axyy

<dl0> 54
<311» 90
«<A13» FRY
<333> Hoow
<400> Bd

gln val Gln

Bax Val Lys

hAap Tle Amm

as

dly Trp Mat
50

an Gly Axg

Mat Glu Leu

Trp Vel Arg Gin Ala Pro Gly
40

Asn Ala Gly Asn Gly Asn Thy
5=

val Thr Ilea Thr Axg Asp Thr
70

Sar Baxr Leu Aryg Ser Glu Asp
as 20

sapiens

Lsm Val Gln Bar Gly .Ala Glu
B 10

Vel Ser Cys Lys Ala Bar Gly
20 as

Trp Val Arg Gkn Ala Thr Gly
40

Asn Pro Asm Sexr Gly Asn Thr
B8

val Thr Net Thr Arg Asa Thr
70

Sear Sar Leu Axg Ser Glu Asp
a5 80

PCT/US2005/032196
val Ly» Lya Pro Gly Alm
is

Tyr Thr Fhe Thr Sexr Tyx
30

Gln Axy Leu Glu Trp Het
48

Lys Tyr Ser Glu Lys Phe
80

Sear Ala Ser Thr Ala Tyx
75 a0

Thr Rla Val Tyr Tyx Cys
85

val Lye Lys Pro Gly Ala
1S5

Tyr Thr Fhe Thr Sar Tyx
30 )

Gln Gly Zeu Olu Trp Met
4%

Gly Tyr Als Gln Lys "ha
&0

Ser Ile Bar Thr Ala TyT
78 ao

Thxr Ala Val Tyr Tyr Cye
95
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<21:> 58
«213> PRT
«d1l3> Homo
<400> 83
Gln VYal Gin
1

B8ar Val Lyw
Gly Ile Ber
38

Gly Tzp Ile
50

aln Gly Arg
&5

sapisns

Leu Val Gln Sar Gly
5

val sex Cys Lys Alia
a0

Trp val Arg Gln Aleas
40

Saxr Ale TYT Asn Gly
[

val Thr Met Thx Thr
T0

Met Q@lu Leu Arg Ser Leu Axrg 8er
as

Ala Arg

«310> 56&
<3211l> 38
<213>» PRT
<3113> Homo

<400 86
Gln Vval Gin
1

Ger Val Lys

sspiens

frau Val Gln Bsr Gly
B

val Ser Cys Lys Val
a0

Trp Val Axg Gln Ala
&0

Ala Glu Val Lys Lys
10

Ber Gly Tyx Thr FPha
as

Pro Gly Gln Gly Leu
4B

Asna Thr Asn Tyr Ala
&0

Asp Thr Ger Thr Sar
7B

Asp Asp Thr Ala Val
80

Ala Glu Val Lys Lys
10

Bax Oly Tyx Thx Lau
a5

Pro 4ly Lys Gly Lau
45

Asp Pro Glu Asp Oly Glu Thx Ile Tyr Ala
S5

Pro Giy Ala

Glu Txp Mat
Gln Lys Lau
Thr Ala Tyr

Tyxr Tyx Cys
95

Pro Gly Ala
s

Thr Glw Kau
]

GIu Trxp Met

dln. Lyes Fha

val Thr Met Thr Glu Rsp Thr Ser Thr Asp Thx Ala Tyr

70

Ky
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P NS S AL 2R o sar Glu Aap Thr Ale Va1 Tyr Tyr cys
45 £ ] a5
Ala Thr
210> B7"
«<ali> 958
312> PRY

«213» Homo sapiena

400> 57
Gln Mat Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vel Lys Iyw Thr Gly Ber
1 -] 10 15

Ser Val Lys Val Sar Cysm Lys Ala Sex Gly Tyr Thr Phe Thy Tyx Arg
20 a5 ao

Tyr Leu His Trp Val Axg Gln Ala Fro Gly Gln Ala Lau Glu TXp MHet
25 40 , 45

Gly Txp Ila Thr Pro Phs Asm Gly Asn Thr Asn Tyxr Ala Gln Lys Pha
30 ] (1]

Oln Asp Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Sar Met S8ex Thr Ala Tyx
a8 70 75 a0

Net Glu lau Bar Ser Lau Axg Bexr Glu Asp Thr Ala Net Tyx Tyr Cys -
[ 1] 90 -1

Ala Arg

«<210> 58

<31i> 98

«<313> PFRT

<213> Homo saplens

<400>» 58
Gln Val Gln Lau Val Gln Sex Gly Ala Glu Val Lys Lyw Fro Gly Ala
1 L} 10 is

Ser Val Lys Val Sor Cys Lyw Ala Sex Gly Tyx Thr Fhe Thr Ser Tyr
a0 28 ao

Tyx Met Hip Trp Val Arg Gln Ala Pxo Gly ¢ln ¢ly Leu Glu Irp Maet
3s 40 48
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» :T{I- !';P.

ﬂlﬂ.ﬂlr l:g

Mot Glu Isu

210> 59
«<31ll» BPea
<=213>» PRT
«213> Homo
«400>» BI

Gln Mat Gln
Ser VYal Lys

Ala val Gln
as

dly 7Trp Ile
50

Glo Glu Arg
€3

Met Glu leu
Ala Ala

<210> &0
<211> 98
«<a13> PFRT
<al3> Homo
«&00> &O

dln Val Gin

A e 3. 95
sn Pro Bar dly Gly Ser Thr Ser Tyr Ala Gin Lys FPhe
55 &0

%

valmmtmmmmmmsumulm
a0

n-rnummmﬂummn-mw:mcy-
as g0

aspiens

Leu Val Gln Sar Gly Pro Glu Val Lys Lys Pro Gly Thr
5 10 15

Vval Ser Cysa Lym Ala HBar Gly Phe Thr Pha Thr Ser Bar
a0 a5 Jo

TTp Val Axg Gln Als Avyg Gly @ln Arg Leu Glu Trp Ile
40 48

Val Val Gly B8ar Gly Asn Thx Asn Tyr Ala Gln Lys Fha
5s 60

Val Thr Ile Thx Axg Asp Mat Sex Thr Ser Thr Ala Tyxr
70 s 80

s-rm:..uuzgﬂarmnnnpmua.valmmc”
1.3 S0

sapisns

Leu Val ¢ln Ber Gly Ala Glu Val Lys Lym Pro Gly Ser
5 10 15

-41-
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a2
Val Ber
ao

PCT/US2005/032196

196G
mw-u-mmyanymmmurm
as 30

Ala Ile Fer Txp Val Arg Glm Ala Prxo Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met:

35

GlyﬂlyzlulhirulllmG].ymm.ln'rrrnlad-l.ntq-m

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Als Asp ¢lu Sar Thr Sexr Thxr Ala Tyr

70 5 . a0

mamuususoruummnmupnrmmmmcn

as
Ala krg
«310> 61
«211> 20
«<212> PRT
<213> Nomo saplens

<400>

b §

Gln Val GIn Leu Val Glu Sar Gly Ala @lu Val Lys Lys Pro Gly Sar
S 10 15

mmmmmmmunlo:ﬂrmrmmu:mm

u-n-mmnlmmunmuymnnymmummn

Gly aly Ile Ile Pro Ile Phs Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Fhe

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyz

TO 73 a0

mtclummmmma:uummuawlmmcn

Ala Arg

<210>
<21l1l»
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PCYT/7USDS. 22A96
<«2132> FRT
<213> Hono saplane
«400> &2

Glu Val Gin Leu Val Glmn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
p | L] 10 as

Thr Val Lys Ils Sear Cys Lys Val Sex Gly Tyxr Thx Fhe Thr Asp TyT
20 as 30

ryrmm-'rr,pmanﬂlnmmalrmalyma:l.u'rxpml:
40 43

Glymmupmﬂuupalyﬂuﬂ:r Ile Tyr Ala Glu Lys Phs
35 60

mmymmmnamuaupmmm»pmunm
70 ao

ﬂatﬂluhn&n:!e:hul:gﬂulluupmunﬂlmmm
as

Ala Thr

<210>» &3

<21l> 1901

<213>» PRT

<213> Hono sapians

<400> &3

mn-mmmuns-:mmu:mnnvnmme:l.y
b & 8 10 18

Glu Arg Ala Thr Ile Asm Cys Lys Ser Ser (ln Ber Val Leu Tyr Sexr
a9 aB 30

nzmmmammmna Tep Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
s 45

mmmmtuu:h!y:mm!nlﬁ:lrgolus.rmym
1 60

mmugmsumqumys-rm.ymnpmmuum
65 B0

£
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Ile 8ex Harx
Tyx Tyx Bex

<210> 64
<311> 98
«212> FRT
<313> Bomo
400> 64
Gla Val Gin
: §

Sar Vval Lyo

Tyr Mat His
-1

l.-umnunalumvummmmmmmn
8s

Thr o
100

Espiens

Leu Val Gln Sex @ly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
B 10 18

Val n:.-cy-:.y-mmmymmmmmym
20 a5

Trp Val Axg Glﬂ.lln Pro Gly 9ln Gly Leu Glu Trp Mat
45

Lymmunmms-rmynymunmmmmm

uuelymmmm-:ungmmnrruurmuam

Mat Qlu Leu
Ala Arxy

«310> 65
«<311> 980
«212> ¥FRT
«<213> EHono
=400> 43

Glu Jle val
Glu Axg Ala

Leu Ala Trp
s

70 7% 1]

Sar Arg Lau Axrg Sear Asp Asp Thr Als Val Tyx Tyx Cys
as 9o as

aaplens

Het Ty Ola Ser Pro Ala Thr Leu Sar Val Saxr Pxo dly
5 40 ‘13

n:msarq-nrgma-rmnaumuraum
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From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT '5&

T
o« NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

PILLSPURY WINTHROP SEAW PITTMAN LLP THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
Attn. Cawlesy Jr., Thomas A. THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
P.O. Box 10500 SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

McLean VA 22102
UNITED BTATES OF AMERICA

(PCT Rule 44.1)
Dute of maiing

27/03/20086
Apphcart's or agent's fle refersncs .
40000/317753 FOR FURTHERACTION  See pamagruphs 1 and 4 baiow
intemationa) appiication No. iremational fiing date
PCT/UB2005/032196 (dspimorthyea?  69/09/2005
Applicant
WYETH

. The appicant is hareby notiied that the Intemational ssarch report and the written opinion of the intemational Ssarching
! m Authority have baen estabiished and are irensmitted herewith. oot

Fliing of smendments and statament under Article 19:
The applionnt Is entitied, If he 50 wishes, 1o amend the claims of the intermational Application (sse Fule 48):
When? The time Brnit for such amendments is normally two months iram the date of tranemittal of the
Intermmtional Search
Where? Directly iothe ntermationsal Burssu of WIPO, 34 chamin des Coiambsiios
1211 Geneva 20, Switzeriand, Faacimile No.: (41-22) 338.82.70
For more detalled instrustions, see tha notes on the accompanying shest.

2. D The appiicant Is hereby notfied that no intemational ssarch report wifl be estnhiished and that the deciaration under
Articie 17(2)(n) to that gifsct and the writian opinion of the Intemetional Searching Authortly are transmitted herewfth.

3. [] with regard to the protest against payment of (an) additonal fee(s) undsr Ruls 40.2, the appiicant s notied that:

D the protest logether with the decision therson has been transmitind o the intemstional Bureau together with the
appiicant’s request io forward the texts of both the protast and the decision thereon 1o the designaied Offices.

[C] o decision has bewn mads yet an the protest; the appicant wil be notifed as soon es a decision ls made.

4. Reminders
Bhortly after the expiralion of 18 manths from the priority date, the intemationsl appliosiion will be published by the
Inemational Bursav. i the appiicant wishes 1 svald or posipone publication, a notice of withdrawal of the intemational
application, or of the prioiity claim, must reach the Intemational Bursau as provided In Fules 80bis.1 and 90bi.3, respectively,
before the complation of the tscinical preparaiions for intemational publiestion,
The appicant MMmmhhmﬁMcnhmuerhmmmum
lnmn:-n'-u.mm-lmnlﬂlmdmmbnl Offices unisss an
ivtemational preliminary exasninetion report has been or it ip be established. Thess comments would also be made avalishie o
the public but not before the expimation of 3¢ months from the priceity date.

Within 19 monthe from he priory date, but only in respect of some designated Offices, a damand flor inlsmational prefminary

sxamination must ba filed i the appiicant wishes ko posipone the inin the netional phase untll 30 months from the priority
data {in some Officas aven ater); otherwise, the applicant must, 20 months from the priorty date, perform the prescribed
acte lor entry into the nationsl phase bejors those designaied Offices.

in respact of other designated Officas, the tme Aimit of 30 montha (or latar) will apply even il no demand is Sad within 19

See the Annex to Form PCTE/301 and, for detalls sbaul the appiicable time limits, Ofice by Office, see the PCT Applicant’s
M.V'MIl.mdmwthFo Intemet site. o s

Name and maling address of the intemational Saarching Authorlty | Authorized afficer

== Europsan Paiant Office, P.B. 6818 Patentiaan 2
@ NL-2280 HV Rijpwiik Marilt Masserut

Tal. (+#31-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3018

Form PCTASA/220 (January 2004) {Ses notss on socompanying sheet)




NOTES TO FORM PCT/ISA/220

Theee Nolas are briended 1o give the basic instructions conceming the filng of amendrments under articie 10. The
Notes are basad on the equirements of tha Paiant Cooperation Trealy, the Regulations and the Adminisirative Instructions
undar that Treaty. In cass of butwesn theas Notes and those ramania, the latier are appicabls. For more
detalied Information, see aiac the Appiicant's Guida, a publication of WIPO.

In thess Noies, "Article*, "Rule”, and *Section” refer 1o the provisions of the PCT, the PCT Raguistions and the PCT
Admiristrative instructions, respectively,

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant hes. aiter having receivad the intamational search report and the wiitien opinian of the Intlsmasiana)
Searching Authority, one apporunity io amend the clabms of the intlemational application, it
mmmmdhmm(mmnhmmummmh

p e

where, ¢.g. the wanis the atior to be for the o rolection or has snother

rasbon for amoning e Ciaims bafore iematcral pusCEBon, Furtharmere, § vt o8 G e et oro!
protection la avelable in some Saise only (see PCT Applicant's Guide, Annexes B1 and B32).

The attention of the applicant is drawn 1 the fact that amendmennts to the claima under Article 18 are not aiowsd whers
the Intamafional Searching Authority has deciared, under Article 17(2), that no iIntsmationsl ssarch report would be
sstablished {see PCT Appiicant’s Guide, Volume VA, paragraph 208).

What parts of the internationa| application may be smended?
Under Asticie 10, only the claime may be amendad.

whwm.ummnﬁmtﬂuymuﬁmum
intemationai Pralimi Authartty, The description amended urxier
. iros nary Examining . rawings may only

Upon entry imo the national phase, all parts of the intemnational application may be amended under Articls 28
of, whera applicabie, Articie 41.

When? Within 2 months from the dats of tranemitisi of the Imemational search repart or 18 moniis from the priorty -
M.MMlmnﬂ“mkm;;%W.mmwuluw
as bean recelved on ntemational Bureau expimiion
q:m the iachnical preparstions publication

Whare not to file the amendments?

The amendments ba fied with the Intemational Bureau and not with the recaiving Offics or the
|ma-mmw(mum.

Where & demand for intemational preliminary examination has bean/s fllad, sse baiow.

How? Either entire claims, by addl claima the text of
“wmmwm by adding one or more new or by amending

A raplsosmant sheet must be submitted for each sheot of the cialms which, on account of an amendment or
amendmente. difers from the sheet originally fled.

Al the clalms on a repiacement sheet must be numbered in Armbic numenis. Whers a caim Is
cancalied, no of the other ciaime la required. in all cases where cisime are renumbered, they must
be rerumbered consacutively (Adminisirative Instructions, Section 206(b)).

The amancdmants must be made in the language in which the intemational application is to be published.

"ll-tmumumllthmm
Latier (Section 208(h)):
The amendmants must be submitind with a letter.

The letier will not be published with tha intemational appication and the amanded claima. it should not be
conkused with the "Statament under Article 19(1)" (ses below, under "Sixismant under Article 18(1)").

The letier must be in English or French, st the cholos of the applioant. However, If the language of tie
internationsl spplication: s English, the letr must be in Engllsh; If the language of tha intemational applcation
Is Franch, the istter must be in Frenah.

Notes 10 Form PCTASAZR20 (irst sheat) (Jaruary 2004)




PATENT COOPERATION TREATY - ?é

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Asticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file referance FOR FURTHER ae0 Form PGTIEAZ20
400007317753 ACTION 3 well a3, whers appiicsble, item 5 below.
Imemational appiication No. inemalional fiing date (dewinonthysar) (Earfiost) Priorly Date (day/inonthywar)
PCT/US2005/032196 09/09/2005 10/09/2004
Applicant
WYETH

This intemational search report hes bean prepared by this Intlsmationsl Searching Authority and ls transmitted 1o the applcan
mnwnl.unpynmmu:ymlmm.m

This International search reporf conslsts ofatotalof ___ 6. shests.
[X] Rtisauo accompanied by a copy of each prior art document clted In this repart.

1. Basls of the report
. With regard to the languaga, the Inlsmationsl saarch was camiad oul on the basis of:

[X]  the inmemationsl appiication In the langunge In which It was fled

[C]  atmneiation of the Intsmational appiication into _ , which Is the
of @ transialion fumished for the purposes of intemationel saarch (FRes 12.5(a) and 23.1(b))

b. [X]  Withregand 10 any nucisotide andior amino acid sequanae ciscicesd In the Intsmafional appication, sae Box No. I.

2. [X] Cortain claims wers found unsesrchabls (See Box No. Ii)
3. [] unhyofinvention ls lacking (see Box No Il
4. With regand o the title,

[X] the sxtis pproved as submitted by the applicant
[[J  thetexthes been eeinblished by this Authority 1o read as follows:

5. Wih regand io the sbetract,
[X]  thetextis approved as submitind by the appiicant
the st has basn astablished, according ©© Rule 38.2(), by this it appear In Box No. IV. applicar
D mwﬂhnmmudﬂ;‘nﬂndﬂggm :putmmn?:m

8. With regard 1o the drewings,
a. the figure of the drawinge to be published with the abstractis Figure No. _1
[X] e sugnestsd by the sppiicant
[] s asiected by this Authority, because the appicant talled io suggest a figure
[  asssiected by this Authortty, because this figure better charactarizes the lnvertion
b. [C]  none of e figurs Is 1o be published with the abstract

Form PCTASA/210 {irst sheet) (Apsil 2005)
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Intsmational appiication No. /1

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/032196 ‘3

Box No. | Nucieotids and/or smino acid sequsnce{s) (Continuation of itemn 1.b of the first sheet)

1. Wihmgadto mmmmdmmwhmmmmﬂmwmbhdﬂm
mm.uh?mmmmmummmm

a  typsof materal

E a saquence Bsting
[ motets) retared 1o e socpuance tating

b. format of matsral

Emm

[X] in clactronic lom

c. timaof filingMumishing
[X]  contained in the ntemationel appicaton as filsc
[X]  ted together with the Imemationsl sppication In etectronic form
D fumishad subsequently io this Authority for the purposs of search
2. D In addition, in the case that more than one version or of & sequance Isting and/or tabis relating thereto has basn fled

fumished, the red statamernts that the informaiion In the subsequant or addiional copies Is idendical to that in
:wmnﬂudn:l&-nuphmhmam.-mminmm v e

3.  Addiional commania:

Form PCTASA/210 {continuation of first shast (1)) (Aprl 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REP RT .m
PCT/US2005/032196
A CLABSIFICATION

AGIKA7/48  CO/K16/30  CO7K16/46  A61P35/00

Accomding 10 inismational Patent Ciasslfication (TPC) or 1o both nelional cessification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Gocumanmtion ssarhad (chassll Tolowad by ciagsification
e rAGIK | CO7X e ity .

Documemation sstrchad afher than minimum docurnaniation 1o the sxiant that such docwnenia are incuded I the Deids ssarched

Elsctronic data base consulted during the imermational saarch (name of date base snd, whare practical, saamch teims used)
EPO-Internal, Sequence Search, BIOSIS, WPI Data

€. DOCUMENTS CONBIDERED TO BE RELEVANT

Camegory* | Chation of dooumeTt, with indicafion, whers spproprisie, of the relevant pasasges Raigvant to aiaim No.

X MYERS K A ET AL: “"TARGETING IMMUNE 1-49
EFFECTOR MOLECULES TO HUMAN TUMOR CELLS
THROUGH GENETIC DELIVERY OF 5T4-SPECIFIC
SCFV FUSION PROTEINS®

CANCER GENE THERAPY, NORWALK, CT, US,
vol. 9, no. 11, November 2002 (2002-11),
pages 884-896, XP009007160

ISSN: 0929-1903

cited 1n the application

abstract

page 884, right-hand column, paragraph 1

X WO 98/55607 A2 (KINGSMAN SUSAN MARY ET AL) 1-45
10 December 1998 (1998-12-10)
cited in the application
figure 1lb; examples 1,12,13

_/....
m Further documanis are Extad in the ooriinustion of Box C. D Sae patent lamily anngx.
| s e A— " e ot s et e
e mwﬂl‘.ﬂm.‘ﬂ“ art which s mt ctied Io Undematand the principle or theory urleriying the
"E" eariar document but published on or alter the intermedional "

g e RnIOL Do Comakiared el o el o A
'L'm-lﬂln-:hwdw claim{s} or ivvoiva an inentive step whan the document Is takan alons
which Is clied o e St of anothar Y* document of partioulsr relevance; the claimed inversion

chation or otha+ spadinl reason (e specified) CRAnGE be conairiared to involve an invrdive siap whan
"0r document rfeving o s oral disciosury, use, sxhibition or documin ks enmbined with ona or mom ather such docu—
othar meana mants, such oombination being cbvious to & pemon shifled
P cocumant pubiished pricr 1o the intsmaional Sing date but inthe an.
Inter than the priorty date claimed "3 document membar ol the sams paient family
Date of the actual completion of the Inlernational saarch Dt of malling of the intsmational sasrch repont
13 March 2006 27/03/2006
Nama and maiing address of the 19N/ Aulhorized oficer
Ewropean Petent Office, P.8. 5813 Pateriisan 2
Tl (13170) 402080, Tx. 31 851 epory
Fax: (+31-70) 340-9016 o Luyten, K

Form PCTASA/TIC {(sacond sheet) (Aprll BO0B)

page 1 of 2



INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Interational spplicetion No
PCT/US2005/032196

G{Conimmtion). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

4'3

Catagory” | Cutalion of docunent, with indication, wheve approprisis, of ihe reisvant pasaages

Relevan 1o ciuln No.

& DATABASE Geneseq [Ontine]

15 March 1999 (1999-03-15), "Anti-5T4
single chain antibody 5T4Sabl."
XP002371117

retrieved from EBI accession no.
GSN:AANBG6003

Database accession no. AAWSB6003

the whole document

US 2004/082764 Al (KUNZ ARTHUR ET AL)

29 April 2004 (2004-04-29)

cited in the application

examples 1-3,6,8

SIEVERS E L ET AL: “Selective ablation of
acute myeloid leukemia using
antibody-targeted chemotherapy: A phase I
study of an ant1-CD33 calicheamicin
{mmunoconjugate"”

BLOOD,

vol. 93, no. 11, 1 June 1999 (1999-06-01),
pages 3678-3684, XP002370115

ISSN: 0006~-4971

cited in the application

abstract

WO 2005/089809 A (WYETH; KUNZ, ARTHUR;
HAMANN, PHILIP, ROSS; MORAN, JUSTIN,
KEITH; VIDUN)

29 September 2005 (2005-09-29)

the whole document

8,11-18

1-49

1-49

1-45

Fam PCTAR10 [ooninuation of seoand shemt) {Apell 2008)

page 2 of 2



Intermational /ﬂ)plhh\ No,
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/U52005/032196

Box I Observations whers certain claims wers found unssarchable (Continuation of em 2 of first shest)

mummummmmmmmmmmmummmwmuhmm

" m mﬁmn-ﬁ&ﬁﬁwmwmummwwm.m
Although claims 46-49 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. Claims Nos.:
D because they relsis io parts of the intemational Application that do not comply with the preacribed recpirements to such
an extent that no masninghul intsmational Ssarch can be canried out, specifically:

3, D Claima Nos.:
mmmwmwnmmhmmhmmm-nu-dnmum

Box Ill Obesrvations where unity of Invention Is lacking (Continuation of ltem 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found muliiple inventions In this iInlemaiional application, as follows:

t L__| As all recuired additonal esarch fees wers imely paid by the appiicant, this imemational Search Report covers al
searchable claima,

2. D As all scarchabis ciaims could be ssarched without sffort justifying an additional fee, this Authorfty did not invite payment
of any addiional fee.

4 No recrined addiional search fees Smaly the applicant. Conasquantty, this inismatioral Selafeh Raport i
D _hhdhhhmﬂmﬂrUMuﬂ:'n:llnhmlbmwm
Remerk on Protest Dmmmunmmwhmpm

D No protest accompanied the payment of addiional ssarch faes.

Form PCTASA/Z210 {cominuation of firet shoet (2)) {January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT —

Wformetion on petent fenby members PCT/US2005/032196

Patont document Publication Patant family Publication

cited In sgarch report duio member(s) date

W0 9855607 A2 10-12-1998 AU 747602 B2 16-05-2002
AU 7780198 A 21-12-1998
CA 2292760 Al 10-12-1998
CN 1258319 A 28-06-2000
EP 1012259 A2 28-06-2000
JP 2002507117 T 05-03-2002
NO 995901 A 04-02-2000
NZ 500633 A 25-10~2002
us 6852703 Bl 08-02-2005
US 2004082764 Al  29-04-2004 US 2004192900 Al 30-09-2004
NO 2005089809 A  29-09-2005 WO 2005089807 A2 29-09-2005
WO 2005089808 A2 29-09-2005

Fom PCTASAZT0 (et fermlly sswnas) (Aprdl 1008)
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nns x4
From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY ‘\\f
PCT 5
WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Deie of maling
(dmyinonthyear) see form PCTABAR10 {second shest)
Applicarts or agent's file reference FOR FURTHER ACTION
seo form PCTASA220 See paragraph 2 below
intemationa] appication No. Interrmttonal fiing date {deymonthyear) Priority dute {cdaymontivirear)
PCTAIS2005032196 09.09.2005 10.09.2004
imemational Patert Classification (IPC) or both nafional clasgificasion and IPC
INV. AG1K4748 CO7K1680 CO7K1648 A51P3500
Applicanm
WYETH
1. This opinlon contains indications relating to the following tems:
B Box Ne. | Basls of the opinion
O BoxNo. il Priorly
B Box No.lll Non-sstabBshment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
O Box No. IV Lack of unity of invention
i BoxMNo.V  Reasoned siatement under Ruls 43bis 1(a)({]} with regard to novelly, inventive step or industrial
spplicabiiity; citetions and sxplanations supporting such statement
0 BoxNo. VI Certain documents cited
[J Box No. Vii  Ceriain defecis In the International appication
& Box No. VIll Certain observations on the internetional apphcation
2. FURTHER ACTION
If a demand for interational prefiminary examination is made, this opinion will usually be considered io be &
written oplnion of the Intsmational Prefiminary Examining Auth {"IPEA"). However, this does not apply whare
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen [PEA has notiisd the
intemational Bureau under Rule 88.1bis{b) that writien apinions of this international Searching Authorlly
will not be so conskdered.
If ihis opinion Is, as provided sbove, conskisred to be a written lon of the IPEA, the appilcant |s Invited to
lubmltoﬁanlho IPEA a written reply together, where appropriate, m I.l":lll'ldl':ﬂl'lhE.A' befors the oxph‘:ﬂun of thres
months from the dats of malling of Form PCTASA220 or befors the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires {ater.
For further options, ses Form PCTASAZ220,
3.  For further detalls, see notes o Form PCTASAZ20,
Name and maliing addreas of the [BA: Authorized Qfficer -~
‘ NL-2200 HY Aloet Pao o 2 Luyten, K { j\
Tal. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 apo nl /
Faux: +31 70 340 - 3018 Telephone No. +31 70 340-892¢ \_

Form (PCTASAZIT) (Cover Sheet) (January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2005032196

Bax No.! Basls of the opinion

1. With regard o the langusge, this opinion has been established on the basls of the intemational application in
the language in which it was flled, uniess otherwise indicated undar this tem.

O This opinion has been estabiished on the basis of a transiation from the original language Into the following
language , which is the language of a transiation furnished for the purpoges of international search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucieotide andior amino ecid sequence disclosed In the Internationai application and
necessary {o the claimed invention, this opinion has been astabiished on the basis of:

a. type of material:

B asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of materlal:
& in written format
E In computer readable form
c. time of flingfurnishing:
i contalned in the intemational application es filed.
B  fled together with the Intemational appiication In computer readable form.

O urnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addkion, In the case that more than ona verslon or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
hes been filed or fumished, the required statements thet the information In the subsequent or additional
coples Is identical to that In"the application as flied or does nat go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished. .

4. Additional comments:

Form PCTISA/ 237 (January 2004)
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Tl

Box No. il Non-establishment of opinion with regard to noveity, inventive step and industrial
applicabllity

The questions whether the claimed Invention appears o be novel, o involve an Inventive atep (to be non
cbvious), or to be Indusirially applicable have not besn examined In respect of:

1 the entire international application,
@ claims Nos. 46-49 (with respect 10 industrial appiicabliity)
because:

& the sald In:lguﬂnnal application, or the !r:i H::Ialm::s. with mq:gr o :‘r;g#smnl w: 4647
partia 48-49 (compistely) retate ] ng subject does
I‘nwmi&nnl prollmln(ary nnm':iyl)\ﬂon {specify): o o " v roqure an

S0 soparate sheet

0O the description, claims or drawings (indicate particuiar siements below, Id claims Nos.
unclear that n: :lun;::;ulrnpinbn éouldboformad {speciiy): ) or sald clalma e %0

O the ciaims, or sald claims Nos. are 50 inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no international search report has been established for the whole application or for sald claims Nos.

O the nuclectide andbr amino acid sequence lsting does not comply with the standard provided for in Annex
G of the Adminigtrative Instructions In that:

a

the written form O has not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readableform 0  has not been fumished

00 does not comply with the standard

O the tables reiated to the nucieotiie andir amino acid sequence fisting, If In computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for In Annex C-Ais of the Administrative Instructions.

0 Gee separate sheet for further detalls

Farm PCTASA/ 237 (January 2004)
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Box No.V  Reasonod sistement under Rule 43bis.1 with rd to novelly, inventive
Indusirlal appiicabliity; clistions and expianations u(;ﬂ’nlng;éh. siatement stop or

1. Statement
Novelty (N) Yes: Ciaims
No: Claims
inventive stap (IS) Yes: Claime
No: Claims
Industrial appficablfity (LA) Yes: Claims
No: Claims

2. CHations and explanations
s00 separate sheet

3,5-7,8-10,20-49
12,48,11-19

140
145

Box No. Vili  Certaln observations on the intemational appRcation

The following cbservations on the clarity of the claime, description, and drawings or on the question whether the

claims are fully supported by the description, are meada:

soe separate sheet

Form PCTASA 237 (Jaruary 2004)
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SECTION il

Claims 48-47 (partially, with respect to an in vivo method) and claims 48-49 (completely)
relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the provisions of
Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect to the
industrial applicability of the subject-matter of these clalms (Article 34(4)(a)(l) PCT).

SECTIONV
1  PRIORART

D1: Myers K A et al: "Targeting Immune effector molecules to human tumor cells
through genetic delivery of 5T4-speclfic scFV fusion proteins” Cancer Gene
Therapy, Norwalk, CT, US, vol. 8, no. 11, November 2002 (2002-11), pages
884-896, XP009007160 ISSN: 09208-1903 (cited in the appiication)

D2: WO 98/55607 A2 (Kingsman Susan Mary et al) 10 December 1998 (1998-12-
10) (cited in the application)

D3: DATABASE Geneseq [Online] 15 March 1999 (19989-03-1 6), "Anti-5T4 single
chain antibody 5T4Sab1." retrieved from EB! accession no. GSN:AAWS6003
Database accession no. AAWS6003

D4: US 2004/082764 A1 (Kunz Arthur et al) 29 April 2004 (2004-04-29) (cited In the
application)

D5: Sievers E L et al: "Selactive ablation of acute myeloid leukemia using antibody-
targeted chemotherapy: A phase | study of an anti-CD33 calicheamicin
Immunoconjugate” BLOOD, vol. 83, no. 11, 1 June 1999 (1898-06-01), pages
3678-3684, XP002370115 ISSN: 0006-4871 (cited In the application)

1.1 Document D1 discloses a chimeric, humanized anti-5T4 antibody comprising a
murine scFv fused to human IgG1 Fc. This scFw-HIgG1 fusion protein Is able to direct
lysls of 5T4-expressing human tumor cell lines through antibody-dependent cell
Cytotoxicity, indicating its potential as a gene therapy for human cancers (Abstract).
D1 also mentions the use of antibodies targeted to tumor-associated antigens linked
fo a cytotoxic drug, e.g. calicheamicin, in the treatment of cancer (page 884, right-
hand column, paragraph 1).

Form PCTASA237 (Geparate Shest) (Shaet 1) (EPO-January 2004)
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1.2 Document D2 discioses two chimeric, humanized anti-5T4 antibodies comprising a
murine scFv fused to either human IgG1 Fc or human IgE1 (Examples 1, 12 and 13,
Figure 1b). Document D3 discloses the amino acid sequence encoded by the scFv-
Ig@ cDNA, 5T4Sab1, of document D3. Amino acids 23-142 of this sequence are
100% identical to amino acids 1-120 of SEQ ID NO:2 of the present application.
Amino aclds 158-264 are 86% identical to SEQ ID NO:17. The CDRs are 100%
identical to the CDRs of SEQ ID NO: 17 and 18.

1.3 Document D4 discloses an anti-CD22 antibody/calicheamicin conjugate (CMGC-544),
obtained through the conjugation of a humanized anti-CD22 antibody to N-acetyl-
gamma calicheamicin dimethyl hydrazide 4-(4-acetylphenoxy)butanoic acid
N-hydroxysuccinimide (Examples 1-3), CMC-544 was shown to be effective in an in
vivo mouse modet of B-cell lymphoma (Examples 6, 8). .

1.4 Document D5 discloses the medical uss of an anti-CD33 antibody/drug conjugate,
consisting of 8 humanized anti-CD33 antibody linked to callcheamicin, for treating
patients with reiapsed or refractory CD33-positive acute myeloid leukemia (Abstract).

2  NOVELTY (Art 33(2) PCT)

2.1 Although the binding affinity of the chimeric, humanized an-5T4 antibody, scFv-
HigG1, is not explicitely mentioned in D1, since the binding affinity of the monoclonal
antibody of which it is derived is 1.85 x 10! M and those of the other scFv constructs
are 7.90 x 10" M and 1.24 x 10 M, Itis assumed that its binding affinity Is about 10
to 10" M. Therefore, it falls within the scope of claim 1 (a) and document D1
anticipates the novelty of claims 1, 2 and 4. Furthermore, due to the functional
definitions in claim 1 (e)-(h), the chimeric antibodies of both document D1 and D2 fall
within the scope of claim 1 (e)-(h). :

2.2 The chimeric, humanized anti-5T4 antibody of document D2 comprises an amino
acid sequence (Document D3, AA 23-142) that'is 100% identical t0'SEQ ID NO22,
therefore claim 8 Is not novel over document D2 and D3. Also the CDRs of this
antibody are 100% Identical to those of SEQ ID NO:17 & 18, and the framework
region, although murine, comprises residues of a humen antibody framework region.

Form PCTASA/ZIY (Separaie Sheet) (Bhest 2) (EPO-January 2004)
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3.4 Claim 29 differs from document D1 in that the cytotoxicity of the chimeric or
humanized antl-5T4 antibody is not due to antibody-dependent cell cytotoxicity but
due to a drug bound to the antibody. The effect of this difference Is not known. The
problem to be solved may therefore be regarded as providing an alternative chimeric
or humanized 5T4 antibody construct. The solution of claim 28 is not considered as
involving an inventive step, since It is a mere arbitrary solution. If a particular effect
coulkd be attributed to the antibody/drug conjugate of claim 29, then it would still not
be inventive, since document D1 already mentions the linkage of antibodies targeted
to tumor-associated antigens with a cytoxic drug, e.g. calicheamicin, and the use of
these antibody/drug conjugates In the treatment of cancer. Moreover, examples of
the production of antibody/drug (calicheamicin) conjugates and their use In the
treatment of lymphoma or leukemia, can be found In documents D4 and D5. The
same reasoning applies for the use of the chimeric or humanized anti-5T4
antibody/drug conjugates according to the methods of claim 48-49, therefore sald
claims also lack an inventive step.

3.5 Dependent claims 31-45 do not appear to contaln any additional features which, in
combination with the features of the claims they refer to, invoive an inventive step as
the relevant subject-matter falls within the knowledge and ability of the skilled person
and does not provide a surprising effect.

3.6 The solution as in dependent claim 30 is not solving the problem posed, since the
antibody is not sufficiently defined (see 5.1-5.3). However, even if the antibody would
be well-defined, like in claims 31-45, it would still not be inventive for the same
reasons as under 3.4 and 3.5.

3.7 Inview of the above, the present application does not meet the requirements of
Article 33(1) PCT, because the subject-matter of claims 3, 5-7, 9-10 and 20-49 does
not invoive an Inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

4  For the assessment of the present claims 46-49 on the question whether they are
Industrially applicable, no unified criteria exist In the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the ciaims. The EPO, for
example, does not recognize as Industrially applicable the subject-matter of claims to

Form PCTNSA/237 (Separate Shest) (Shaet S) (EPO-January 2004)
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Therefore claims 11-18 do not appear to be novel over documents D2 and D3.

2.3 The chimeric, humanized antl-5T4 antibody of document D2 comprises an amino
acid sequence (Document D3, AA 158-264) that is 86% Identical to SEQ ID NO:1 7,
therefore claim 18 is not novel over document D2 and D3.

2.4 The prior art does not disciose any anti-5T4 antibody/drug conjugates, thus claims
29-49 appear to be novel.

2.5 In summary, claims 3, 5-7, 9-10 and 20-49 are novel, though the present application
does not meet the criterla of Articie 33(1) PCT, because the subject-matter of claims
1,2, 4, 8 and 11-19 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

3  INVENTIVE STEP (Art. 33(3) PCT)

3.1 Document D1 is regarded as the closest prior art to the subject-matter of claims 3,5
7, 9-10 and 20-48.

3.2 Claims 3, 5-7, 9-10 and 20-28 differ from document D1 in that the chimeric or
humanized anti-5T4 antibody comprises a human kappa light chain constant region
(claim 3) or has a different sequence (5-7, 9-10 and 20-28). The effect of the
differsnces of the subject-matter of claims 3, 5-7, 9-10 and 20-28 over the prorartis
not known. The problem to be solved may therefore be regarded as providing an
altemative chimeric or humanized 5T4 antibody.

3.3 The solutions as in claims 3, 5-7 and 20-22 are not solving the problem posed, since
the antibodies are not sufficiently defined (see 5.3). Only antibodies of which the full
heavy and light chain variable regions are defined can be considered to have the
characteristics and properties of the antibodies exemplified In the application. Thus,
only well-defined antibodies solve the problem. However, even if the antlbodies would
be well-defined, like in claims 9-10 and 23-28, they would still not be inventive, since
without surprising effect, they fall within the routine skills of those skilled in the art and
merely solve a standard probiem.

Form PCTASA/237 (Separsie Shee!) (Sheet 3) (EPO-January 2004}
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the use of a compound In medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

SECTION VIl
5 CLARITY AND SUPPORT (Art. 6 PCT)

5.1 The subject-matter of claim 1 is not clearly defined, since claim 1(d) attempts to
define the antibody In terms of the result to be achieved "specifically binds to human
5T4 antigen with a binding affinity greater than a binding affinity of murine H8 anti-
5T4 antibody™. Though, the technical features necessary for achieving this result or
function are not provided. Also the functional definition Iin 1(e), "specifically targets
S5T4-expressing cslls /n vivo", does not provide the technical feature(s) to distinguish
from chimeric or humanized anti-5T4 antibodles that specifically target 5T4-
expressing cells In general or only in vitro. However, If those definitions would be
combined with the structural features (sequences) of the heavy and light chain
variable regions (see 5.3), the subject-matter of claim 1 would be clear.

5.2 The same reasoning applies for the antibody/drug conjugate of claim 30.

5.3 In the dependent clalms 2-8, 11-22 the antibodies are in addition defined by further
structural features, however, they are structurally not fully defined and therefore still
lack clarity for the following reasons:

An antibody is structurally made of two light and two heavy chains and the
combination of the heavy and light chaln variable regions confers the antigen-binding
specificity. The CDRs In combination with certain residues of the framework and the
relative disposition of the CDRs determines the antigen-binding specificity. The
framework, furthermore, influences the stability of the antibody. In general, simply
combining the CDR sequences from one antibody with the framework sequence of a
second one Is not sufficient to retain antigen recognition. Thus, to define an antibody
structurally the full sequence of the heavy and light chain variable regions should be
specifled. However, claims 2-8, 11-22 relate to anti-5T4 antibodies which are

Form PCTAGA/237 (Separuie Bheel) (Ghest 8) (EPO-January 2004}
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structurally only defined by their constant regions (claims 2-6), by one or more CDRs
{claims 11-18) or by either the heavy or light chain (claims 7-8, 19-22).

Therefore, claims 1-8, 11-22 and 30 relate to an large number of possible antibodies,
for which it Is unilkely that they will all have the properties of the antibodies as
exemplified and thus claims 1-8, 11-22 and 30 lack clarity and support.

5.4 Furthermore, the following terms are vague and render the claims unclear: "at least
one light chain or at least one heavy chain” (see 5.3; claims 1 and 11), "domain” (only
part of one chain; see 5.3, claims 1 and 30), “fragment" (not all fragments are
functional; clalms 1-28, 46 and 48), "framework regions comprising residues of a
human antibody framework reglion” (claim 11), “consensus sequence” (claim 12),
"indirectly bound" (claims 29, 46 and 48), "derivatives" (claim 45), "therapeutic agent”
(claims 48-49), the different "agents", “inhibitors® and the "therapeutic nucleic acid" of
clalms 37 and 39.

5.5 Claim 47 attempts to define the subject-matter in terms of the result to be achieved,
"wherein the drug Is internalized in a target cell", which merely amounts to a
-statement of the underlying problem, without providing the technical features
necessary for achieving this result. Therefore, claim 47 lacks clarity and support.

5.6 Moreover, the application lacks support for the medical use of an anti-

5T4/calicheamicin conjugate in combination with a second therapeutic agent {clalm
49).

Form PCTASA/237 (Bepansie Shaet) (Shest 7) (EPO-January 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)

[Referencla al expedients del PARAACCION ver Notificacion ds la Transmision del Reporis de Bsqueds InBmaconal

ﬂdhmbddm ADICIONAL (Forma PCTN8A/220) ss! como, en donds aplique ol inciso 5 posterior

No. de solicitud Intemadional Mdep;:unhdhlr;huduml "(Fecha de Prioridad) (Le més cercana) (dia/mea/anio)
PCT/US2005/032108 08/08/2005 10/00/2004

Solicitants

WYETH

[ Este reporte de bsqueda Intemacional ha sido preparado por esta Autoridad de 1a Bsqueds Imtsmacional y 8o
transmite al solicitants de conformidad con el Articulo 18. Se transmits una copla a la Oficina Intermnacional.

Este reporte de blaqueda Internacional consista de un total de e hojas
{X] Tamblén est acompanado de una copla de cada documento de I técnica anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte.
a. Con respecto al ldioma, la biisqueda intemacional se ha llevado a cabo en basa

[x] &l solicitud intemacional en e idioma an el que se presentd.
la traduceldn de la solicitud Intemacional EN on la cual el idioma de traduccidn se presenta
para los proposttos de ia busqueda intemacional (Regla 12..3 (a) y 23.1(b)).

b. Con reapecto a cusiquier secuencla de aminodcido yo nucleétido descrito an la solicitud Intemacional, ver
recuadro No. |

2.}  Ciertas reivindicaciones no son localizables (ver el Cuadro Ii).

3.0 Launided delainvencién es deficlents (ver el Cuadro Ii).
4. Con respecto al titulo,

el taxio &9 aprueba tal como lo presents el solicitants,
O El texto se ha eatablecido que el texio ssa como sigue:

5. Con respecto al resurnen,
X Eitexo se aprueba tal como lo presantd el solicitants.
D Esta Autorided ha establecido el texio, de acuerdo con Ia Regla 38.2(b), tal como aparece en

el Cuadro IV. B solicitante puede, dentro de un mes a partir de la fecha de envio por coreo de este reporte de
bisqueda Intemacional, proporcional comentarios a esta autoridad.

8. Con respecio a loa dibujos
a. La figura de los dibujos, quo se va a publicar con el resumeneslaFiguraNo 1
[X] Como lo sugirid el soficitante.
[ Pomus al solicitante le faltd sugerir una figura.
[] Pomue esta figura caracieriza mejor la Invencién.
b. [] Ninguna de las figuras se pusden publicar con el resumen.

" Forma PCT/ISA/210 (primera hoja{ABRIL 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Namero de Solicitud Internaciona = ”"‘741

PCT/US2005/032106 .
Recuadro |. Secuencies de nucietido y/o aminoécido (Continuacién del punto 1.b de la primera hoja).

1. Con respecto a cualquier secuencla de nucledtidos y/o aminoécidos descrita en la solicitud internaclonal y
necesaria para relvindicer la invenclén, esta opinidn se ha establecido con la base de:

a. tipo de material:
[X] un listado de secuenciae
[ 1 tablas que se refieren al listado de secuencias

b. formato del material:
[X] en formato escrito
X1 en forma legible en computadora

¢. ttempo de presentackn/publicacidn
[X ] contenido en la eolicitud intemacional como se presentd
[X ] presentado Junto con la solicitud Intemaclional en forma legible en computadora
[ ] publicado posteriorments antes esta Autoridad para los propdsitos de bisqueda

2. [ )} Ademas, en caso que més de una versitn o copla del listado de secuencias y/o tabla con relecién a esto se
hellan presentado o publicado, se publicanin declaraciones requeridas de que Ie Informacion en ias coples
posteriores o adicionales es idéntica a la que esté en la solicitud como se presentd o no va més alla de la sollcitud
como e presents, como sea aproplado.

3. Comentarios adicionales

Forma PCTASA/210 (Continuacion de la primera hoja (1)) (Abrll 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No. de Solicitud Intemnacional
PCT /US2008/032186

A. CLASIFICACION DEL ASUNTO RELACIONADOQ
ABIKAT/AS COTK1S30 COTKINME AS1P3S0

Deumdnmlldulﬂudmmmmumgm)oinbu claslficacikin nacional como Ia IPC.

B. CAMPOS BUSCADOS

Wmlmbmﬂn(ﬁmtdmmﬂhﬂmmamm)
WMMﬂhMMmﬂm.dm“mm-mmhmm
muemu.m.mmmumnlmmmmmdahb-dem.m-mprm.
tdmninos de bisquada uaados).

EPO-INTE B de sscuancis BIOSIS, DATO WPI
C. DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES
Categoria* mmmmlmm,m-muum Pertinents para In mivindicacion No
X MYERS K A ET AL: "TARGETING IMMUNE 1-49

EFFECTOR MOLECULES TO HUMAN TUMOR CELLS
THROUGH GENETIC DELIVERY OF 5T4-SPECIFIC
SCFV FUSION PROTEINS"

CANCER GENE THERAPI, NORWALK, CT, US,

VOL. 8, no.11, Noviembre 2002 (2002-11),

Piginas 884-888, XP 000007160

ISSN: 0020-1

Chtado en la soliclitud

Resumen

PaginaB4, columna del lado derecho, parrafo 1

X WO 88/556807 A2 (KINGSMAN SUSAN MARY ET AL) 145
10 DICIEMBRE 1098 (1008.12-10)
Chtado en la soliciud

Figura 1b; elemplos 1,12,13

Documenios adicionales se Tstan en la continuacién del G Luuiunhud.hhmlhdnpnhﬂuullﬁend
cuadro C, B0

* Categoria especial de los documentos citados:
T docurments posterior publicado despuds de la fecha de
presentacién inlemacionsl o in feche da prioddad, y que no

A" Documento qus daline al estado genarl de la Mcnics, que no ss provocs confiicio con Ia solicihud, pero se cits para entender of
considera qua os de partinencls particular principio o isoris que trate Ia imencidn
E Documenio antarkr, paro publicado en o despuds de Ia fechs de - documanio da pertinencie particutar; is imvencién reivindicada
presentecién Inamacional no se pusda consideqr nusva © no Be pusds conskigrar qus
:mmmm“udm-m
by Documenio que puede crear dudas de la relvindicaciin(es) de - documento de partinencia perticular; ta invenciin relvindicada
prioridad o que ea cita pers esisbiecer ta facha de publicecién de o no 86 puade coneidenr que comprenda un paso inventiva
situncién u otra raxdn sspecial (como se sapecifique) cmndo ol documento ss combina con uno o mis de evios
documenios. estes combinacionss son abvigs pare une parsona
experts on ls thcnica
o Documanto que se reflers & una dascripcidn onal, uso, exhiblcidn u " documents miemiwo de in familla de pienies
otro madio
b Documento publicado sntes de ta facha de presenteciin IYernacionsl,
de la facha de reivindicada
Facha de la actual terminacidn de la bdsqueda Intemnacional Fecha de anvio del reporte de bdsqueda internacional
13 MARZO 2008 _ 27/03/2008
Nombre y direccién de envio ISAUS Funcionario autorizado
Oficina Europea de Patentes, P.B. 5818 Paisntlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Luyten, K
TEL (+31-T0)340-2040, Tx.310851 eponl,
Fax+31-70)340-3016 N
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C. (Continuacidn) DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES

No. de Solicitud Intemacione! nng
PCT/US2005/032106

Categorfa®

Citaclén del documento, con Indicacién, donde es aproplado, de

los pasajes pertinentea

Pertinente para la
relvindicacién No.

& BASE DE DATOS Ganeseq [onlina]

16 Marzo 1980 (1998-03-15), "Ant-5T4

Single chain antibody 5T4Sab1.”

XP002371117

Recuperado de EBI no. de acceso

Gan:aaw86003

Nimero de acceso a la base de datos AAWSB003
E! documento completo

US 2004/082764 A1 (KUNZ ARTHURET AL)
29 Abrll 2004 (2004-04-289)

ciiado en ja sollcitud

ejemplo1-3,6,8

SIEVERS E L ET AL: "Salactive ablation de acute mysiold leukemla
using

Antibody- targetedchemotherapy: A PHASE 1
Study de an ant-CD33calicheamicin
Immunoconjugate®

BLOOD

Vol. 83, no. 11, 1 Junio 1888 (1988-08-01),
Paginas 38783884, XP002370115

ISSN: 0008-4071

Ctado en la solicitud

resumen

WO 2005088808 A (WYETH; KUNZ, ARTHUR;
HAMANN, PHILIP, ROSS; MORAN, JUSTIN,

ol documenio compieto

3.1 1'18

1-48

140

145
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Recuadro Il. Observaciones donde ciertas reivindicaciones no fueron locallzables (Continuacién del punto 1 de la
rimera hoja).

Este reporte de bisqueda internacional no se ha establecido con respecto a clertas relvindicaciones bajo
el Articulo 17(2)(a) por las sigulentes rezones:

1.m Relvindicacionaes Nos: 48-40
Debido a que se relacionan con el tema que no requiere que sea buscado por esta Autoridad,
eapeacificamente:
No obstante que Ias relvindicaclones 48-40 se dirigen & un método de tratamiento del cuerpo

humano/animal, se ha llevado a cabo la bisqueda y se ha basado en los supuestos efectos del
compuesto/composicidn

2. D Relvindicaciones Nos.: -
Debido a que se relacionan con las partes de la solicitud Intemacional que no cumple con los

requerimientos prescritos a un grado tal que no se puede llever a cabo ia bisqueda Intemacional
significativa, especificamente:

3. D Relvindicaclones Noes.:

Debido que son reivindicaciones dependientes y no asignan con la segunda y tercora oracién de la
Regla 8.4(a).

Recuadro [il. Observaciones donde la unidad de ia invencién es deficients (Continuacion del punto 3 do Ja primera
hoja).

Esta Autoridad de Blsqueda Intemacional encontrd mdltiples invenciones en esta sollcitud intemacional, como
sigue:

1. D Puesto que todas las tasas de busqueda, edicionales requeridas se pagaron oportunamente por el
solicltants, este reporte de bisqueda cubre todas las relvindicaciones buscables.

2. D Puesto que todas las relvindicaciones buscables podrian ser buscadas sin esfuerzo que justifique una
tasa adicional, esta Autoridad no solicitd el pago de cualquier tasa ediclonal.

3. D Puesto que Gnicaments algunas tasas de bisqueds, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente
por el solicitante, este reporte de bisqueda Intemacional cubre tnicamente aquelias retvindicaciones
para las cuales se pegaron las tasas, especificaments Ias relvindicaciones Nos.:

4. D Ninguna de las tasa de busqueda, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente por el solicttante.
En consecuencia, este reporte de bisqueda Interacional se rastringe a la invencién menclonada
primero en las reivindicaciones, se cubre por las reivindicaciones Nos.:

Comentario de protesta D Las tesas de blsqueda, adicionales se acompafan por la
protesta del solicitante,

D Ninguna protesta acompafia al pago de las tases de
bdsqueda, adicionales.

Forma PCTA8A/210 (Continuacién de la primara hoje) (2)) (ENERO 2004)
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INV.AG1K47/48 COTK16/30 COTKI6/46 AG1P35/00
Solicitnte
WYETH

1. Estn opinién contiene indicacianes con relacién o los siguientes puntos
m Recuadro No. [ Base de 1n opinién
[0 RecuadroNo.IT  Prioridad
[X] RecsioNo.ll  Ningln esablecimicnio del reporte con respecto a Ia novedad, ctap iventiva, o splicabilidad incisirinl
D Recuadro No. IV Carencia de unidad de Ia invencién

[X] Recuadro No.V Establecimiento razonado conforme a 1a Regla 43 bis.(i) con respecto a la novedad, etapa inventiva o
aplicacién Industrial; citas y explicaciones que soporten tal establecimiento,

0 RecusdroNo.VI  Ciertos documentos citados

[0 RecusdroNo. VIl Ciertos defectos en In solicitud internacional

[¥ RecuadroNo. VI  Cicrtas observaciones en Ia solicitud internacional.

2. ACCION ADICIONAL
Si se hace una solicitud de examen preliminer internacional, esta opinién usualmente se consideraré que es Ia opinién escrita
de Ia Autoridad de Examen Preliminar Internacional (“IPEA™). Sin embargo, esto no aplics donde €l solicitante clige una
AumiduddiﬁnnulmpmurllIPEAthPEAelesiduimmﬁﬁuciéndehOﬁchlmmﬁonﬂhqiohm
66.1bis(b) que las opiniones escritas de esta Autorided de Bidsqueda Internacional no serén consideradas.

Si esta opinién es, como se proporciona arriba, considerada para ser una opinién escrita de la IPEA, se le invita al solicitante a
mahﬂﬂmmmhjmm.dmdemmpindo,mmnﬁuﬂn,mﬂdequeuqﬂelmhumuwﬂr

dellmchldemvlodethl'CMSMZOomudequenpimlunnmnwﬁrdehfuhldeprioridld.loqueﬂ
mis tarde.

Para opciones adicionales, ver Forma PCT/ISA/220

3. Pamadetalles adicionales, ver notas para la Forma PCT/ISA/220.

Nombre y direccién de envio de Ia IPHA/ Oficial autorizado
Oficina Europea de Patentes - P-B. 5818 Patentlasn 2 ]_m.k
NL-2280hv Rijswijk- Puiscs Bajos

Tel +31 70 340 —2040 Tx:31 651 eponl
Fax: +31 70 340 - 3016

Teléfono No. +31 70 340-8924

Forma (PCT/ISA/237) (Hoja de cubieris) (enero 2004)
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INTERNACIONAL PCTAUS2005/032196 ne “f 9

L Bases de

1. Con respecto al idioma, esta opinidn sc ha establecido con base en Ia solicitud internacional en el idioma en 1s cual
se presentd, salvo que se indique bajo este punto.

O Esta opinién se basa en Is traduccién del idioma original en ¢l siguiente idioma, que es el idioma de la
traduccién publicada para propésitos de biisqueda intornacional (bajo 1as Reglas 12.3 y 23.1(b))

2. Cmmpmaeudqﬁusecmdndemdeéﬁdmﬂommm&mihhwﬁdmdhmdondym
para reivindicar la invenciém, esta opinién se ha establecido con la base de:

8. tipo de material:
[X] un listado de secuencias
[ ] tablas que se refioren al listado de secuencias

b. formato del material:
[X] en formato escrito
[X] en forma legible en computadors

¢. tiempo de presentacién/publicacién
[X] contenido en la solicitud internacional como se presentd
[X] presentado junto con la solicitud internacional en forma legible on computadara
[ ] publicado posteriormente antes csta Autoridad para los propdsitos de bisqueda

3. [ ] Ademis, en caso que mis de una versién o copia del listado de secuencias y/o tabla con relacién a esto sc hallan
mmommumlmmmmmamhwmmmm
o adicionales es idéntica a 1a que esti en 1a solicitud como se presents o no va mis alli de la solicitud como se
presentd, como sea apropiado.

4. Comentarios adicionales

Forma PCI/ISA/237 (Enero 2004)

&



OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA  Solickud Intemacional No.
INTERNACIONAL PCTAUS2005/032196

Recuadro No. TIL No establecimisnto de com a ciapa nventiva Industrial
Lllmunludequehinmei&npueeuumwdminwlummﬂpinmeiﬁn(pntmmobﬁu),nlerlpliuble
industrinlmente no so ha examinado con respecto de:

[ ]lasolicitud internacional completn,

[X] las reivindicaciones Nos. 46-49 (Con respecto a 1a aplicabilidad industrial)
ponques .

[X ]hnlicindhmneimﬂ.omlﬁvhdielﬁmNmmmahlplinbﬂidndindumiﬂ:46-41(pn'=illmt=)y48-
49 (completamente) uuﬁmnhliﬂﬁmhmﬂinnbjehquemuquimmumpﬂhnhnhﬂmﬁmﬂ(ww):

ver hoja separada

[ ] le descripcién, reivindicaciones o dibujos (elementos particulares indicados sbajo) o Ins reivindicaciones Nos.  no son
claros de manera que no puede formar una opinién importante (especi/iqus):

[ 1las reivindicaciones, o lay reivindicaciones Nos. von ssl inadecuademente soportadas por I descripcién de manera que no
puede formar una opinién importante,

[ ]1no se ha establecido reporte internacianal de biisqueda pera 1a solicitud compieta o para las reivindicaciones Nog.

[ ] el listado de secuencias de aminodcidos y/o nucleétidos no cumple con ¢l estindar proporcionsdo en ¢l Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

la forma escrita [ ] no se ha publicado

[ 1nocumple con el esténdar
|n forma legible en computadora [ ] no se ha publicade

[ }nocumple con el estindar

[ 1!as tablas con relacién al listado de secuencia de nucledtido y/o eminodcido, si sélo esti en forma legible en computadors, no
curmple con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis en las Instrucciones Administrativas.

[ ] ver hoja separada pars detalles adicionales.

Forma PCT/ISA/237 (Bnero 2004)
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INTERNACIONAL

Solicimd internacional No.
PCT/US2005/032196

1. DECLARACION.
Novedad (N) Reivindicaciones
Reivindicaci
iva (EI) Reivindicaci
Etapa Inventiva Reivindicaci
Aplicacidn industrial (AI) Reivindicaciones
Reivindicaci

Recuadro No.V. Declaracién razonada bajo la regls 43 bis.1(a){i} con respecto a Ia novedad, ctapa inventiva o

In aplicabilidad industrial; citas y explicaclones que soportan tal declaraeién

3,5-7,9-10,2049 Si:

1,2,4,8,11-19

149

1-45

No:

Sic

No:

No:

2. CITAS Y BEXPLICACIONES

ver hoja separada

Recusdro No, VIIL Clertas observaciones sobre Ia solicitud internacional

8i Ins reivindicaciones estin amplismente soportadas en la descripeién:

Ver Hoja separada

Se hacen las siguientes observaciones sobre Ia claridad de las reivindicaciones, descripeién y dibujos o en Ia cuestién

Forma PCT/ISA/237 (ENERO 2004)
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SECCI NI

Las reivindicaclones 46-47 (parciaiments, con respecto a un método in vivo) y las
reivindicaciones 48-49 (completamente) se refieren a una materia objeto conslderada por
esta Autoridad para cubrirse por las condiciones de la Regla 67.1(lv) PCT. En
consecuencia, no podré realizarse opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de la
materia objeto de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)a)(l} PCT).

SECCION V

1 ARTE PREVIO

Di. Myers K A et al: “Targeting immune effector molecules to human tumor cells
through genetic delivery of 5T4-specific scFV fusion proteins® Cancer Gene
Therapy, Norwalk, CT, US, vol. 9, no. 11, Noviembre 2002 (11-2002),
paginas 884-896, XP008007160 ISSN: 0928-1803 (citado en la solicitud)

D2: WO 98/55607 A2 (Kingsman Susan Mary et al) 10 diciembre 1998 (10-12-
1998) (citado en la solicitud)

D3: BASE DE DATOS Geneseq [En linea] 15 marzo 1999 (15-03-1999), “Ant-
5T4 single Caln antibody 5§T4Sab1". Recuperado del EBI no. de acceso
GSN:AAWB6003 no. de acceso a la base de datos AAWS6003

D4: US2004/082764A1 (Kunz Arthur et al) 29 abril 2004 (29-04-2004)' (citado en
la solicitud)

D5: Sievers E L et al: “Selective ablation of acute myeloid leukemia using
antibody-targeted chemotherapy: A phase | study of an anti-CD33
callcheamicin immunoconjugate™ BLOOD, vol. 83, no. 11, 1 june 1999 (01-
06-1899), paginas 3678-3684, XP002370115 ISSN: 0006-4971 (citado en la
solicttud)



OPINION ESCRITA DE LA ‘-‘“’743

AUTORIDAD DE BUSQUEDA S licitud Intemacional No.
INTERNACIONAL (HOJA SEPARADA) PCT/US2005/032196 @

1.1 El documento D1 describe un anticuerpo anti-5T4 humanizado, quimérico, que
comprende un scFv de murino fusionado a IgG1 Fc humano. Esta proteina de
fusion scFv-HigG1 es capaz de dirigir 1a lisis de lineas de célula de tumor humano
que expresan 5T4 a través de la citotoxicidad de célula dependiente del
anticuerpo, lo que Indica su potencial como una terapia de gen para cénceres
humanos (Resumen). D1 también menciona el uso de anticuerpos direccionados a
antigenos asociados con tumor ligados a un farmaco de citotoxina, por ejempio
caliqueamicina, en el tratamiento del céncer (pagina 884, columna del lado
derecho, parrafo 1).

1.2  El documento D2 describe dos anticuerpos anti-5T4 humanizados que comprenden
un scFv de murino fusionados a ya sea IgG1 Fc humano o IgE41 humano (ejemplos
1, 12 y 13, Figura 1b). El documento D3 describe la secuencia de aminoacldo
codificada por el scFv-IgG ADNc, 5T4Sab1, del documento D3. Los aminoécidos
23-142 de esta secuencia son 100% idénticos a los amlnoécidos.1-120 de la SEQ
ID NO: 2 de la presente solicitud. Los aminodcidos 158-264 son 86% idénticos a la
SEQ ID NO: 17. Los CDR son 100% idénticos a los CDR de la SEQ ID NO: 17 y 18.

1.3 El documento D4 describe un conjugado de anticuerpo anti-CD22/caliqueamicina
(CMC-544) obtenido a través de la conjugacién de un anticuerpo anti-CD22
humaniazado para N-hidroxisuccinimida del 4cldo caliquamicina dimetil hidracida 4-
(4-acetilfenoxi)butanoico (Ejemplos 1-3). CMC-544 se mostrd para ser efectivo en
un modelo de raton in vivo de linfoma de célula B (Ejemplos 6, 8).

14 El documento D5 describe el uso médico de un conjugado anticuerpo ant-
CD33/farmaco, que consiste de un anticuerpo anti-CD33 humanizado ligado a la

caliceamicina, para tratar pacientes con leucemia mieloide aguda positiva de CD33
liberada o refractoria (Resumen).
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2 NOVEDAD (Art. 33(2) PCT)

2.1

22

2.3

2.4

No obstante que la afinidad de enlace del anticuerpo ant-5T4 humanizado,
quimeérico, scFv-HigG1, no se menciona explicitamente en D1, ya que la afinidad de
enlace del anticuerpo monoclonal del cual se deriva es 1.85 x 10‘"I_VI y aquellos de -
los otros constructos scFv son 7.90 x 10'° M y 1.24 x 109 M, se asume que esta
afinidad de enlace es de alrededor de 10® hasta 10™"! M. Por lo tanto, cae dentro
del alcance de la reivindicacién 1(a) y el documento D1 anticipa la novedad de las
reivindicaciones 1, 2 y 4. Adicionalmente, debido a las definiciones funcionales en
la reivindicacién 1(e)-(h), los anticuerpos quiméricos de ambos documentos D1 y
D2 caen dentro del alcance de la reivindicacion 1 (e)-(h).

El anticuerpo anti-5T4 humanizado, quimérico, del documento D2 comprende una
secuencia de aminoacidos (Documento D3, AA 23-142) que es 100% Idéntica a la
SEQ ID NO: 2, por lo tanto la reivindicacién 8 no es novedosa sobre el documento
D2 y D3. También los CDR de este anticuerpo son 100% idénticos a aquellos de las
SEQ ID NOs:17 y 18, y la regién de estructura, no obstante que es murina,
comprende residuos de una region de estructura de anticuerpo humana. Por lo
tanto las reivindicaciones 11-18 no parecen ser novedosas sobre los documentos
D2 y D3.

El anticuerpo anti-5T4 humanizado, quimérico del documento D2 comprende una
secuencia de aminoacidos (Documento D3, AA 158-264) que es 86% idéntica a la
SEQ ID NO: 17, por lo tanto la reivindicaclén 19 no es novedosa sobre el
documento D2 y D3.

El arte previo no describe ninglin conjugado anticuerpo anti-5T4/farmaco, de esta
manera las reivindicaciones 28-49 parecen ser novedosas.
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25 En resumen, las reivindicaciones 3, 5-7, 9-10 y 20-49 son novedosas, no obstante
que la presente solicttud no redne los criterios del Articulo 33(1) PCT, debido a que
la materia objeto de las relvindicaciones 1, 2, 4, 8 y 11-19 no es nueva en el sentido
del Articulo 33(2) PCT.

3 ETAPA INVENTIVA (Articulo 33(3) PCT)

3.1 El documento D1 se aprecla como el arte previo méas cercano para la materia
objeto de las reivindicaciones 3, 5-7, 9-10 y 20-49.

3.2 Las reivindicaciones 3, 5-7, 8-10 y 20-28 difieren del documento D1 en que el
anticuerpo anti-5T4 humanizado o quimérico comprende una regién constante de
cadena ligera kappa humana (reivindicacién 3) o tienen una secuencla diferente (5
7, 8-10 y 20-28). El efecto de las diferencias de la materia objeto de las
reivindicaciones 3, 5-7, 9-10 y 20-28 sobre el arte previo no se conoce. El problema
a soluclonarse puede, por lo tanto, apreciarse como proporcionar un anticuerpo 5T4
quimérico o humanizado altemnativo.

3.3 Las soluciones como en las reivindicaclones 3, 5-7 y 20-22 no solucionan el
problema planteado, ya que los anticuerpos no estan suficientemente definidos (ver
5.3). Sélo los anticuerpos de los cuales las regiones variables de cadena pesada y
ligera completas se definen pueden considerarse que tienen las caracteristicas y
propiedades de los anticuerpo ejemplificados en la solicltud. De esta manera, sdlo
los anticuerpos bien definidos soluclonan el problema. Sin embargo, aln si los
anticuerpos estuvieran bien definidos, como_en las relvindicaciones 9-10 y 23-28,
todavia estarian sin inventiva, ya que sin efecto sorprendente, estos caen dentro de
las habllidades de rutina de aquelios expertos en la técnica y Unicamente
solucionan un problema estandar.
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34

3.5

3.6

La relvindicacion 29 difiere del documento D1 en que la citotoxicidad del anticuerpo
anti-5T4 humanizado o quimérico no se debe a la citotoxicidad de célula
dependiente del anticuerpo pero se debe a un farmaco enlazado al anticuerpo. El
efecto de esta diferencia no se conoce. El problema a solucionarse puede, por lo
tanto, apreciarse como proporcionar un constructo de anticuerpo 5T4 quimérico o
humanizado altemnativo. La solucién de la reivindicacién 29 no se considera como
que involucra una etapa Inventiva, ya que es meramente una solucién arbitrarda. Si
pudiera atribuirse un efecto particular al conjugado anticuerpo/fArmaco de la
reivindicacion 29, entonces todavia no serfa inventivo, ya que el documento D1 ya
menciona el ligado de anticuerpos dirigidos a antigenos asociados con el tumor con
un férmaco citdxico, por ejemplo, caliqueamicina, y el uso de estos conjugados
anticuerpo/farmaco en el tratamlento del céncer. Por otro lado, los ejemplos de la
produccién de conjugados anticuerpo/farmaco (caliqueamicina) y su uso en el
tratamiento de linfoma o leucemia, pueden encontrarse en los documentos D4 y
D5. el mismo razonamiento aplica para el uso de conjugados antl-5T4
anticuerpo/farmaco quiméricos o humanizados de conformidad con ios métodos de
las reivindicaciones 48-48, por lo tanto las reivindicaciones tamblén carecen de una
etapa inventiva.

Las reivindicaciones dependientes 31-45 no parecen contener ninguna
caracteristica adicional que, en combinacién con las caracteristicas de las
relvindicaciones a las que se refieren, involucren una etapa inventiva ya que la
materia objeto cae dentro del conocimlento y la habilldad de la persona experta y
no proporciona un efecto sorprendents.

La solucién como en la reivindicacién independiente 30 no soluciona el problema
colocado, ya que el anticuerpo no se define suficientemente 8ver 5.1-6.3). Sin
embargo, adn si el anticuerpo fuera bien definido, como en las reivindicaciones 31-
45, todavla no serfa inventivo por las mismas razones como bajo 3.4 y 3.5.

5
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3.7 En vista de lo anterior, la presente solicitud no retine los requerimientos del Articulo

33(1)PCT, debido a que la materia objeto de las relvindicaciones 3, 5-7, 9-10 y 20-
49 no involucra una etapa inventiva en el sentido del Articulo 33(3)PCT.

Para la evaluacién de las presentes relvindicaciones 46-49 en la pregunta de que sl
es industriaimente aplicable, no existen criterios unificados en los Estados
Contratantes del PCT, La patentabilidad también puede depender de |a formulacién
de las reivindicaicones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como aplicable
industriaimente la materia objeto de reividnicaciones al uso de un compuesto en un
tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo, reivindicaciones a un
compuesto conocido para su primer uso en un tratamiento médico y el uso de tal
compuesto para la manufactura de un medicamento para un tratamiento médico
nuevo.

SECCION Vi

5 CLARIDAD Y SOPORTE (Art. 6 PCT)

5.1

La materia objeto de la relvindicacion 1 no se define claramente, ya que la
reivindicacién 1(d) Intenta definir el anticuerpo en términos del resultado a
alcanzarse "se enlaza especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad
de enlace mayor a la afinidad de enlace del anticuerpo anti-5T4 murino H8". No
obstante, las caracteristicas técnicas necesarias para alcanzar este resultado o
funcion no se proporcionan. También la definicion funcional en 1(e), “dirige
especificamente las células que expresan 5T4 in vivo", no proporciona las
caracteristicas técnicas para distinguir de anticuerpo anti-5T4 quimeéricos o
humanizados que dirigan especificamente las células que expresan 5T4 en general
o soblo in vitro. Sin embargo, si aquellas definiciones se combinaran con las
caracteristicas estructurales (secuencias) de las ragiones variables de cadena
pesada y ligera (ver 5.3), la materia objeto de la relvindicacién 1 seria clara.

n n % ”
S licltud Intemacional No. )

3
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5.2 Aplica el mismo razonamiento para el conjugado anticuerpo/fdrmaco de la

53

reivindicacién 30.

En las reivindicaciones dependientes 2-8, 11-22 los anticuerpos estén, ademas,
definidos por caracteristicas estructurales adicionales, sin embargo, no se definen
estructuraimente de forma completa y por lo tanto todavia carecen de claridad por
las siguientes razones:

Un anticuerpo se hace estructuraimente de dos cadenas ligeras y dos pesadas yla
combinacién de las regiones variables de cadena pesada y ligera confiere la
especificidad de enlace al antigeno. Las CDR en comblnacién con clertos residuos
de la estructura y la disposicién relativa de los CDR determina la especificidad
enlazada al antigeno. La estructura, adicionalments, tiene Influencla sobre la
estabilidad Elel anticuerpo. En general, la combinacién simple de las secuencias
CDR de un anticuerpo con la secuencia de estructura de un segundo no es
suficlente para mantener el reconocimiento del antigeno. De esta manera, para
definir un anticuerpo estructuraimente la secuencia completa de las regiones
variables de cadena pesada y ligera deberdn especificarse. Sin embargo, las
reivindicaciones 2-8, 11-22 se refieren a anticuerpos anti-5T4 que séio se definen
estructuralmente por sus regiones constantes (reivindicaciones 2-8), por una o mas
CDR (reivindicaclones 11-18) o por la cadena ya sea pesada o ligera
(reivindicaciones 7-8, 19-22).

Por lo tanto, las reivindicaciones 1-8, 11-22 y 30 se refierén a un nimero grande de
posibles anticuerpos, para los cuales no es posible que tengan todos las
propiedades de los anticuerpos como se ejemplifica y asl las reivindicaciones 1-8,
11-22 y 30 carecen de claridad y soporte.
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54 Adicionalmente, los siguientes términos son vagos y convierten a las
reivindicaciones en no claras: “al menos una cadena ligera o al menos una cadena
pesada” (ver 5.3; reivindicaclones 1y 11), "dominio” (sdlo parte de una cadena; ver
5.3, reivindicaciones 1 y 30), “fragmento” (no todos los fragmentos son funclonales;
relvindicaciones 1-28, 46 y 48), “regiones de estructura que comprenden residuos
de una regién de estructura de anticuerpo humana” (reivindicacién 11), “secuencia
de consenso” (reivindicacion 12), "enlazado indirectamente” (reivindicaciones 29, 46
y 48), “derivados” (reivindicacion 45), “agente terapéutico” (relvindicaciones 48-49),
los diferentes “agentes”, “inhibidores™ y el “4cido nucleico terapéutico” de ilas
reivindicaciones 37 y 39.

55 La ralvlndlcaélén 47 Intenta definir la materia objeto en términos del resultado a
alcanzarse, “en donde el férmaco se intsma en una célula objetivo”, que
unicamente aumenta para establecer el problema fundamente, sin proporcionar las
caracteristicas técnicas necesarias para alcanzar este resultado. Por o tanto, la
relvindicacion 47 carece de claridad y soporte.

5.6 Por otro Iado; la solicitud carece de soporte para el uso médico de un conjugado
anti-5T4/caliqueamicina en combinacién con un segundo agente terapéutico
(relvindicacién 49).
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NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE CAWLEY, Thomas, A., Jr.
Plitgbury Winthrop Shaw Pittman LLP
(PCT Rule 92bis.1 and P.Q. Box 10500
Administrative Instructions, Sectlon 422) McLean, VA 22102
Unlted States of Amerlca
Dute of mailing (day/month/year)
24 March 2008 (24.03.2008)
Applicant’s or agent’s file roforonse
40000/317753 IMPORTANT NOTIFICATION
intarmnationa! appliestion No. International filing date (day/montivysar)
PCTAIS2005/032196 09 September 2005 (09.09.2005)
1. The following Indicstions appeared on record concemning:
E the spplicent E the Inventor D the agent D the common repressntative
Nome and-Addrass Sute of Natlonalty | State idence
WIDOM, Angela, M. |
19 Chem%%d Telephone No.
Uni States of America
[ Faasimile No.
" Teleprintar No-

2. The international Bureau hereby notifies tha appiloant that the following changs has besn recordad concerning:
D the person D the name D the addrems D the nationality D the residence

Nams and Address State of Natlonality Giato of Residence |
Telephone No.
[ Faoslmlie No.
[ Teloprinter No.

3. Further observations, f nacsasary:
The person identified In Box 1 should be delsted from the records.

A copy of this natification has been sent to:

E the recslving Offics m the designated Officas concerned

E the Intemnstional Searching Authority D the slected Offices concerned

[] thesrmermetionat Praliminary Examining Authortty [X] other: WIDOM, Angela, M.

mmmi Buroau of WIPO Authorized affioe:
34, chamin des Colombettes
bt -4 Christina PARIANOU
Faosimbe No. +41 22 338 7080 Telephone No. {41-22) 338 8888
Form PCTAB/308 (March 1884} 008626241
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Do ta OFICINA INTERNACIONAL
PCT Para:
NOTIFICACION DEL REGISTRO CAWLEY, Thomas, A, Jr.
DE UN CAMBIO Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP
P.O. Box 10500
(Regln 92bis.1 e Instrucciones Administrativas, McLean, VA 22102
Seccién 422 del PCT) ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Fecha de Envio (dis/mes/afic)

24 MARZO 2006 (24.03.2006)

Referencia de registro del solicitante 0 mandaterio NOTIFICACION IMPORTANTE

400007317753~

Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/032196

Fecha de presentacién Intemacional (dla/mes/afio)
09 Septiembre 2005 (09.09.2005)

1. Tas siguicntes indicaciones aparecen en ef registro que se refiere &:

E El solicitante |Z| El inventor D El agente DEIanumntoeomﬁn
Nombre y Direccién Eatado de Nacionalidad Eatado 3¢ Residencia
WIDOM, Angela, M. No. Teldftmo
19 Cherokee Road
Acton, MA 01720 No. Fax.
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
No. De teleimpresona
z.hoﬁehhuudmlmﬁﬂﬂphmquwhwaliﬁumemﬂo se reficre a:
thmnnn D El nombre thireocidn |j-umcimﬂidnd Dhrelidm:in
Nomibre y direccidn Estado de Nacionalidad Estado de Residencia
No. Teléfono
No. Fax.
No. de teleimpresors

3, Obecrvaciones Adicionales ol Ins hay:

La na identificads en el recuadro 1 deberd eliminarss de los registros

4. Una copia ds esta notificacién sc ha envisdo a:

[X] Laoficina recepiora
[X] LaAntoridad de Bisqueda Internacional
La Autorided del Examen Preliminar Internacional

[X] Lesoficinas designadas relacicmares
[ ] Laaoficinas elegidas relacionadas
[X] Ot WIDOM, Angsla,

La Oficins Internacinal de WIPO
34, Chamin des Colombettes
1211 Ginebra 20, Sulxs

Fax No. + 41 22 338 7090

M
Funclonario Autorizado
(Rabrics)
Christina PARIANOU
Teléifono. No. (41-22) 338 9999

Forma PCT/IB/306 (Marxo 1994)
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PCT

From the INTERNATIONAL BUREAU
Te:

CAWLEY, Thomas, A., Jr.

pravides that no dexignated Office
mmmm,mmmmqmﬁmmﬁuumummmmm

Prioxity dat Pricxity soclication 3 Cont ioaal OfF Dte of zeceiat
10 September 2004 (10.08.2004)

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL - Pllisbury Winthrop Shaw Phttman LLP
P.O. Box 10500
OF FRICRITY DOCUMENT
MclLean, VA 22102
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
(PCT Adminimrative Instructions, Section 411)
Date of mailing (daymonthiear)
23 January 2008 (23.01.2008)
Applicants or agrnts flle refiromcy
40000/317753 TMPORTANT NOTIFICATION
Intemational apphieation No, Interemtional fling duis (ayinorthiear)
PCT/US2005/032198 00 September 2005 (09.08.2005)
international publication date (daymonth/year) Pricrity date (dawiwontivear)
Not yst published 10 September 2004 (1 0.09.2004)
Aplicme WYETH et al
1. By means

2. afappliabld'l‘hcletun'ﬂl"mhghﬂuﬁghbhndeolmdmhnpﬁqﬂlydﬂmlmmw
this Farm, hed oot yet been recefved by the International Bureau under Ruie 11.1(a) or (b). Where, under Rula 17.1(a), the
piuilydnammlmmhmhnimdbyﬂ:lpplinnnnﬂumdvhgmﬁuuﬂnhhuﬁmﬂ
m:mmtymmunmmmm:m::m. lhel_thnﬂmnflhengplln_n}lldlnﬂadbkﬂe

u?puumi:y.upmem-yiumﬂznnimnlphln,tofnniinh:pimtydmnwithinlmhnit‘ﬁchilmmhleuuhme
circumnstances.

00/900,494 ua 19 Decamber 2008 (19.12.2005)

Bureau, but the applicant fnla to

piuityelmeun_cune_d giving the applicmt an

PCT necivine oo ity 4

Form

The Internationa) Bures: of WIPO
34, chomin des Colambettes
1211 Geneva 20, Switseriand

Facaimile No. +41 22 338 82 70

Authorized officer
Clemente Rodolfo

Facsimile No. +41 22 338 70 90
Telophane No. +41 22 338 84 36

(January 2004)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
| e 01541
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT _
(21) N* de soliciiud: (51) Int Ck: “ﬂ;:'. 'QLM'.I; :% 16R30; COTK 1848; 'ASIK
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitanta(s)  WYETH

(30) Prioridad  (31) No. 32) Fecha (33) Pals
60/608,494 us

10/08/04
(72) Inventorfes)  BOGHAERT, Erwin, R

(85)
(86)

DAMLE, Nitin, K
Otros
(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ
Facha Ilmite inicio fase nacional: 100407 (87) Publicacion Internacional
Datos refativos a la presantacion de la solictiud PCT Fecha: 230308
Fecha de presentacion de la solicitud:  06/08/05 N* publicacién: WO 2008031653

No. de solicitud  PCT/US2006/032196

(54) Tulo:  ANTICUERPOS ANTI-5T4 HUMANIZADOS Y CONJUGADOS DE ANTICUERPOS ANTI-STAICALIQUEAMICINA

’ Retvindicacién(es):

1.

(a)
(b)
(c)
(d)
(o)
N
@

Un anticuerpo antl-6T4 quimérico o humanizado que comprende por lo menos una cadena liviana o por

lo menos una cadena pesada, o un fragmento quimérico humanizado de las mismas, en donde el

anticuerpo o fragmento de anticuerpo

Ilga especificamente al antlgeno 5T4 humano con una afinided de ligado de por lo menos cerca 1 x 10
"Macercade 1x 1072 \m;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una sfinidad de ligado mayor que 1 x 10‘" M;

liga especificamente al antigeno 5T4 humano con una afinidad de ligado mayor que 5 x 10" M;

liga especificaments al antigeno 5T4 humano con una afinided de ligado mayor que una afinklad de

ligado del anticuerpo anti-5T4 de H8 de murina que liga al antigeno 5T4 humano;

objetlva especificamente células que expresan 5T4 in vivo;

" complten en cuanto al ligado al antigeno 5T4 humano con un anticuerpo de cualquiera una de (a)-{e);

liga especificaments a un epitopo ligado por cualquiera uno de {a)-(e); o

(h) comprende un dominlo de ligado de antigeno de cuaiquiera uno de (a)-(e).
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION * | / MODELO DE UTILIDAD | ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesién-de una patente ° - [ /
4 Datos de Identiflcacién del solicitante.o de Ia, persona que presenta la sollcrtud [
€ Descripcion de la invencién
¢ " Dibujos de ser estos pertinentés ['}/
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas {
COMPLETA | * INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

. ® Indicacién de.que. se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

4 Datos de identificacion del solicitante o de Ja persona que presenta-a solicitud [ ]

¢ Representacién gréfica” y fotogréfica del Dls?ﬁo Industrial o ‘muestra del T}
material que Incorpora ef disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establacidas; [ ]

COMPLETA [ ] - INCOMPLETA [ }

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ indicacién de-que se sollc:ta el registro de un Esquema de Trazado , [
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
® Representacién gréfica del esquema trazado . ! _ [
[
[

.- .

4 Comprobante de pago de las tasas es’tablecldasf

]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

Firma Responsable _

- Fecha . . Carmera 13 No. 27-00 Plso 5, 7y 10
.+ Conmutador: 3 820840
! Fex: 3505220
E-mal: irfo@slc.goy.co -
* . www.slc.gov.co
' Bogolé, D.C., Colombia
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Doctor{a)
CORREA ORDOREZ ALVARO

REFERENCIA Radicacién No. 7 23991
Bolicitud internacicmal PCT/UB82005/032196
Facha inicio fase naclonal 10/04/2007

Trimite 11
Bvento 378
Actuacibén 430

oficio No. - o.. 6557

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 318 de
la Decisién 486 de la Comlsién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentea (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que caonsta la cesiSm del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

2. La B8solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del C6digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representaciém legal de la socledad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica. .

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la DecislSn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacifén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunclados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelaciénm.

Notifiquase el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto del . titulo primerc de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA DE VERGEL
Jefe da la d4i 16n de Nuevas Creaclones

requerimiento fue notificado por fijacifm en 1lista de



