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ANEXO
|
El documento que acredita lalt calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados

para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.

- En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno

de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en €] contenida.

Sg/\ L Q‘/\—\n
CIA LLOREDA RICAUR

T.P. No. 53.215

RNt ¥



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

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
bgalmdndelasﬁnnasdebsseﬂomlﬂaw\erym representantes legales
de F. Hoffmann:ta Roche, que aparecen'en .un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL v
(Convention de La Haye du § octobre 1961) &2 ?‘
1. Pals: Suiza :__f ‘ T
Este documento piiblico N IE
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster ';
3. Actuando en calidad de notairio pablico '
4. Lieva el sello del mencionado notarid
Certificado
5. en Basel (Basilea) 8. o! 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de Basel-Stadt - . :: -
. Car e J
8. bajo el No 8835/13376 ' _ L . gy
9. Sello o " 10. Firma B
Cancilleria de Estado Fdo.: firma liegible " %
de la ciudad do Basel (Basilea) Ruedi Eggs T=
m" . om
Eromos3ofa ace “‘:ﬁm ouR ta"
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, ds la cual se deja copia.e W
A ¥,
estas oficinas para su confrontacion. 22 FEBz
“ . ! . b A c r:\.r“- e
W "'3 - ---_-J ‘. .;‘
Bogotd, 2 de septiembre 2004 o ; & v
.‘!’ $8 u =) ol——
. aiaria Mercedey Uricosths
¥ Traductors Juramenjada
" ~Resolucion 10607/81 Minjusticia
4
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Ay d s,

bajo flrrnadoa F.HOFFMANN-LA ROCHE AQ,
" una sociedac organizada y existente de conformidad
-con las leyes de Suiza.

con domicllio en 4070 Basiles, Sulzs .. by

oy
[y -9

nombramos por el presents a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicliados an Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representanties legales y
vardaderos en Bogotd, con facultades para rechir

notificaciones y nombrar apoderados judiciales o -

extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paréagrefo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1071.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representamos ante las autoridades colombilanas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propledad industrial, & cuyo
ofecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objelo
indicado; elevar solictiudes, declaraciones, reciamos,
recurscs Yy presentar deslstimientos; formular
descripclones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
Instaurar cancelaclones, renunclar total o
parclaimente & los regiastros, abonar todos los
impuestos y cuctas y efeclusr todo otro pago
determinado por la ley; rechir todos los documentos
y valores, dando el descargo-respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin; todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo

de nuestros Intereses; y en caso de producirse °

oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar Intervencidn como
demandantes o demandados anté los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
érbltros, deslistir, perclbir y apelar, con todes las
demés facultades que resulten necesarias, y por el

presente declaramos desde shora viélkio y bueno

. cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cusiquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
- protocolizacion de este documento y de cuslquier
poder que cuaiquiera de ellos otorgue a nombre
nusstro.

Dado y fimado

der of procuration

Y O o B L

The undersigned, F.H FFMANN-LA ROCHE AG, a 6

corporation organized and oxlstlng under the laws of
Switzerland.

domiclied;st. 4070 Basel, Switzerland

CL
.

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in sald town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal representatives In Bogotd,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctore ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them - appointed, are especisly empowered to
represent us before the administrative, |udicial or
police authorittes of Colombla, In all proceedings
pertaining to Industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the neceseary steps for the sald end; to file petitions,
declaretions, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to flle amendments, to limit
the scope of applications, fie oppositions; file
cancellations total or partially walve registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
teke all those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In casse of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, as complainants as well.as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
amangements, to submit to arbltrators, to deslst, to

collect, to appeal ..W i dl:lum-ﬁ:rgnr
on ae: [ -' '.: e
representatives ang qr“IIW byany.mergfn ¢
Sppointed may do % EB 2007 By
j .
k f ot ey 4
ﬁv* B gk
We also aut -c-.-w HRORED 2
and/or GUSTAVQ !"r YO andlor IGNACIO

SANTAMARIA andjh IQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of thissiocument and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

)
f/?lufz-\- ~.

Given end signed this ""
F. Hoffmann-La RO
(. l'u

idolin a ner

Mandatory

*'Denime StrobeE



cER'TlFlcabo NOTARIAL (SOCIEDAD)

{s3
sua b
; aqu CONOZCo Y
'" lH' nterior documento,
y qu ]uramanudo deciard y dijo que
‘ pcdcf /mo Nnds tario
ds F l-l N-LA ROCHE AG, la compefile
.nombrada\pn documento que antecede, una
socledad am enta organizade y exstente
conforme a de Suiza, domicllada en Ia
cuded de Bl iSw, Sulza, legaiments constitulda
para un perlod duracién que ain no ha

objeio soclal; conforme a

declarante ostd autorizado

terminado, que eje t:
las leyss de Sulza; q

por dicha compal'IIa r este poder; que el
sello estampado por él poder an nombre
y en representacion de la @ a Comnpaitla, es o
sello oficiel de ella; v que pama el cual se
confiere este Instrumento asty emprendido dentro
del de ia socledad. W

El suscrito Notario ha visto Estatuios de:
incorporacion firmados en Sulza, de Basllea,
con fecha |4 JuniQ (4% y que de

conformidad con la legislacion de
anterior declaracléon  juramentada
suficients de que los hechos sobre que all\\prla son
clertos o verdaderos, de lo cual da fe.

0 Pall. la

Notary Public (Natario Publico). ‘\\ \

Procuration/Mandatory

June 1997

Bagel,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)b

Switzeriand
Basel {es

On thig 17th day of August . 2004
P"Wﬂﬂlw F.r:l.dolin Klausner and Denise St:d:el

o me Koan: SR Gifizens aq Swiss re
signed the foregoing Instrument, who belng

" ‘duly swom did depose and eay that he Is the of
of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AQ, the company named within, a
Corporation organized and existing under the lews of

. e Switzerland, domiclled at the Cly of Basel,
--Iogallycomﬂmtedforaporloduftenuranotyat

expired, which exercises ite corporate purposes
according to the ‘lews of Switzerland; that the
deponent Is’ authorizad by sald Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent In the name and on behalf of sald
Corporetion Is the corporste seal thereof; and that the
purpose for which this instrument -Is granted ls
included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of eald Corporation executed at
Sulzs, cluded de Basel, under date of 19th day of
, and hergby cartifies that under
the laws of sald Counlry the foregoing
acknowledgment ls sufficient proof that the facts
therein contained are trus, which he atiests.

this 17-08-2004 (seventeenth day of
. two trmsa:ﬂ and four)

QJ/”MJ

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar
Peterekirchplatz 12

CH-4001 Base!




QIFFICIAL AUTHENTICATION
(Hagre Corvention of Quicler S, 1961)
1. Country: Switr -iand {Schweiz /Suisse)
This official documenit

-------

5. in Nasel £§348e)

T. by the Staie Chasneary of the Canton of Bascl-Siadt

.233€ Jra22C

10. Signature:
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B. CAMPOS BUSCADOS
Documentacidn minima buscads (sistema de clasificacidn seguido de simbolos de clasificacidn)

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Soficind intemacional No.
PCT/EP2005/009968

A. CLASIFICACION DE MATERIA

INV. QO7K16/46

Segim Ia Clasificacidn de Patentes Internacional (CP1) o segiin Ia clasificacion nacional y Is CPI

CO7K CI2N

Documentacién buscada fucra de documentacidn minima hesta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de dains electrénica consultads durante la bisqueda intemacional (nombre de ts base de daios ¥, donde sea prictico, buscar tirminos usados)
EPO-Interno, WPI Dato, PAJ, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[ Categoria® | Citacidn de document, con indicacién, donde sea spropiado, de os fexios relcvantes Relfevante  ta reivindicacion No.
Y NOHARA CET AL: “Mcjoramiento de la encefalomielitiy antoinnmne 1-8,
experimental con el anticnerpo monoclonal ligando anti-OX40: un papel { 10-14,
critico pars ¢l ligando OX40 en 1a migracién, pero no el desarrollo, de 16-21,
células T patogénicas * ‘ 25-39,
JOURNAL OF IMMUNOLOGY (BALTIMORE, MD. : 4346
1950) 1 DE FEBRERO DE 2001,
vol. 166, no. 3,
1 de Febrero de 2001 (2001-02-01), phginas
2108-2115, XP002360582
ISSN: 0022-1767
X resumen 15-18,
20-23,
32-39

E En el recuadmo C se enumeran mils documentos.

P En e anexo se enumenn miembres de In familis de patentes.

© Categorias coperiales de documentos citados:

‘A’ documento que define ¢l cstado general de I téenica ef cual no se
considera de relevancia particular

'‘E' docurmento enterior pevo publicado en o después de tn fecha de
presentacidn intiernacianal

L' documento que puede arrojar dudas scbre reivindicaciones de
prioridad o que se cits para cstablecer la fecha de publicacién de otra
citacién u otra razén especial (scgiin se especifien)

Q' documento que se refiere a una revelacion orsl, uso, exhibicidn u
ouus medios

'P docwtienio publicado antes de la fecha de prsentacién internacional

T documento pasterior publicado después de ls fecha de presentaciin
intemacional o fecha de pricridad y que no esti en conflicto con la
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teoris que sustenia
la invencidn

X' documentn de relevancia particulsr; b invencidn reivindicada no
puede contiderarse nueva 0 no puede considerarge que comprends
un paso inventive cuando el documanio se torms solo

"Y' documenta de relevancia particular; la irvencidn relvindicads no
puede conslderarne que comprende un paso inventive cuando cf
documents se comibina con wno o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persons experts en Ia técnica

‘% documento miembro de In misma familia de patentes

de In fecha dr prioridad reivindicads _

Fecha de la terminacidn resl de Ia bisqueds imernacions! Fecha de mnvio por cormeo del reporte de bilaqueda internacional
8 de Mayo de 2006 2100672006
Nombre y direccidn de carmeo de ISA Funcionario autorizado

Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Celler,J
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax No. +31-70) 340-3016

Forme PCT 1SA 210 (acgursis boga) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2005/009968

C. (Contimuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

| Categorin® |
PA

Citacién de documento, con ingdicacin, dondc ca apropisdo, de Jos texios relcvantes
WANG Q ET AL: “Caracterizacin yumdioﬁmim:duin'eo

anticuerpos monoclanales cantra el OX40L, humano resaltar 1a seflalizacién
inverss: Mejoramiento de la produccién de IgG de células B y promocién de Ia
maduracién de DCs."

TISSUE ANTIGENS. NOV 2004,

vol. 64, no. 5, Noviembre de 2004 (2004-11),

plginas 566-574, XP002360583

ISSN: 0001-2815

¢l documento completo

WO 95/05468 A (LYNXVALE LIMITED; CLARK,
MICHAEL RONALD)
23 de Febrero de 1995 (1995-02-23)

TEsuUmen
pigina 25, linea 9 - linea 11

piigina 25, linea 25 - pigina 26, inea 5

plgina 6, linca 3 —linca 6

piging 7, iinea [0 — fnea [3

plgine 11, linea 19 —linea 25

pigina 12, linea 10— linea 13

pégina 15, linea 20 — lines 23

pigina 18, linea 22 —linea 25

pégina 32 - pdgina 33; reivindicaciones 1, 10, 11, 13 0D

WO 99/58572 A (CAMBRIDGE UNIVERSITY
TECHNICAL SERVICES LIMITED; ARMOUR,
KATHRYN, LESL)

18 de Naviembre 1999 (1999-11-18)

pigina 4, linea | — linea &
pégina 5, linea 3 — linea 4
pigina 6, linea 14 — lfnea 18
pigina 7, linea 15 — linea 24
pigine 9, linea 10— lfnea 13
pégina 10, ifnea 15

plgina 10, linea 29 — linea 31
pdgine 24, linea 19 — linea 23
pligina 56; reivindicaciones 1, 10

——

Relavants a a reivindicacion No.

144

[-8,
10-14,
16-21,

15, 22-24
7,8
10-13,

19, 40-42

1-8,
10-14,
16-21,
25-19

7.8,
10-13,
19, 40-42

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de Ia hoja segunda) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

\O

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/009968

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[Categria®™

Citacidn Jde docurnento, con indicacién, donde sea apropisdo, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

Y

HEZAREH M ET AL: “Actividades do funcidn cfectors de un panel de mutantes
de un anticuerpo ampliamente neutralizante contra ¢l virus de innmmodeficiencia
humana tipo 1.”

JOURNAL OF VIROLOGY. DEC 2001,

vol. 75, no. 24, Dicicmbre de 2001 (2001-12),

péginas 12161-12168, XP002339184

ISSN: 0022-538X

resumen

GRAM H ET AL: “Selcecidn in Vitro y maduracién de sfinided de anticuerpos a
partir de una libreria de inmunoglobulina combinatoria simple.™
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACACEMY OF

SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA.

15 DE ABRIL DE 1992,

vol. 89, no. B,

15 de Abril de 1992 (1992-04-15), pdginas

3576-3580, XP002379926

ISSN: 0027-8424

resumen

SATAKE Y ET AL: “Caracterizacién del ligante OX40 dc rata mediante un
anticuerpo monoclonal™

BIOCHEMICAL AND BIOFHYSICAL RESEARCH

COMMUNICATIONS. 21 DE ABRIL 2000,

vol. 270, no. 3,

21 de Abril de 2000 (2000-04-21), pdginas

1041-1048, XP002379927

ISSN: 0006-291X

resumen

TOTSUKA T ET AL: “Efecto terapéutico del MAbs anti-OX40 y anti-TNF-alfa
en un modelo miride de colitis crénica™

AMERICAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY.

GASTROINTESTINAL AND LIVER PHYSIOLOGY. ABR!IL

2003,

vol. 284, no. 4, Abril de 2003 (2003-04),

plginas G595-G603, XP002379928

ISSN: 0193-1857

resumen

WO 01/94586 A (IDEC PHARMACEUTICALS
CORPORATION]) 13 de Diciembre de 2001 (2001-12-13)
Discloses present SEQ ID NO: 52

¢l documento complcto

WO 01/25492 A (BIOSITE DIAGNOSTICS INC;
GENPHARM INTERNATIONAL A SUBSIDIARY OF
MEDARE) 12 de Abril de 2001 (2001-04-12)

Discloses present SEQ ID NO: 53

¢] documento completo

1-8,
10-14,
16-21,
25.39,
4346

1-15,
2246

15-18,
20-24

1-15, 19,
2246

1-15,
2246

1-46

1-46

Forrm PCT/ISA/2 I

(coutimuscin de In bn segamda) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL P CTEP2005/009968.

Causllls II Observaciones donde clerins reivindicaciones fueron Iinescrutables (Contimnaciéa del Item 2 de
In primern hojn)

Este reporte de biizqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17{2Xn) por las siguienies razones:

1. [X] Reivindicaciones Nos.: -

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Aunque las reivindicacién 35 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal, la
biisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del compuesto/composicidn

2.  [] Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con partes de Ia solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo unma bisqueds internacional significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con Ia segunda y tercera
orucién de Ia Regla 6.4(a).

Cagsflls IIT Observaciones donde falia unkdsd de jnvencién (Continuacidn del Item 3 de Ia primiera hoja)

Esta Autoridad de Bidsqueda Internacional encontrd invenciones muiltiples en esta solicitud intrrnacional, asf:
ver hoja adicional

L E Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fucron pagados opartunamente por
el solicitante, este informe de nisqueda imternacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2 D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfucrzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicit pago de derechos adicionales.

3. [ Puesto que s6lo algunos de los derechos de biisqueda edicionales fucron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
Ias cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Noas.:

4. [] E! soliciante no pagé oportunamente los derechos de biisqueda adicionales requeridos, Por
consiguicnie, este informe de bisqueds internacional se restringe a ls primena invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta E Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la
protesta del solicitante.

[C] E1pego de los derechos de biisqueda adicionsles no estuvo scompadado por
una protesta.

Forms PCT ISA 210 (continuacién de primera pigina (2)) {(Encro 2004)
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Solicitud Internacional No. PCT/EP2005/009968

INFORMACION ADICIONAL CONTINUADA DE PCT/IBA/ 210

Esta Autoridad de Busqueda Intemacional encontrd multiples Invenciones (grupos) en ee&tB saolicttud
intamacional, como siguse:

1. Reivindicacicnes: 1-14, 18-21 (parcialments), 25-39 (parcialmente), 43-46

caracterizadas por la materia objeto comun de las reivindicaciones 1, p.e., un antcuerpo
caracterizado en que se enlaza a OX40L, contiene una parts de Fc dartvada de origan humano y no
se enlaza al factor de compiemento C1q,

caracterizadas por la materla objeto comun de la relvindicacion 43, p.a., un anticuarpo gue se
aenlaza a OX40L, es de ciase |gG1 humano y contiens la mutacidon L 234A/1 235A y comprende
como cadana pesada gama las SEC |ID NOS: 59, 83 0 87,

carecterizadas por la materia objeto comun de la relvindicacion 45, p.e., un anticuarpo que se
enlaza a OX40L, de clase IgG4 humano y caontlens la mutacidn S228P y comprende como
cadena pesada gama las SEC 1D NOS: 60, 84 ¢ §8.

2. Reivindicaciones; 15, 16-21 (parciaiments), 25-39 (parcialmente}

Caracterizadas por la materla objeto comdn de la retvindicacidbn 15, p.e., un anticuerpo
caracterizado porque dicho anticuerpo 3e enlaza a OX40L, y comprendse una combinacion de
regidn vanable selecclonada Indspendiantemente de los grupos de secuenclas de reglones
varlables proporcionadas en la lista bajo los puntos a-1, que relacionan las SEQ ID NOS: 1-12, 18-
20

3 Ralvindicaciones: 22, 23, 25-39 (parciaimanta)
Caracterizadas por la materla objeto comin de la reivindicacién 22, p.e., un anticuerpo que se
enlaza a OX40L, que comprende una cadena ligera varlable y una cadena peseda variable,
caracterizado porgue la cadena pesada variable comprende CDR3 selecclonado de una lista de

SEQ ID NOS: 33-38 y/o |a cadena ligera variable comprende CDR3 seleccionado de SEQ ID NOS:
51-57.

4, Relivindicacionas: 24-35 {parclaiments), 39 (parcialmente)

Ceracterizadas por la materia objeto comin de la reivindicacldn 24, p.e., un anticuerpo que se
produce mediante una !Inea celular sateccionade del grupo proporcionado en la relvindlcaclon,

5. Reivindicacidn: 40
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Solicitud Internacional No. PCT/EP2005/009968

INFORMACION ADICIONAL CONTINUADA DE PCT/ISA/ 210

Dirigida a un método para modificar la secuencia de amino éckio iniclal de una CDR de cadena
pesada de anticuerpo base caracterizada por la SEQ ID NOS: 21-38 y/o una COR de cadena ligera
de enticuerpo base caracterizada por la SEQ ID NOS: 38-57., mediante la modificacién de la
secuencia de acido nucleico codificadora con el fin de modificar 1 amino écido en la CDR de
cadena pesada, 1-2 amino écidos en la CDR2 de cadena pesada, 1-2 amino écidos en la CDR3 de
cadena pesada, 1-3 amino écidos en la CDR1 de cadena ligera, 1-3 amino acidos en la CDR2 de
cadena ligera, y/o 1-3 amino Acidos en la CDR3 de cadena ligera, expresando dichas secuenclas
modificadas en una estructura de anticuerpo, y midiendo sl dicho antlcuerpo se enlaza a OX40L
con un valor dado de KD.

6. relvindicaciones: 41, 42
Caracterizada por la materia objeto comin de la relvindicacion 42, p.e., un anticuerpo que s

enlaza a OX40L, es de clasa IgG1 humano y comprende la cedena pesada gama de SEG ID NOS:
58, 62 0 66.




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internactonal No.

Informe sobre miembron de familia de patentes PCT/EP2005/009968
Documento de patente
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This \Intlemeliona! Searcring Authority found muttpie Inventions in this intsmtionsl appiicadion, as follows:

see additional sheet

1. n—mmmnmmpﬂwnmmmmmmu
searchaide ciairms.

D As al sasrchabla claime could be ssarchad withau sliort jstiying an addiionsal fes, umﬂmmw
of any scdiional fea.

Aa orly some ol the requind additional ssach toes were imaly paid by the applicent, this intemationsl Baasch Report
xven only those clisims for which ises were paid, specifically claims :

Pemark on Pretest mmmmhmwthM

D Mo protest accompaniad the peymant of addtionsl ssssch fess.

Form PCTASA/Z1 0 (continuation of first shest (2)) (Jaruary 2004)



A

intemational Applicesion No. PCT/EP2005 009968

{ FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA! 210

This International Searching Authority found muitiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-14,16-21(partly), 25-39(partly),43-46

characterised by the common subject matter of claims 1, 1.e.
an antibody characterised in that 1t binds 0X40L, contains a
Fc part derived froa husan origin and does not bind
complement factor Clq,

characterised by the comaon subject matter of claim 43, 1.e.
an antibody thlt binds OX40L, is of human IgGl class and
contains mutation L234A/L235A and comprises as gamma heavy
chain SEQ ID NOS: 59,63 or 67,

characterised by the comon subject matter of claim 45, 1.e.
an antibody that bids OX40L, is of human IgG4 class and .
contains mutation S228P and comprises as gamaa heavy chain
SEQ ID NOS: 60,64 or 68,

2. claims: 15,16-21(partly),25-39(partly)

characterised by the common subject matter of claims 15,
i.e. an antibody characterised in that said antibody binds
0X40L and comprises a variable region combination
independently selected from the groups of saquences of
variable regions provided in the 1{st under points a-1.
which relate to SI-:Q ID NOS: 1-12,16-20

3. claims: 22,23,25-39(partly)

characterised by the common subject matter of claims 22,
1.e. an antibody binding 0X40L comprising a variable tht
chain and varisble heavy chain, characterised {n that the
variable heavy chain comprises CDRI selected from a 11st of
SEQ ID-NOS: 33-38 and/or the variable 1ight chain comprises
CDR3 selected from SEQ ID NOS: 51-57

4. clainms: 24-35(partly),39(partly)
characterised by the common subject matter of claim 24, 1.e.

an antibody that is produced by a cell Tine selected from
the group provided in the claim.

5. claim: 40
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inlemational Application No. PCT/EP2005 /09968

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASBA 210

directed to a method of modifying the initial amino acid
sequence af an parent antibody heavy chain CDR characterised
by SEQ ID NOS: 21-38 and/or an parent antibody 1ight chain
CDR characterised by SEQ ID NOS: 39-57, by modifying
encoding nucleic acid sequence so as to modify 1 amino acid
in heavy chain CDR, 1-2 amino acids in heavy chain CDR2, 1-2
anino acids in heavy chain CDR3, 1-3 amino acids in }ight
chain CDR1, 1-3 amino acids in 1ight chain CDR2 and/or 1-3
amino acids in 1ight chain CDR3, expressing said modified -
sequences in an antibody structure and measuring whether
said antibody binds to OX40L with a given value of KD.

6. claims: 41,42
characterised by the common subject patter of claim 42, 1.e.

an antibody that binds OX40L, is of human IgGl class and
comprises gamma heavy chain SEQ ID NOS: 58,62 or 66.
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TR (5 USS ty rtm | PCT/EP2005/009968
Paiant document Publicetion Patont lamlly Publiceiion

citnd in search report . duta membieris) dxie

WO 9505468 A 23-02-1995 NONE

WO 9958572 A 18-11-1999 ﬁ 3;3%33 :z g_-os—u fgg;
BR 9910281 A 02-01-2001
cA 2326501 Al 16~11-1999
CN 1308637 A - 15~08-2001 -
EE 200000643 A 15~04-2002
EP 1075496 Al 14~02-2001
HU 0101915 A2 28~09-2001
JP 2002514406 T 21~05-2002
NO  20005612.A 29-12-2000 .
N2 507694 A 25-07-2003
PL 343931 Al 10~09-2001
RU 2226196 C2 - 27~03-2004
TR 200003292 T2 21-03-2001

_ ZA 200005870 A 25-10-2002 -
WO 0194586 A 13-12-2001 AU 7522401 A 17~12-2001
' CA 2410188 Al 13-12-2001

EP 1299542 A2 09-04-2003
JP 2003535692 T 02~12-2003

O 0125492 A 12-04-2001 AU 783276 B2 06~10-2005
AU 7849600 A 10~05-2001
CA 2385709 Al 12-04-2001
EP 1222314 Al 17-07-2002
0P 2003527832 T 24-09-2003
US 2003091995 Al 15~05-2003
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(19) Organkzacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

{(43) Fecha de Publicacion
23 de Marzo de 2006 (23.03.2006)

AV

{12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(10) Ndmero de Publicaelén Internacional

WO 2006/029879 A3

(51} Clasificacién Interuacions! de Patentes’ CO7K 16/46

(21) Niimero de Solicitud Internacional:
PCT/EP2005/009968

(22) Fecha de Registre Inferancional: 16 de Scptiembre de 2005 (16.09.2005)

(25) ldioms de registre: Ingiés
(26) 1dloma de Poblicacidn: Inglés
(30) Informaciéa de Prioridad:

04022158.2 17 de Septiembre de 2004 (17.09.2004) EP
04030546.8 23 de Diciembre de 2004 (23.12.2004) EP

(71) Selicitante: (para todos los Dstudos designados excepto Fstudos Unidos de
Amiérica) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG |[CH/CH); Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (CH)-

(72) Inventores; ¢

(75)Inventores/Sallcimantes (pars Esiados Unidos de Américs  solamenie)
ENDL, Josef [DE/DE]; Ulmenstrasse 12, 82362 Weilheim (DE). EUGUL Elsle
[US/US]; 2513 Hastings Dr., Belmont, CA 94002 (US). FUENTES, Maria
[US/US]; 1413 South Mary Ave., Sunnyvale, Ca 94087 (US). GRAUS, Yve
[NL/NL]; Werdarperwaard 3, NL-3984 PR Odijk (NL) LABRIUIN, Aram
[NL/NL]: 2¢ Jan van der Heijdenstraat 66-3R, NL-1074 XW Amsterdam (NL).
LANZENDOERFER. Martla | DE/DE]; Hofrmuirstrasse 25°, §2327 Tutzing (DE).
PARREN, Papnl [NL/NL]; Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk (NL)
REBERS, Framk [NL/NL]; Adrizan Menninckkwartier 34, NL-3554 c1 Utrecht
(NL) SCHUMACHER, Rafl [DE/DE]; Hochfeldstrasse 78, 82377 Penzberg (DE).
SEEBER, Stefan [DE/DE]; Saalsnger 34, 82377 Penrberg (DE). VAN DE
WINKEL, Jan [NL/NL]; Verlengde Slotlsan 80, NL-3707 CK Zeist (NL). VAN
YUGT, Martiae [NL/NL): Fluweelmos 6. NL-3994 KR Houten (NL).

(74) Ageute: SCHREINER Slegfried; Roche Diagnostics GmbH,

Patont Departmenent (TR-E), Postfach 11 52, 82372 Penzberg (CH).

(81) Estados Desigundos (s menos que s¢ indique lo cantrario para
cada tipo de protzccidn nacional disponible):  AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, C0, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM,
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR,
LS, LT, LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA,
NQ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, T, RO, RU, SC, 8D, SE, SG,
SK, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estades Destgnados (8 menos que se indique lo contrario para
cada tipo de proteccidn regional disponible): ARIPO (BW, GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Eunsistia
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T}, TM) Europes (AT, BE, BG,
CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, [E, IS, IT, LT,
LU, LV, MC, NL. PL, PT, RO, SE, S1, SK, TR), OAPI (BF, B, CF,
CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML. MR, NE, SN, TD, TG).

Declaracida bajo Is Regls 4.17:
- de la calidad do inventor (Regla 4.17(1v))

Fubliendo:

- con reporte de busqueda internacional

- con (wra) indicactdn(s) en relacidn al maleris! bioldgico deposiindo
proporcionado bajo la Regla 13bis deperodomente de la deseripeidn

(88) Fechs de publicachia del reperte de bdsqueds Internacional:
8§ de Septicmbre de 2006

Paru los cddigos de dos letras y otros abrevigturas, refiéraze a
"Las Nosas Guley sobre Cidigas y Abreviaturas® que aparecen
al comianzo de cada emisidn regular de la Goceta PCT.

(54) Titulo: “ANTICUERPOS ANTI-OX40L”

(57) Resumen: Este invencién se relaciona con anticuerpos anti-OX40L y, en particular, con anticuerpos anti-OX40L
y variantes de los mismos que contienen una parte Fc derivada de arigen humano y no se unen al factor Clq del
complemento. Estos anticuerpos tienen nuevas e inventivas propiedades que causan un beneficio para un paciente que

sufre de enfermedades inflamatorias.
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that contain a Fe: part derlved from homan origin snd do oot bind complement factor Clq. These satibodies have new and inveative
properties causing a benefit for s patient suffering from inflammatory diseasss.

%



'
.

TRATAD DEC OPERACION DE PATENTES

PCT

NOTIFICACION DEL REGISTRO
DE UN CAMBIO

(Regla 92 bis. 1 del PCT e
Instrucciones Administrativas, Seccién 422)

De la OFICINA INTERNACIONAL

Para:

SCHREINER, Slegfried
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg

Sulza

Fecha de envio por correo (dia/mes/afia)
12 de Diciembre de 2008 (12.12.2008)

Archivo de referencla del solicitants o agente
22672 WO-SR

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud Internaclonal No.
PCT/EP2005/009968

Fecha de reglstro Intemaclonal (d/a/mes/afio)
16 de Septiembre de 2005 (16.09.2005)

1. Las siguientes indicaciones aparecieron en el registro en relacién con:

B4 el solicitante el inventor ] el agente [1 el representante comin
Nombre y Direccién
SEEBER, Stefan Pails de Naclonalidad Pals de Resldencia
Saalanger 34 DE DE
82377 Penzberg No. Teléfono
Alemania
No. Facsimile

No. Teleimpresora

registrado en relacién con:

[Jiapersona []el nombre [X] la direccién

2. La Oficina Internacional por el presente nofifica al solicitante que el siguiente cambio se ha

[] la nacionalidad [ ]ia residencia

Nombre y Direccién
SEEBER, Stefan
Breunetsrieder Weg 22
82377 Penzbery
Alemania

Pais de Nacionalidad Pals de Residencia
DE DE

No. Teléfono

No. Facsimile

No. Teleimpresora

3. Otras observaclones, si fuese necesario:

B4 1a Oficina que recibe
[] 1a Autoridad de Basqueda Intemcional

4. Se ha enviado una copia de esta notificacién a:

[J I1as Oficinas designadas relacionadas

[4 las Oficinas seleccionadas relacionadas

Facsimile No.: {(41-22) 338.82.70

[ 1a Autoridad de Examen Preliminar Intemacional ] otros:
Th;‘{'ntohrnlﬂonal B(;.Il'ﬂlll of WIPO Funcionario autorizado
chemin des Colombettes h
1211 Geneva 20, Switzerland Aumsitrs Chantal

Facsimile No. +41 22 338 70 80

Teléfono No. +41 22 338 86 69

“Forma PCT/IB/306 (Oclubne 2008)

C20IKUOI0

PCT/EP2005/009968 /L“\
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PATENT COOPERATION{:TREATY PCT/EP2005/008068

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT "

SCHREINER, Siegfried

NOTIFICATION OF THE RECORDING Roche Diagnostics GmbH

OF A CHANGE Patent Department (TR-B)Roche Dlagnostles GmbH
Postfach 11 62 Deperiment Porch®
(PCT Rule 92bis.1 and 82372 Penzberg y 20. Dez. 2005
Administrative Instructions, Section 422) SUISSE i
Dute of mailing (diawinanth/ear)
12 December 2008 (12.12.2008) ™
IMPORYANT NOTIFICATION
Intermtions! application No. International filing date (daymontiysar)
PCT/EP2005/009968 18 September 2005 (16.09.2005)
{ 1. The following indications appearcd on record concerning:
B the applicant B the inventar [ the agemt -~ [0 the common representative
7=y Neme and Address State of Nationality | Sttt of Residence
SEEBER, Stefan DE DE
Saalanger 34 Telephone No.
| 82377 Penzbery
Gemany. SEE———
any Facsimile No.
-'T'eTeptinn:' No.

Fﬂ#—=_= =
2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

g
3. Further observations, if neceasary: .

] the person O the name O the address [ the nationality [0 the residence
Name and Address State of Nationality State of Residence
-TEEBER, Stefan DE DE
-wreunetsrieder Wag 22 Telephone No.
82377 Penzberg
Germany
Pacsimile No.
Teleprinter No.

4, A copy of this notification has been sent to:

B the receiving Office [] the designated Offices concerned
[0 the Intenational Searching Autharity B  the cleeted Offices concened
[0 the Intsmational Preliminary Examining Autharity O other
The International Buresu of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Aumaitre Chantal
Facsimile No. +41 22 338 70 80
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephane No. +41 22 338 85 69
Form PCI/IR/306 (October 2005) ~ 1C20IKU0I0

. m—————— e

e



- TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

NOTIFICACION DEL REGISTRO
DE UN CAMBIO

(Regla 92 bis. 1 del PCT e
Instrucciones Administrativas, Seccion 422)

PCT/EP2005/000068

De la OFICINA INTERNACIONAL

o

Para:

SCHREINER, Slegfried
Roche Diagnostics GmbH
Patent Department (TR-E)
Postfach 11 52

82372 Penzberg

Suiza

Fecha de envio por cormeo (dia/mes/afio)
12 de Diciembre de 2008 (12.12.2006)

Archivo de referenclia del solicitante o agente
22672 WO-SR

NOTIFICACION IMPORTANTE

Solicitud internacional No.
PCT/EP2005/009968

Fecha de registro Internaclonal (dia/mes/afio)

16 de Septiembre de 2005 (16.09.2005)

2. Las siguientes indicaciones aparecieron en el registro en relacién con:

(A el solicitante B el inventor (] el agente [] el representanta comun
Nombre y Direccidn
FUENTES, Maria Pals de Nacionalidad Pals de Residencia
1413 South Mary Ave. us us
Sunnyvale, Ca 84087 No. Teléfono
Estados Unidos de América
No. Facsimile

No. Teleimpresora

registrado en relacién con:

[Jiapersona []elnombre {X la direccion

2. La Oficina Intemacional por el presente notifica al solicitante que el siguiente cambio se ha

[] la nacionalidad [] Ia residencia

Nombre y Direccion
FUENTES, Maria
1490 Bittern Drive
Sunnyvale, Ca 84087
Estados Unidos de América

Pals de Naclonalidad Pals de Residencla
us us

No. Teléfono

No. Facsimile

No. Teleimpresora

3. Otras observaciones, sl fuese necesario:

A Ia Oficina que recibe
[ 1a Autoridad de Blisqueda Intemncional

4. Se ha enviado una copia de esta notificacién a:

[] las Oficinas designadas relacionadas
B4 ias Oficinas seleccionadas relaclonadas

1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimile No.: (41-22) 338.82.70

] ia Autoridad de Examen Preliminar Internaclonal [ ofros:
The International Bureau of WIPO Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes Aumaitre Chantal

Facsimile No. +41 22 338 70 80
Teléfono No. +41 22 338 86 69

“Forma PC1/1B/308 {Octubre 2005)

1/C20L4LDD
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. PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING

From the INTERNATIONAL BUREAU

PcwEonusmslevg?i :

To:

SCHREINER, Siegfried
Roche Diagnostics GmbH

OF A CHANGE Patent Department (TR-Ei Py ey
Postfach 11 52 Dopartment Purzhery

_ (PCT Rule 92bis.| and 82372 Penzberg ae], WN

Administrative Instructions, Section 422) SUISSE 4 20. Dez. 2006

Dnte of mailing {dawmonth/ear)
12 December 2006 (12.12.2008) purl mi [ L | w
| =————
IMPORTANT NOTIFICATION

PCT/EP2005/000868

butenational filing dte fkewinonshiwar)
18 Sepilember 2005 (18.09.2005)

N The following indications appeared on record concerning:

[ B8 the applicant Bfl the inventor [ the agent O the common represcatative
@ Name and Address State of Nationality | Statz of Residence
FUENTES, Maria us us
1413 South Mary Ave. Teicphont No.

Sunnyvale, Ca 84087

United States of America -
Facsimile No.
Teleprinter No.

2. The Intemnational Buresu hereby notifies the applicant that the fallowing change has been recorded concerning:

[ the persen [ the name B the address ] the nationality [ the residence
Name and Address State of Nationality | State of Residence
EUENTES, Maria us us
Sunnyvale, Ca 94087
United States of America |
C Facsimile Ne.
Teleprinter No.,

3. Further observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:

B the receiving Office

[0 the International Searching Authority

] the International Preliminary Examining Authority

[0 the designated Offices concerned
B the elected Offices concemned
0 other

The Imernational Buresu of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 82 70

Authorized officer

Aumaitre Chantal
Pacsimile No. +4] 22 338 70 80
Telephone No. +§1 22 338 86 69

Form PCT/TR/306 (October 2005)

—
1/C2014LD0
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INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS U OTRO
MATERIAL BIOLOGICO DEPOSITADO

(Regla PCT 13bis)

A Las indicaciones hechas a continuacién relacionadas con microorganismos u aotro material blolégico
depositado referido en ia descripeidn en [a pdgina 24, linea 9—20
"B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO  Depdsitos adicionales se identifican en una hoja adicional _

Nombre de Ia Instftuclén depositarla
Deutsche Sammiung von Milooorganismen und Zallkulturen GMBH {DSMZ)

[ Direccion de la Institucion depositaria (mcuyendo codigo postdl y pels)

Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Alemania

Fecha del depdaito Namero de Acceso
27.07.2004* / 02.00.2004 ** D8M ACC26872", .....

C. INDICACIONES ADICIONALES {defar en blanco sl no apiica)
Esta informacién continua en una hoja adicional _X

Indicaciones relacionadas con la Solucion Experta con respecto al material blolégico depositado DSM
ACC 2872*, DSM ACC2685*, DSM ACC2886™, DSM ACC2686** y DSM ACC2680*

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN LAS INDICACIONES
(5! las indicaciones no son para todos los estados designados)

CA (Canadd), EP (Paterte Europea), SG (Singapur)

E. SUMINIBTRO BEPARADO DE INDICACIONES (dejar on blanco al no apics)

[as indicaciones enumeradas a continuacién serdn presentadas al Burd infemacional después

(especificar la naturaleza general de las indicaciones, p.e., “Niimero de Acceso de Depialo?)

Para uso de la Oficina receptora solamente “Para uso del buré Intemadional solamente
___ Esta hoja fue recibida con la solicitud X_ esta hoja fue recibida por el Burd
intemaclonai intemacional el

16 de Diclembre de 2005 (16.12.2005)
Funcionario autorzado Funcionario autorizado
(firma ilegible) Wagner, Nethalie




]

C. INDICACIONES ADICIONALES (hoja adicional)

Solicitantes : F. Hoffmann — La Roche AG., et al.
Expediente de referencia de

los solicitantes: 22672 WO-SR

Solicitud Intemacional No. X PCT/EP2005/009968

Indicaciones relacionadas con la *Solucién del Experto” con respecto al
Material Biologico Depositado Referido en la Descripcién

Las indicaciones relacionadas con el material biolégico estdn todas contenidas
en |a descripcion. No se requiere que las siguientes indicaciones adicionales
sean parte de la descripcion y deben ser tratadas como ‘"indicaciones
separadas’. Se relacionan solamente con la “Solucién del Experto®.

Las indicaciones adicionales hechas a continuacion para el material biolégico
depositado referidas como:

hu Mab<hOX40L>LC.001 DSM ACC2672
hu Mab<hQOX40L>LC.005 DSM ACC2685
hu Mab<hOX40L>LC.010 DSM ACC2686
hu Mab<hOX40L>LC.019 DSM ACC2688
hu Mab<hOX40L>LC.033 DSM ACC2689

en la descripcion de la pagina 24.

Las indicaciones adicionales son:

Para la designacién de CA (Canada).

Con respecto a la designacion de Canad4, las muestras del material biolégico
depositado estardan disponibles hasta el otorgamiento de la patente
Canadiense, 0 hasta la fecha en la cual la patente es rechazada, o es
abandonada o no sometida a mas restablecimiento, o es retirada, como se
contempla en las Reglas 107 y 108 de |a Regia de Patentes bajo el Acto de
Patentes Canadiense, solamente por la emision de una muesira a un experto
independiente nombrado por el Comisionado (Regla 104{(4)).



Para la designacién de EP (Patente Europea):

Con respecto a la designacién de la EPO, las muestras del material biolégico
depositado estaran disponibles hasla la publicacion de la mencion de
otorgamiento de la patente Europea, o hasta 20 afios a partir de la fecha de
presentacién si la solicitud es rechazada o retirada o se considera que fue
retirada, como se contempla en la Regla 28(3) de las Regulaciones de
Implementacién bajo la EPC, sclamente por la emisiébn de una muestra a un
experto nombrado por un solicitante (Regla 28(4) EPC).

Para la designacion de SG (Singapur)

Los solicitantes de la presente dan aviso de nuestra intencién que ias muestras
del cultivo ideniificado anteriormente estédn disponibles solamente para ios
expertos de acuerdo con el pamafo 3 del Anexo Cuarto de las Reglas de
Patentes 1995.
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B d rVeon a

INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

(PCT Rule 13bis)

capage 24 . lime

A. The indicstions made below relsts ko the deposited microorganism or ather blological material referred to in the description
e-20

——

B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT

Purther doposite are entifiod on an addiioua! shoct

Nxme of depositary institation

Deutsche Sammilung von Mikroorganismen und Zelikulturen GmbH (DSMZ)

Mascheroder Weg 10
D-38124 Braunschweig

Addresa of depositary institution (Inchding parml code andd country)

27.07.2004" / 02.00.2004™

C ADDITIONAL INDICATIONS (leawe bank if not applicably) This information ls continued on o additional shest

indicationa relating to the Expert Solution In

respact of the deposited biological material D'GMAGCHTZ‘.
DSM ACC2885™, DSM ACC26B6", DSM ACC2688* and DSM ACC 2688*

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (/the indicationr ars not for all devignated Seatas)

A

——r

CA (Canada), EP (European Patent), SG (Singapore)

E BEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (Texrve biank {f xot applicobis)

The indications Hmed below will bo submied to fhe International Burest Wter (pacg) e gonarel nate f th Indications e 3. “Acoession
Maber of Depeuit’) b *

For receiving Office use only
[C] Tois sheet was received with the intemational applicstion

Authorized officer

For Intemational Burean use only
D] This shieet was recetved by the Imerastionsl Buresu on:

A6 DELONBER 2005 (4h4L 1005

Authovized officer

U-agmr’ Lalbaliz, .

Farm PCT/ROVI34 (July 1998; reprint January 2004)
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C. ADDITIONAL INDICATIONS (additional sheet)

Applicants : P. Hoffmann-La Roche AG, et al,
Applicants file reference : 22672 WO-SR
International spplication No. : PCT/EP2005/009968

Indications Relating to the Expert Solution in Respect of Deposited Biological Material
Referred to in the Descriplion

The indications relating to deposited biological material are all contsined in the description.

The following additional indications are not required to be part of the description and
should be trested as “separate indications.” They relate only to the expert solution.

The additional indications made below relate to the deposited biological material referred
to as:

hu Mab<hOX40L>LC.001 DSM ACC2672
hu Mab<hOX401.>1C.005 DSM ACC2685
hu Mab<hOX40L>LC.010 DSM ACC2686
hu Mab<hOX40L>LC.019 DSM ACC2688
hu Mab<hOX40L>LC.033 DSM ACC2689
in the description on page 24,
The additional indications are:

For CA (Canada) designation:

In respect of the designation of Canada, samples of the deposited biological material will be
made available until the grant of the Canadian patent, or until the date on which the
application is refused, or is absndoned and no longer subject to reinstatement, or is
withdrawn, as provided in Rules 107 and 108 of the Patent Rules under the Canadian
Patent Act, only by the issue of a sample to an independent expert nominated by the
Commissioner (Rule 104(4))

For EP (European Patent) designation:

In respect of the designation of the EPO, samples of the deposited biological material will
be made available until the publication of the mention of the t of the European patent,
or until 20 years from the date of filing if the spplication is or withdrawn or is
deemed to be withdrawn, as provided in Rule 28(3) of the Implementing Regulations
un(der the EPG, only by the issue of a sample to an expert nominated by requester (Rule
28(4) EPC).

For SG (Singapore) designation:

Applicants hereby give notice of our intention that samples of the above-identified culture
be available only to experts in accordance with paragraph 3 of the Fourth Schedule to
the Patents Rules 1995.
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG RECIBO EN EL CABOD DE UN
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel oerosTo O “;f;:"; 1 2:"":
Hoffman — La Roche Inc, AUTORIDAD DEPOSITARIA
340 Kingsland Street INTERNACIONAL, identificada &l

Nutley, NJ 07110-1198, USA finsl de esta pégina

[ 1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

'ﬁmrencla de (dentificacidn dada por el | Ndmero de Acceso dado porla

DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
hu-Mab<hOx40L>LC.001 D&M ACC2872

Il. DEGCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUEETA

El microorganismo |dentificado bajo |, anterior estaba acompafiado por.
{( ) una descripcién cientifica
{ ) una designacién taxonémica propuesta
(marque con una X si es aplicable)
1. RECIBD Y ACEPTACION
Esta Autorided Depositaria intemacional acepta el microorganismo identificado bajo |, arterior, que fue
recibido por esta el 2004-07-27 (fecha del depésito original)’,
V. RECIBO Y SOLICITUD DE CONVERSION
El microorganismo identificado bajo | anterior fue recibido por esta

Autaridad Depositaria Intemacional el (Fecha de depésito original)
y una sollciiud de convertir ef depdsito original a un depdsito bajo el
Tratado de Budapest fue recibida por esta et (Fecha da solicitud de conversion)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Firma(s) da le(s) persona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND representar a |la Autofidad Depositara
ZELL UKULTUREN GmbH Internacional o de funcionario{e) autorizados(s):
Direccisn: Mascheroder Weg 1b (firma Neglble)
D-38124 Biaunschweig Fecha: 2004-08-11

7 Cuando aplica la regla 6.4{d), tal fecha es la fecha en la cual el estado de la autoridad depositana
internacional fue adquirido.

Fomulario DSM2-BP-4 {una pdgina) 1272001
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG DECLARACION DE VIABILIDAD
emitida conforme a la Regla 10.2

124 Grenzacherstr.,, CH-4070 Basel por la AUTORIDAD DEH;;IT ARIA

Hoffman — La Roche Inc, INTERNACIONAL, Identificada @l

340 Kingsland Street final de esta pagina

Nutley, NJ 07110-1199, USA

1. DEPOSITANTE Ti. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Nombre: Rocha Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 188, D-88305 Mannheim | Ndmero de acceso dado por la AUTORIDAD
DEPOSITARIA INTERNACIONAL:

Direccién: F. Hoffman — La Roche AG

124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel DSM ACC2672
Hoffman — La Roche Inc. Fecha del depésito o la transferencia’:
340 Kingsland Street
Nutley, NJ 67110-1189, USA 2004.07-27
. DECLARACION DE VIABILIDAD

Ls viabllidad del microorganismo identificado bajo Il anterior fue probada el  2004-07-27 2.
(X)* wviable
( ¥ noviable més

V. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE REALIZO LA PRUEBA DE VIABILIDAD"

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Firma(e) de la{s) persona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND reprasentar a la  Autorided Depositara
ZELLUKULTUREN GmbH Internactonal o de funclonario(s) autorizados{s):
Direccidn;: Mascheroder Weg 1b (firma llegible)
D-38124 Braunschwelg Facha: 2004-08-11

indicar Ia fecha del depdsito original, © cuando se ha hecho una nuevo depdsito o transferencia,
Ia fecha relevante més reciente (fecha del nuevo depdsito o facha de Ia transferencia).

2 En los casos referidos en la Regla 10.2(e) (ii) y (), referirse a la prueba de viebildad més
reciente.

3 Marque con una equis la caslila aplicable

‘4 Llene &l ia informacion ha sido requerida y &i Jos resultados de la prueba fueron negativos

FORMULARIO DSMZ-BP/8 {una pagina) 12/2001



oo 22672 (0O S
v Hoffven o Lecne e 0)
TREATY ON THE INTERNATIONAL -
RMHTONOF THE DEPOSIT OF MICROORGANISME DS
FOR THE FURPOSES OF PATENT FROCEDURE -
D-Ma&nl'rll.::’wn
Zallkeuiburan GmbH
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
R mmmmmmmm
F. Hoffinann-La Roche AG m‘“““'“ e
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel idetified at the bottom of this page
Hoffmann-La Roche Inc.
340 Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA
L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANIEM
Mentification reference givan hy the DEPOSTTOR: _ Acceasion anmber given by the
hu-Mab<hOx40L>LC.001 INTERNATIONAL ARY AUTHORITY:
DSM ACC2672
IL SCIENTIFIC DESCRIFTION ANDVOR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION
The microorganism identified undar [ above wis accompaniod by:
( ) aaclenific description
( ) «poposd somomio designation
{MxX with a cross where applicabls).
I RECETFT AND ACCHPTANCE
is International Mﬁmﬂlﬂqﬂhmﬂnﬂﬁdmﬁl%“w“hnm 2004-07.27
(nmefmﬁm
IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION
The microarganism identified under I shove was recaived by this fremationsl Depositary Axthexity an (dade of origina? deposit)
and a request £0 comvert the original deposit to a deposit onder the Budspest Treaty was recelved by it on (dute of receipt of request
fior comversion),
V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON SIM person(s) having Tepresent
Neme  IKROORQAMIEMEN UND ZEX KULTUREN GesbEl ) ‘quuy)mg' o of axtheriind uﬁ:fx.):
Address: Mascheroder W
D51 34 Breumatronig V Aj .
) e Lo
Due 2004-08-11

' Whoere Rule 6.4 (d) applies, sush date is the date an which ths stxms of internatonal deposiiary sutharicy was sequired.
Form DSMZ-BPA (sale page) 12/2001




BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL )
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS D M
¥OR ‘THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE -
Doutache Bammung von )
Paen G
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnogtics GmbH
Sandhofer Su' 116, D-68305 Mannhemm
F. Hofimann-La Roche AG
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel %fﬁﬁ:ﬁ%&% .
Hoffmarm-La Roche Inc. jdentified at the bottom of this page
340 Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA
1 DEPOSITOR IIL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANTEM
ame: Roche Disganstics GrubH Acceasion mamber given by the
Sandhofer Str, 116, D-68305 Mannheim INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Addest  p HoffmannLa Roche AG
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel DSM A 72
Hofmann-La Rochs Inc. Daie of the Aeposit or the tranxiar':
340 Kingaland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA 2004-07-27

L VIABILITY STATEMENT

Hmmﬂqdnmhwﬁdmnm"um 2004-07-27 1,
On that date, the said mricrocrganism wes

(x)® visble
( ) 00 longer vishle

TV, CONDITXONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED'

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

|
MIKROORGANISMEN UND ZELLKUT.TUREN GrekH aof agtherked

- L feds

Du=  2004-08-11

SAMMLUNG VON i of; the the
Name DSMZ-DEUTSCHE Signature(s) of persen(s) having u’“ repregent th ,

! mmu«mm«.mnmdthu-ummhnmﬁ.mmmmmm(mofmmdqni:-d-u

1 In the cases yefexred to in Rule 10.2(x) (if) and (i), refir to the most recent viabdlity test.
: Murk with a roes the apphi box.
‘ Fill in if the information has been requested mnd if the results of the test were negative,

Farm DSMZ-BP/S (sols page) 12/200]




66?

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG

124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel DEPOSITO  ORIGINAL,  emitido
conforme a la Regla 7.1 por la

Hoffman — La Roche Inc, AUTORIDAD DEPOSITARIA

340 Kingsland Street INTERNACIONAL, identificada sl

Nutley, NJ 07110-1199, USA final de esta pagina

RECIBO EN EL CASO DE UN

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de Identficacion dada por el | NUmero de Acceso dado por i
DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
hu-Mab<hOx40L>LC.0056 DEM ACC2685

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

ET microorganmsmo identificada bajo I, antsrior estabe acompahado por.
( ) una descripcién cientffica
( ) unadesignacién taxondmica propuesta

(marque con una X si es aplicable)

il RECIBD Y ACEPTACION

Esta Autorided Depositaria internacional acepta el microorganismo identificado bajo 1, anterior, que fue
reclbido por esta el 2004-09-02 (fecha del depéaito original)'.

IV. RECIBO Y SOLICITUD DE CONVERSION

E! microorganismo Identificado bajo | anterior fue recibido por esta
Autoridad Depostteria internacional el {Fecha de depdeito original)
y una solicitud de convertir el depdsito original a un depdsito bajo el

Tratado de Budapest fue recibida por esta el (Fecha de solicltud de conversidn)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Firma(s) de Ia(s) persona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND representar & a8 Autoridad Depositaria
ZEUL UKULTUREN GmbH intemacional o de funcionario(s) autorizados{s).
Direccidn: Mascheroder Weg 1b {firma llegible)
D-38124 Bruunschweig Fucha: 2004-10-05

“"Cuando apliica la regla 6.4(d), tal fecha es le fecha en la cual el estado de la autoridad depositana
intemacional fue adquirido.

Fomulario DEMZ-BP-4 (una pagina) 1272001

W



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG -

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

340 Kingsland Street

Nutley, NJ 07110-1199, USA

DECLARACION DE VIABILIDAD
emitida conforme a la Regla 10.2
por la AUTORIDAD DEPQSITARIA
INTERNACIONAL, identificada al
final de esta pagina

}. DEPOSITANTE

Il IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

~Nombre: Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 166, D-68305 Mannheim

Direccién: F. Hoffman ~ La Roche AG
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel
Hoffman — La Roche Inc.
30 Kingsiand Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA

Nimero de acceso dado por la AUTORIDAD
DEPOSITARIA INTERNACIONAL:

DSM ACC2685
Fecha del depéstto o la transferencia':

2004-09-02

Il. DECLARACION DE VIABILIDAD

(X viable

{( 7 no viable mas ,

La viabilidad del microorganismo identificado bajo |) anterior fue probada el  2004-09-068 ©

IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE REALIZO LA PRUEBA DE VIABILIDAD®

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLUKULTUREN GmbH

Direccidn: Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Firma(s) de la(s) persona(s) que tisnen el poder de
representar a la  Autoridad  Depositaria
internacional o de funcionario(s) autorizados(s):

(firma ilegible)
Fecha: 2004-10-05 |

i

Indicar la fecha del depésite original, ¢ cuande se ha hecho una nuevo deposito o transferencia,

la fecha relevante mas reciente (fecha del nueve depésito o fecha de la transferencia).

reciente.
Marque con una equis la casilla aplicable

FORMULARIO DSMZ-BP/8 (una pagina) 12/2001

En los casos referidos en la Regla 10.2(a) (i) y {ili), referirse a la prueba de viabilidad mas

Liene si la informaci6n ha sido requerida y si los resultados de la prueba fueron negativos




BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL ~
RECOGNTITON OF THE DEPOSIT OF MICROORGANEMS M]Z
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE -
Dautache Sartking von
Zeilndiren GmbH
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG &@m%cﬁ or :: :‘::G“"M- DEPOSTT
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel. m!'"g'!ﬁdﬂu the bottom of this page UTHORITY
Hoffinann-La Roche Inc. ]

340, Kingaland Strest
Nutley, NJ 07110-1199, USA

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the DEPOSTTOR: ' Accession aumber given by the
hu-Mab<hOx40L>LC.005 INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

DSM ACC2685

IL SCIENTIFIC DESCRIFTION ANDYOR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified undar L above was sccompanied by:

{ ) nscicntiflc description
{ ) aproposed musnomic designation
(Mark with & cross where applicable).

II. RBCEIFT AND ACCEPTANCE

5

g

&w:::nﬂ An&mqﬂpuhmlhﬂﬁdmlhl above, which was reeeived by iton 2004-09-02

Iv. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

'I'hnm:unmunn identified under ] above was received by this International Depositary Authority on {dute of ariginal deposit)
:rdquugl;!mmuuiﬁnﬂ&puitmldwituﬂuﬂuBuhpmﬁuyw!uivdbyitn (date of receipt of requent
conversian).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

H DSMZ-DEUTECHE RAMML) Signamre(s) of person(s) having to represent the
Nume MMRO%RGANIBMBN mmﬂm GmbH lnmmnl)lbq:u )Amlnm u-ofudn-ndumnd(-)-
Addroys: gsu:mudu“ra b V

‘-"
AP
Date: 2004-10-05

' Where Rule 6.4 (d) applies, mach date ix the date on which the status of international depasitary mthority was scquired.
Form DSMZ2-BP/4 (sole page) 12/2001 '




BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
ON OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Manrheim
F. Hth Roche AG
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel "..25'”7..7..5;‘?. Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL ARY AUTHORITY
Hoffmann-La Roche Inc. jdentificd ot the bottom of this page

340, Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA

L DEPOSITOR

IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Name:  Roche Diagnostics GmbH

Accession number given by the

(x)' visble
( ) nolonger vishie

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim INTERNATIONAL ARY AUTHORITY:
Addreas. | Hoffimann-La Roche AG

124 Grenzacheretr,, CH-4070 Basel DSM ACC2685

Hoffinann-La Roche Inc. Date of the deposit or the tranafer’:

340, Kingsland Street

Nutley, NJ 07110-1199, USA 2004-09-02
TIL VIABILITY STATEMENT
The viability of the mitroorganism idestificd under I above waa testedan —~ 2004-09-06 ',

Jiv. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED*

V, INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN CGmbH

Addresms:  Machoroder Weg 1h
D-38124 B ig

[ of the
llmn(-) p-lu(l)h-m 'nsz mu:;ﬁ o

L. Cje."é,

Date: 2004-10-05

! Indicate the date of ariginal deposit or, where & new deposit or s iransfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date

of the transfer).

3 lntheelluufmulminlulelOJ(I)(i:)ud(m'),wfulnlhemm:mwlhhtyH

3 Mark with s cross the
* Fill in if the mformation

Fosm DSMZ-BP/$ (sole page) 12/2001

.F:nbuunqulledmd:ﬂhemuluofmummn

[ — .
.. a =
. .
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffman — La Roche AG
DEPOSITO ORIGINAL, emitido
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel conforme a la Regia 7.1 por la

Hoffman — La Roche Inc, AUTORIDAD ~ DEPOSITARIA
340 Kingsland Street INTERNACIONAL, identificada al

Nutley, NJ 07110-1199, USA final de esta pégina

RECIBO EN EL CABO DE UN

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de Identificacion dada por el | NOmero de Acceso dado por fa
DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
hu-Mab<hOx40L>LC.010 DSM ACC2868

Ii. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado bajo |, anterior estaba scompafiado por.
{ ) una descripcidn clentifica
{ ) una designacién taxondmica propuesta

(marque con una X sl es aplicable)

M. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Depositaria interacional ecepta el microorgenismo identiicado bajo |, anterior, que fue
recibido por esta el 2004-00-02 (fecha del depésito original)’.

IV. RECIBO Y SOLICITUD DE CONVERGION

El microorganismo identificado bajo | anterior fue recibido por esta
Autoridad Depositaria Internacional el {Fecha de depdsito original)
¥ una solicitud de convartir el depdsito original a un depdsito bajo el

Tratado de Budapest fue reclbida por esta el {Fecha de solictud de conversién)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Firma{s) de la{s) persona(s) que tienen ol poder de
MIKROORGANISMEN UND representar & la Autoridad Depositaria
ZELLUKULTUREN GmbH Internacional o de funcionario{s) autorizados(s):
Direccion: Mascheroder Weg 1b (firma flegible)
D-38124 Braunschweig Fecha: 2004-10-05

T Cuando aplica la regla 6.4{d), tal fecha es la fecha en la cual ol estado de ia autoridad depositaria
intemacional fue adquirido.

Fomulario D8SMZ-BP-4 (una pégina) 12/2001

g\

W
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG DECLARACION DE VIABILIDAD
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel ;"':'AE':OTD:;’ :E:;:':'r;::
Hoffman — La Roche Inc, INTERNACIONAL, identificads o
340 Kingsland Street final de esta pégina

Nutley, NJ 07110-1199, USA

1. DEPOSITANTE 1I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
"Nombre: Roche Dlagnostics GmbH
Sandhofer Str. 168, D-88305 Mannheim NGmero de acceso dado por la AUTORIDAD
DEPOSBITARIA INTERNACIONAL:

Direccidn: F. Hoffman — La Roche AG

124 Grenxacherstr,, CH-4070 Basel DSM ACC2688
Hoffman — La Roche Inc. Fecha del deposito o Ia transferencia’:
340 Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA 2004-08-02
ﬁcmﬁmnou DE VIABILIDAD
La visbllidad del microorganismo identificado bajo Il anterior fue probads e  2004-00-08 -
{X)* viable

{ * noviable mas
"IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE REALIZO LA PRUEBA DE VIABILIDAD®

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DEMZ-DEUTSCHE SBAMMLUNG VON Firma(s) de Ia(c) persona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND repregentar & l Autoridad Depositara
ZELLUKULTUREN GmbH Internaclonal o de funcionario{s) autorizados(s);
Direcclén: Mascheroder Weg 1b (firma ilegible)
D-38124 Braunschweig Fecha: 2004-10-05

Indicar Ia fecha del depdsito original, o cuando se ha hecho una nuevo depdshio o transferencia,
la fecha relevante mée reciente (facha del nuevo depdsito o facha de ja fransferencia).

2 En los casos referidos en Ia Regle 10.2{a) {ii) y (lll), referirse a le prueba de viabildad més
reciente.

3 Marque con una equis la casiia aplicable

‘4 Liene &l la Informacién ha sido requerida y sl los resultados de la prueba fueron negativos

FORMULARIO DSMZ-BP/ (una pégina) 12/2001




. s )
Rscmﬁ'r?rpgﬁr OF THE DMHOWWS @ :
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE = :
Dautsche sm“l'ﬁm :
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
. RECETPT IN
F. Hoffmann-La Roche AG o AmT:'ELRC"?? f"' E:mmnnmm
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel MF ' 'E-'ﬁ.d& at the bottom of this page
Hoffinann-La Roche Inc.

340, Kingsland Street
Nutley, NJ07110-1199, USA

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

[dentification refrence given by the DEPOSITOR: Accession number given by the
hu-Mab<hOx401L>1L.C.010 IHTERHATIUNAL DEPOSITARY AUTHORITY:

DSM ACC2686

IL SCIENTIFIC DESCRIFTION ANDYOR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganizm identified under 1. sbove was accompanied by:

( ) ascientific description
{ ) aproposed taxoncmic designation
{(Mark with a cross where appliesble).

. RECEIPT AND ACCEPTANCE

&wm : 'qumummmmmmlmmmﬁmmm 2004-09-02

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganiam identificd under 1 above way received by this ntemational Depositary Anthority on ({date of original deposit)
glmthmmhmpm&punhldqumndnﬁemﬁputhdywmby:tw (date of receipt of request
conversion)

V, INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

N J DSMZ-DEUTSCHE SAMMLLUNG VON w of person(s) having the power to represent
e MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 9 teroational Depositary ) fll&'uﬂﬁ;uﬂ(l):
Addresx Muscheroder Weg 1b
M'lﬂmnam V -
AYS 25
Date: 2004-10-05

! Where Ruls 8.4 {<) sppliss, yuch dats iy the date oo whick the status of internationa) depositary autbocity was acquired.
Fonn DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001

am——




. INTERNATIONAL FORM

Roche Disgnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffroann-La Roche AG

.
. BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL ~
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS k\ MZ
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE *
Deutsche

VIABILITY STATEMENT
124 Grenzacherstr.,, CH-4070 Basel ﬁ_mnmm Rule 10.2 by the
TIONAL D) ARY AUTHORITY

Hoffmann-La Roche Inc. identifiod at the bottow of this page
340, Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA
L DEPOSITOR I, DENTIFICATION OF THE MICROORGANISM
Nome: Rochs Diagnostics GmbH Accession number given by the

Sandhofer Str. 116, D-63305 Mannheim INTERNATIONAL D! 'ARY AUTHORITY:
Addreas: F. Hoffmann-La Roche AG

124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel DsSM ACC2686

@ Hoffmann-La Roche Inc. Date of the deposit or the transfir':
340, Kingaland Street
Nutley, NI 07110-1199, USA 2004-09-02

T, VIABILITY STATEMENT

Thmhhlydhndmmmnﬂeduhﬂlhww-mdn 2004-09-06 7,
10nﬂmdllc,h-|dmmw

(x)' visble
( ¥ nolongervisble

IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN FPERFORMED*

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Ni DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON S:pmuu('p rpmm(l having the power to represent the
- MIXROORGANISMEN UND ZELILKULTUREN GmbH 3 ) n¢_ tyor ol m:nmuloﬂdﬂ(-)
Addresr:  Macheroder Weg 1

D-30124 B weig -

| & e s
Due:  2004-10-05

! ll}d;:uh:ncfmmmumm:mwulm&rhﬂmmmwmmdﬂe(uhofhmmuwm

trarg
1 ?nﬁe-nzhndhtnRu.lulOZ(a)Gx)lndﬁuthmhmuthlhmyuL

Mark with a cross the
4 Fill in if the information benmuuudundifﬁemulnof&eutmmﬂu

Form: DSMZ-BP/ (sole page} 1272001

e e

ey, e
.



TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL

10

DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhafer Str. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman - La Roche AG

124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel
Hoffman — La Roche Inc,

340 Kingsland Street

Nutley, NJ 07110-1199, USA

RECIBO EN EL CASO DE UN
DEPOSITO ORIGINAL, emitide
conforma a la Regla 7.1 por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA
INTERNACIONAL, Identificada al
final de esta pdgina

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de Identficacion dada por el
DEPOSITANTE:
hu-Mab<hOx40L>LC.020

Ndmero de Acceso dado por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
DSM ACC2688

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION

TAXONOMICA PROPUESBTA

{ ) una descripcidn clantifica
{ ) una designacién taxondmica propuesta
(marque con una X si es aplicable)

El microorganisma |dentificado bajo |, anterior estaba scompafiado por:

T RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Depositaria internacional acepta ef microorganismo identificado bajo |, anterior, que fue
recibido por esta el 2004-08-02 (feche del depdsito original)'.

V. RECIBO Y SOUICITUD DE CONVERSION

Autoridad Depositaria iIntemacional el

Tratado de Budapest fue recibida por esta ef

"El microorganismo identificado bajo | anterior fue recibido por esta

(Fecha de depdsito original)

y una solicitud de convertir of depdsito original a un depésita bajo el

{Fecha de solicitud de conversidn)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLUKULTUREN GmbH

Direccién: Mascheroder Weg 1b

Firma(s) de Ia(s) persona(s} que tienen el poder de
representar & la Autoridad Depositaria
Internacional o de funcionario{s) autorizados(s):

{firma Hegible)
Fecha: 2004-10-05

D-38124 Braunschweig
™C

uando aplica la regla 8.4(d), tal fecha es la fecha en la cual el estado de la auloridad depositaria

internacional fue adquirido,

Fomulario DSMZ-BP-4 {una pdgina) 12/2001

A\
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL. RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Sir. 116, D-68305 Mannheim

F. Hoffman — La Roche AG DECLARACION DE VIABILIDAD
124 Grenzacherstr.,, CH-4070 Basel ::m:a A:}OTD:; :E:;:ll:' ;:I:
Hoffman — La Roche Inc, INTERNACIONAL, Identificada al
340 Kingsland Street final de esta pagina

Nutiey, NJ 07110-1199, USA

|. DEPOBITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 188, D-88305 Mannheim | Nimero de acceso dado por la AUTORIDAD

DEPOSITARIA INTERNACIONAL:

Direccién: F. Hoffman - La Roche AG

124 Grenzacherstr.,, CH-4070 Base! DSM ACC2688
Hoffman - La Roche Inc. Fecha del depdsito o la transferencia’:
340 Kingsland Strest
Nutiey, N 07110-1199, USA 2004-00-02
7. DECLARACION DE VIABILIDAD
s viabllidad del microorganiemo identificado bajo Il anterior fus probade e 20040808 2 |
(X)® viable

( ¥ noviable mas

IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE REALIZO LA PRUEBA DE VIABILIDAD"

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Firma(s) de la(s) parsona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND represertar 8 la Autoridad Depositara
ZELLUKULTUREN GmbH Internacional o de funcionario{s) autorizados(s):
Direccidn: Mascheroder Weg 1b (fima llegible)
D-38124 Braunschweig Fecha: 2004-10-05

Indicar la fecha del depdsito onginal, o cuando se ha hecho una nuevo depdsito o transfersncis,
la fecha relevante més reciente (fecha del nuevo depésiio o fecha de la transferencis).

2 En los casos referidos sn la Regla 10.2(a) {i}) y (ili), referirse a la prueba de viablidad mds
reciante.

3 Marque con una equis la casilla aplicable

‘4 Liene si la Informacién ha sido requerida y sl los resultados de la prueba fueron negativos

FORMULARIO DSMZ-BP/ (una pégina) 12/2001

¥



BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNTTION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS D S
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE =
Deutache al'll'l'..ll" von
o oo
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
RECHIPT IN OF AN ORIG
F. Hoffmann-La Roche AG M { h’?k'v INAL DEPOSIT
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel demtifiod hhommof&i: W‘“-"“m" Y
Hoffmann-La Roche Inc.
340, Kingaland Street

Nutley, NJ 07110-1199, USA

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Kdentification reference given by the DEPOSITOR: Accemicn ommber gi a the
hu-Mab<hOx40L>LC.029 INTERNA ARY AUTHORITY
DSM ACC2688

I SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIONATION

The microorganinn identified under L above was sccompanied by:

( ) ascimtific description
( ) aproposed taxouomic designation
(Mark with 2 cross where applicable).

II. RECEIPT AND ACCEPTANCE

T&E“w ! lwwmhmwﬁdMLMMwmmwnw 2004-09-02

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microarganism identified under 1 above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit)
nh_dnreqngliemvuthuiﬁnﬂdqmlnnltpuitnndnrlheliudlpuﬁm!ymmdvdbyitm (date of receipt of recruest
comverzion

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

N DSMZ-DEUTICHE SAMMLUNG VON Signaturc(s) of person(s) having the represent
e MIKROOROGANTSMEN UND ZELLKULTUREN GmbH International n.puuy) Anthority ,’S'E.?.’.u oﬂlg:i(l):
Address: Mascheroder W .
D-38124 a.....S.'.L. V
. WeZs
Date: 2004-10-05

! Where Rulo 6.4 (d) spplies, such date ix the date on which tha status of internationsl depositary suthority was scquired.
Form DSMZ-BP/4 (solc paga) 1272001

P P,

iqpaan

A
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL i
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS .‘ MZ

FOR THB PURPCSES OF PATENT PROCEDURE

u-mdna-mwm
Zsliqituren GmbH 0
INTERNATIONAL FORM .
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str, 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG
VIABILITY STATEMENT
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel mmunh 10.2 by the
TIONAL ARY AUTHORITY
Hoffmann-La Roche Inc. identified at the bottom of this pago
340, Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA
1 DEPOSITOR I, IDENTIFICATION OF THE MICROORGANIEM
Name: Roche Diagnostics GmbH Aceesslon nnnt:r'!l by the
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mmnheim INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Addresy:  p Hoffinann-La Roche AG
124 Grenzacharstr., CH-4070 Bagel DSM ACC268E8
340, Kingaland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA 2004-09-02
M. VIABILITY STATEMENT
The viability of the microorganism identified nnder I above was teated oo 2004-09-06 1,
(xy visble
( ¥ polongervisblo
IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE YIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED"
¥. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG YON Inllulﬂ ofpllll(l Ill\rhq wh
Nume: MIKROORCANISMEN UND ZELLXULTUREN CmbH B ') )Allllnlty mn‘l official(s):
Addrexs:  Mascheroder Weg 16
D-38124 nnmﬂmq V
Date: 2004-10-05
! mﬁudmmmnm.M|mdmtulmmmmhﬂmﬂmdm(&udhmdwnuﬁh
1 ?nhﬂuhﬁlhmmIoﬂl)ﬁbud(iummkhmmmnmqm

Muark with a cross the IP:L
‘ Fill In if the information benrquﬂhlnd:l‘ﬂnmlboﬂhchtm“u

Parm DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001

e —
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffman — La Roche AG

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

340 Kingsland Street

Nutley, NJ 07110-1198, USA

RECIBO EN EL CASO DE UN
DEPOSITO ORIGINAL, emitido
conforme a la Regla 7.1 por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA
INTERNACIONAL, identificada al
final de esta pégina

1. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencla de [fdentificacién dada por el
DEPOSITANTE:
hu-Mab<hOx40L>LC.033

IIl. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

Na@mero de Acceso dado por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
DSM ACC2080

( ) una descripcidn clantifica
( ) una designacidn taxondmica propuesta
(marque con una X s/ es aplicable)

| E] microorganismo identificado bajo 1, anterior estaba acompanado par.

ill. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Depositana Imlemadional acepts sl microorgamsmo identificado bajo 1, anterior, que fue
recibido por esta ol 2004-08-02 (fecha del depésito original)’.

IV. RECIBO Y SOUCITUD DE CONVERSION

Autoridad Depositaria Internacional el

Tratado de Budapest fue recibida por asta el

"El microorganismo identificado bajo | anterior fue recibido por esta

{Fecha de depdsito criginal)

y una solicitud de convertir el deposito original a un depdsito bajo el

(Fecha de solicitud de conversion)

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND
ZELLUKULTUREN GmbH

Direccidn: Mascheroder Wepg 1b

D-38124 Braunschweig

Firme{s) de la(s) parsona(s) que tienan &l poder de
representar & la  Autoridad Depositaria
Internacional o de funclonario{s) autorizados{s):

(firma ilegible)
Fecha: 2004-10-05

" Cuando aplica la regia 8.4{d), tal facha ea la fecha en la cual ol estado de ja autoridad depositaria

Internacional fue adquirido.

Fomulsrio DEMZ-BP-4 (una pégina) 1272001

‘A
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL
DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS CON PROPOSITOS DE
PROCEDIMIENTO DE PATENTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

Roche Diagnostics GmbH -~
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffman — La Roche AG DECLARACION DE VIABILIDAD

emitida conforme a la Regla 10.2
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel por la AUTORIDAD DEFOSITARIA

Hoffman — La Roche Inc, INTERNACIONAL, identificada sl
340 Kingsland Street final de esta pagina

Nutley, NJ 07110-1199, USA

I. DEPOSITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 1668, D-68305 Mannheim Nimero de acceso dado por la AUTORIDAD

DEPOSITARIA INTERNACIONAL:

Direccién: F. Hoffman ~ La Roche AG

124 Grenzacherstr,, CH-4070 Basel D8M ACC2688
Hoffman —La Reche inc. Fecha del depésito o la transferencia’;
340 Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1188, USA 2004-00-02
[ 1. DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabllidad del microorganismo identificado bajo Il anterior fue probada &  2004-08-06 -.
(X)® visble
( P noviable mis

V. CONDICIONES BAJO LAS CUALES S8E REALIZO LA PRUEBA DE VIABILIDAD"

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

 Nombre: D8MZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON | Finma(s) de la(s) persona(s) que tienen el poder de
MIKROORGANISMEN UND representar a la Autoridad Depositara
ZELLUKULTUREN Gmbi intemacional o de funcionario{s) autorizados(s):
Direcclén: Mascherodsr Weg 1b (firma ilegible)
D-38124 Braunschweig Fecha: 2004-10-05
! Indicar la fecha del depdcTIJo original, o cuando &e ha hecho una nuevo depési'tn o tansferencia,
la fecha relevante méas reciente (facha del nuevo depdsito o fecha de la transferencia).
2 En los casos referidos en la Regla 10.2{e) (i) y (W), referirse a la prueba de vieblided més
reclente.

Margue con una equis la casilla aplicable
Liene si la informacién ha sido requerida y si los resultados de la prusba fueron negativos

FORMULARIO DEMZ-BP/S (una pégina) 12/2001




BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNIION OF THE BEPOSIT OF MICROORGANISMS DS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE =

Daulache wm von
z-nun-n' GmbH
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffimann-La Roche AG Eﬂm IN TI-E 'csts%?; A& ;mamu.nmm
124 Grenzacherstr., CH-4070 Basel _ mﬂ“ﬁ_k‘ﬂﬂlmﬁ“ " m“m' ”AU'“O"' Y
Hoffmann-La Roche Inc.
340, Kingsland Street
Nutley, NJ 07110-1199, USA
1. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM
Identification referencs given by the DEPOSITOR: Accession punber given by the
DSM ACC2689

. SCIENTIFIC DESCRIFTION ANDVOR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

Thnﬁmnhlihﬁﬁdunh'l.m'!lmplddlm

( ) asolentifio description
( ) nproposed axonomic dmignation
(Mavrk with 3 cyom whare applicabls).

L RECHIPT AND ACCHPTANCE

This lnternations) Authority acoepts the microoganiam identified under 1. above, which was received by it on 2004-09-02
(Dato of the original deposit}’.

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganizm identified nader | shove was received by this Intemational Depositary Autberity on (datn of original deposit)
guwmumm-wmmnmmhwmmmﬁmwnu (datp of receipt of roquest

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Signaturo(s) of person(s) having the power 1o represent the
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Mwchdmm

e & bl

Dz 2004-10-05

! Whoro Rule 6.4 (4) sppliss, such dats is the dato on which the stains of internatioasl depoyitary suthority was soquired.
Porm DSMZ-BPM (sale page) 1272001




) "‘V
BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL ]
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS “Z

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

Deuhcho Sammiung von
Mikroorganiamen und
Zallkulturen GmbH < i>
INTERNATIONAL FORM
Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
F. Hoffmann-La Roche AG
VIABILITY STATEMENT

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

340, Kingsland Street

Nutley, NJ07110-1199, USA

isgued pursuant to Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

L DEPOSITOR

II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Str. 116, D-68305 Mannheim
Address:  F_Hoffmann-La Roche AG

124 Grenzacherstr,, CH-4070 Base!

Name:

Accession number given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

DSM ACC2689

|On that date, the said microorganism was

(x) viable

{ ) nolonger viable

Hoffimann-La Roche Inc. Date of the depogit or the transfer':
340, Kingaland Street
Nutley, NJ 071101199, USA 2004-09-02
I VIABILITY STATEMENT
The viability of the microorganism identified under I above was tested on 2004-09-06 L

|rv. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED*

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Address:  Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

Signatu; f person(s) having the power to represent the
h&llﬁm?l?)qmnm;) Aumty:r of luthorged O-flﬁclll(l)

. hj.g:'é:

Date: 2004-10-05

! Indicate the date of original deposit or, where 8 new deposit or a transfer has been mads, the most recent relevant date (date of the new deposit or date

of the transfer).

1 In the cases referred to in Rule lo 2(:) (if) and (i), refer to the most recent viability test.

3 erkwhumuﬂtenp;"
4 Fill in if the information

Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001

been requemd and if the results of the test wore negative.

A—



5 TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES @

PCT .
REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
- (Capftulo Il del Tratado de Cooperacidn de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
-
- Registro de referencia del
solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/16
22672 WO-SR
Solidtud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dfa/mes/afio) (dia/mes/afio)
| PCT/EP2005/009968 16.09.2005 17092004
Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
INV. C07K16/46
Solicitante

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG et al.

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

2. Este REPORTE consta de un total de 18 hojas, incluyendo esta cardtula.
3.  Este reporte también es acompafiado por ANEXOS, que comprenden:
a. [ (enviado al solicitante y a la Oficina Internacional) un total de hojas, como sigue:

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

[0 hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va miés alli de la revelacién en la solicitud internacional como se
presentd, como se indic en el {tem 4 de la Casilla No. | y la Casilla Suplementaria.

b. [ (enviedo dmicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y nimero de medio(s)

@ electrénico(s)) » que contienen un listado de secuencias y/o tablas con ello,
dnicamente en una forma legible en computador, como se indicd en la Casilla Suplementaria

Relacionada con el Listado de Secuencias (ver Seccidn 802 de las Instrucciones Administrativas).

4. Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes {tems:

X CasillaNo.1 Bases del Reporte
CasillaNo.ll  Prioridad

O
X Casilla No. I .phgghlmmmm de opmién respecto a novedad, nivel inventivo y
CasillaNo.IV  Falta de unidad de invmudn
Casill \ Afi ién ] Articulo 35
E silla No. v ::n nive | tlvo [ -pnaﬁﬁ‘&.‘?“ e gthuonum my l:clc:lunesl que
su!

[ CasillaNo.VI  Ciertos documentos citados

[J CasillaNo. VIl Ciertos defectos en la solicitud internacional
[[] CasillaNo. VI Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacion de la demanda Fecha de terminacién de este reparte
23.032006 20.10.2006

Nombre y direccién de correo de 1a Autoridad de Funcionario autorizado

Eiropeah pricot Office

Tel. +4998 8%?3“;!9‘ -0': 523656 epmu d Celler, Jaoib

Fax: +49 89 23994465 Teléfono No. +49 89 2395-

Forma PCT/IPEA/MD? (portada) (Abril 2005)
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Solicitud internacional No.
REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PCT/EP2005/009968
PATENTABILIDAD

Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se basé en

[X] 1a solicitud internacional en el idioma en el cual fue presentada

D una traduccién de la solicitud internacional en, el idioma, el cual es el idioma de una traduccién
suministrada para los propdsitos de:

[] btisqueda internacional (segtin la Regla 12.3(a) y 23.1 (b).
[] publicacién de la solicitud internacional (segyin la Regla 12.4(a))
EI examen preliminar internacional (segtin las Reglas 55.2(a) y/o 55.3(a))

2. Respecto a los elementos de la solicitud internacional, este reporte se basa en (Péginas de remplazo que han
sido suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estén referenciados
en este reporte como “presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte):

Descripcién, Piginas
1-68 como se presentaron originalmente

Listado de Secuencias parte de la descripcién, Péginas
1-50 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, Ntimeros

1-46 COmMo se presentaron originalmente

Dibujos, Hojas
1/10-10/10 como se presentaron originalmente

{3 ia secuencia numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria a la Secuencia Numerada

3. [J Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[ 1a descripcidn, péginas

] 1as reivindicaciones, Nos.

[] tos dibujos, hojas/figuras

[] iistado de secuencia (especificar)

O cualquier tabla(s) relacionadascon la serie de listados {(especificar)

4.[] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta
indicado en la casilla suplementaria (regla 70.2(c))..

[ 1a descripcién, péginas

] 1as reivindicaciones, Nos.

[] 1osdibujos, hojas/figuras

[] secuencia que enumera (especificar)

. algunas tabla(s) relatando secuencia numerada (especificar)

*si ¢l Item 4 aplica, alpunas o todas aquellas hojss pueden ser marcadas “reemplazadas”

Forra PCT/IPEA/409 (Abril 2005)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Soliditud internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/EP2005/009968

Casilla No. IIl. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

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

[] toda 1a solicitud internacional
E las reivindicaciones Nos. 35(LA)
porque:

dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 35 se relacionan con la siguiente materia
objeto las cuales no requieren examen preliminar internacional (especificar):
ver hoja separada
D la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacidn) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinidn significativa (especifique):

I:l las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estin sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opinién significativa.

I:l no se ha establecido un reporte de bisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.

D no pudo establecerse una opinién significativa sin el listado de secuencia, el solicitante, dentro del
limite de tiempo prescrito, no:

E] suministrd un listado de secuencias en papel para cumplir con el estindar para ello provisto
en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y dicho listado no estuvo disponible para
la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

D suministrd un listado de secuencias en formato electrénico para cumplir en el estindar para
ello provisto en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo
disponible para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera
aceptable para ésta.

D pagod la tarifa de suministro tard{o para el suminisiro de un listado de secuencia en respuesta
a una invitacién de acuerdo con las Reglas 13ter.1(a) o (b) y 13ter.2.

D no pudo establecerse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con los listados de
secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suministrd dichas tablas en
formato electrénico para cumplir con los requisitos técnicos para ello provistos en el Anexo C-bis
de las Instrucciones Administrativas y dichas tablas no estuvieron disponibles para la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

D las tablas que se relacionan con el listado de secuencias de aminoécidos y/o nucleétidos, si estdn
solamente en formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos para ello provistos en el
Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

D Ver hoja separada para detalles adicionales

Forma PCT/IPEA/409 (Abri] 2005)



Solicitud internacional No.
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL PCT/EP2005/009968
SOBRE PATENTABILIDAD

Casilla No. 1V Falta de unidad de invenclén

1. E En respuesta a la invitacién para restringir o pagar derechos adicionales el solicitante ha dentro
del limite de tiempo aplicable:

El restringido las reivindicaciones.
|:| pagado derechos adicionales.
& pagado derechos adicionales bajo protesta y, donde aplican los derechos de protesta.

D pagado derechos adicionales bajo protesta pero la aplicacién de los derechos para protesta
no se pagd.
D ni restringido ni pagado derechos adicionales.

2. D Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencidn no se ha cumplido y escogié, de
conformidad con la Regla 68.1, no invitar al solicitante para que restrinja o pague derechos
adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1, 132 y
133 es

D se ha cumplido.
E no se ha cumplido por las siguientes razones:
ver hoja separada

4. Por consiguiente, este reporte se ha establecido con respecto a las siguientes partes de la solicitud
internacional:

Todas lag partes.
D Las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos.

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventiva o
aplicabilidad Industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmaciém

1. Afirmacién
Novedad (N) Sf: Reivindicaciones 1-14, 19, 24-31, 4046
No: Reivindicaciones 15-18, 20-23, 32-39
Nivel inventivo (IS) Sf; Reivindicaciones 9

No: Reivindicaciones 1-8, 10-46

Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-34, 36-46
No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7):

ver hoja separada
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Casilla Suplementaria relaclonada con el Listado de Secuencias

Continuacién de la Casilla I, ftem 2:

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminodcida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencidn reivindicada, esta opinién se ha establecido segun:

a. tipo de material:

E un listado de secuencia
O tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

@ b. formato de material:

K en papel
E en formato electrdnico

c. tiempo de presentacién/suministro:

[X) contenido en la solicitud internacional segtin se registré
[X) registrada junto con la solicitud internacional en formato electrénico

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para propdsitos de blisqueda y/o evaluacién.
[] recibido por esta Autoridad como una recomendacién* en

2. [[] Ademis, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla(s)
relacionada(s) con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la

informacién en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin
se presentd o no va més alld de la solicitud seglin se registr6, seglin lo apropiado, fueron
suministradas.

@

3. Comentarios adicionales:

* 5i el ftem 4 en la casilla No. I aplica, el listado y/o tablas relacionadas con ello. que forman parte de la base del
soporte, puede ser marcada “reemplazada”
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No establecimiento de opinién con respecto a la navedad, nivel inventivo y aplicabllidad Industrial

La reivindicacién 35 se relaclona con la materla objeto considerada por esta Autoridad como cubierta por las
provisiones de la Regla 87.1(iv) PCT. En consecuencia, no se formularé opinién con respecto a la aplicabllidad
industrial de la materia objeto de estas reivindicaclones (Articulo 34(4)a)(l) PCT).

Para la evaluacién de la presente relvindicacion 35 acerca de la pregunta si son aplicables industrialmente, no
axiste un criterio unificado en 10s Estados Contratantes de PCT. La patentabilidad también puede depender de
la fomulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industriaiments aplicable la
materia objeto de las reivindicaclones para el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden
permitir, sin embargo, reivindicaclones a un compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y el
usa de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

Re item IV
Falta de unidad de Invencidén

La presente solicitud de patente intemacional contlene 1-48 reivindicaciones.
Entre ese conjunto de relvindicaclones hay 8 relvindicaciones independientes, encabezando los grupos de las
sigulentes materias objeto.

1. Reivindicaciones 1-14, 16-21 (parcialmente), 25-39 (parciaimente), que estén todas caracterizadas por
la materia objeto comun de las relvindicaciones 1, p.e., un anticuerpo caracterizado en que se enlaza a OX40L,
contiena una parte de Fc derivada de crigen humano y no se enlaza al factor de complemnento Clq.

2. Reivindicaciones 15, 16-21 (parcialmente), 25-39 (parciaimente), que estén todas caracterizadas por la
materia objeto comuin de la reivindicacién 15, p.e., un anticuerpo caracterizado porque dicho anticuerpo se
enlaza a OX40L, y comprende una combinacion de regidn varlable seleccionada independientemente de los
grupos de secuencias de regiones variables
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proporcionadas en Ia lista bejo los puntos a-1, que relacionan las SEQ ID NOS: 1-12, 18-20

3. Relvindicaclones 22, 23, 25-39 (parclaimente), que estdn todas caracterizadas por la materia objeto
comun de la relvindicacién 22, p.s., un anticuerpo que se enlaza a Ox46L, gque comprenda una cadena ligera
variable y una cadena pesada variable, caracterizado porque la cadena pesada variable comprende CDR3
seleccionado de una lista de SEQ ID NOS: 33-38 y/o la cadena ligera variable comprende CDR3 selecclonado
de SEQ ID NOS: 51-57

4, Reivindicaciones 24-25-35 (parclalments), 39 (parciaimente) que estdn todas caracterizadas por la
materia objeto comiin de la reivindicacién 24, p.e., un anticuerpo que se produce mediants una linea celular
seleccionada del grupo proporcionado en la reivindicacion.

De acuerdo con la descripcién, pagina 24, Iineas 21-24, dichas lineas celulares producen anticuerpos
que son Gtlles como intermediarios para la generaclén de anticuerpos caracterizados por que no se
enlazen al factor de complemento C1q y/o no se enlaza al receptor gama Fc humano. A la luz de la
descripcion, como se clté anteriorments, es obvio que los anticuerpos como estén definkios en el grupo
de reivindicaciones encabezadas por la reivindicacidn 24 no estan per se caracterizados por no enlazar
en factor de complemento C1q.

5. La relvindicacion 40 esta dirigida a un método para modificar la secuencla de amino écido inicial de una
CDR de cadena pesada de anticuerpo base caracterizada por la SEQ ID NOS: 21-38 y/o una CDR de cadena
ligara de anticuerpo base caracterizada por la SEQ ID NOS: 39-57, mediante la modificacién de la secuencla
de écido nucieico codificadora con el fin de modificar 1 amino écido en la CDR de cadena pesada, 1-2 amino
écidos en la CDR2 de cadena pesada, 1-2 amino écidos en la CDR3 de cadena pesada, 1-3 amino écidos en la
CDR1 de cadena ligera, 1-3 amino acidos en la CDR2 de cadena ligera, y/o 1-3 amino Acldos en ia CDR3 de
cadena ligera, expresando dichas secuencias modificadas en una estructura de anticuerpa, y midiendo &l dicho
anticuerpo se enlaza a 0X40L con un valor dado de KD.

8. Las reivindicaciones 41, 42, que estan caracterizadas por Ia materia objeto comdn de la relvindicacién
42, p.e., un anticuerpo que se enlaza a OX40L, es de clase IgG1 humano y comprende la cadena pesada
gama de SEQ ID NOS: 58, 62 o 66.

7. Las reivindicaciones 43, 44, que estin caracterizadas por la materia objeto comtn de la reivindicacién
43, p.e., un anticuerpo que se enlaza a
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OX40L, es de class IgG1 humano y contiene la mutacion L234A/L235A y comprende como cadena pesada
gama la SEQ ID NOS: 59, 63 0 67.

8. Las reivindicaciones 45, 46, que estan caracterizadas por la materia objeto com(in de la reivindicacién
45, p.e., un anticuerpo que se enlaza a OX40L, es de clase IgG4 humano y contiene la mutacion S228P y
comprende como cadena pesada gama las SEC ID NOS: 60, 64 o 68.

Se nola que los grupos de materias objeto identificadas bajo los puntos 2, 3, 5-8 anteriores, que
relacionan las SEQ ID NOS, no tienen ninguna SEQ ID NOS en comin, por o ianto dichas SEQ ID
NOS no representan ninguna caracteristica tdcnica comun entre dichos grupos de materias objeto.

Més aln, de acuerdo con la presente descripcion, pagina 15, el enface del anticuerpo a C1q es
causado por los sitios de enlace definidos en |a parte de Fc. Tales sitios de enlace son conockios en el
estado de la técnica (lineas 2-5). Los anticuerpos de las sub-clases IgG1, IgG2 e IgG3 usualmente
muestran enlace a C1q, mientras que IgG4 no se enlaza a IgG4 (Iineas 12-14). La expresion “parte de
Fe derlvada de origen humano y no se enlaza al Ciq de complemento” denota que la parte de Fc que es
una parte de Fc de anticuerpo humano de la subclase IgG4 o parte de Fc de otras subclases, que es
modificado de tal modo que no se enlaza a C1q {lineas 15-18). Las méas preferidas son las parles de
Fc que comprenden las regiones constantes de cadena pesada con mutaciones L234A y L235A (lineas
24-27).

A la luz de la informacién anterior proporcionada por la presente descripcion, la caractaristica técnica de las
reivindicaclones 1, que caracteriza el grupo de materias objeto definidas bajo el punto 1, anterlor: “contiene una
parta de Fc derivada de origen humano y no se eniaza al factor de complemento C1q", representa una
caracteristica técnica que es squivalente a la caracteristica técnica del grupo de materias objeto definidas pajo
ol punio 8 anterior: “Es de clase IgG4 humana™ y a ia caracteristica técnica del grupo de materias objelo
definidas bajo el punto 7 anterior: “es de clase IgG1 humana y contiene la mutacion L234A/L235A". Ninguno
de los grupos restantes de las materias objeto definidas bajo ios puntos 2-8 anteriores, estd caracterizado por
ninguna de estas tres caracteristicas ¢ cuaiquiera equivalente a asta.

En consacuencia, solo hay una caracteristica técnica en comin para todas las relvindicaciones: "un anticuerpo
caracterizado en que se enlaza a OX40L".
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El documento de la técnica previa Nohara et al., 2001, revela anticuerpo anti-OX40L monocional y el uso de
este para bloquesr la Interacclon de dicho ligando con el receptor cognado como una herramienta en el alivio
de enfermedad autolnmune experimental (Resumen).

En vista de esa revelacién de la tdcnica precia, el problema técnico objetivo que subyace la presante Invencién
puede ser formulado como la provision de anticuerpos anti-OX40L adiclonales y métodos adiclonales para
generar dichoe anticuerpos adiclonales. Las presentes relvindicaciones estan dirigidas a un nimero de tales
anticuerpos y métodos adiclonales.

Como se discutld anteriormente, la C(nica caracteristica técnica comin compartida por todas las
relvindicaciones en un anticuerpo anti-OX40L. Sin embargo, en vista de la técnica previa anterior, dicho
anticuerpo no representa una contribucldn sobre |a técnica previa, porque tal anticuerpo no a8 nuava.

En consecuencia, las materias objeto de las presentas relvindicaclones fueron subdivididas en el estado de la
basqueda en grupos Independientes teniendo en cuenta rasgos técnicos adicionales que caracterizan tales
anticuerpas, cuyas caracteristicas cumplen el requerimiento de la Regla 13.2 PCT, p.e., son comunes para
todas las materias objeto de cada subgrupo y de antemano representan la contribucién hecha sobre la téenica
previa.

Las materias objeto 1, 7 y 8 anteriores, comparten la caracteristica tcnica de la reivindicacion 1: “contiene una
parie de Fc derivada de origen humano y no se anlaza al factor de complemento C1q", porque, esa caracteriza
en ol objeto 7 y 8 estA reflejada por rasgos técnicos equivalentes en la forma de mutaciones especificas, como
se disculid anteriormente. En consecuencia, las materies objeto 1, 7 y 8 forman un grupo de invenciones que
tienen dicha caracteristica técnica en comdn.

Las materias objeto 2, 3, 5 y 6 estén caracterizadas por SEQ ID NOS, sin embargo, dichas SEQ ID NOS no se
superponen entre dichas materias objeto, por lo tanto, cada materia objeto no tiene ninguna caracteristica
técnica especifica con las otras materias objeto en comdn. Por lo tanto, hay una falta de “caracteristica técnica
aspecial” comin y dichas materlas objeto no son unitarlas. La materia objeto del punto 4 tampoco comparte
ninguna caracteristica técnica especifica con el resto de las materias objeto y también representa una materia
objeto no unitaria, separada.

Como el solicitante pagé honorarios de basqueda adicionales, el Reporte de
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Bisqueda Intemnacional y la presente opinidn escrita se relacionadas con las 6 Invenciones como se
Identificaron anteriormente, en donde las materias objeto que forman e grupo de invenciones mencionado
primero en las reivindicaciones, p.e., materias objeto definidas bajo los puntos 1, 7 y 8 anteriores.

Re Kem V
Declaraclén Razonada con respecto a la novedad, nivel Inventivo o aplicabilidad Industrial; citaclones o

explicaciones que soportan dicha declaracién

La presente solicitud de patente Internacional se relaclona con un anticuerpo caracterizado en que se enlaza a
OX40L, contiene una parte de Fc derivada de arigen humano y no se enlaza al factor de complemento C1q, un
anticuerpo caracterizado porque dicho anticuerpo se enlaza a OX401., y comprende una combinacién de region
variable seleccionada independientemente de los grupos de secuencias de regiones variables proporcionadas
en la lista bajo los puntos a-1, que relacionan las SEQ ID NOS: 1-12, 16-20, un anticuerpo que se enlaza a
0X40L, que comprende una cadena ligera varlable y una cadena pesada variable, camacterizado porque la
cadena pesada variable comprende CDR3 selecclonado de una lista de SEQ 1D NOS: 33-38 y/o la cadena
ligera variable comprende CDR3 seleccionado de SEQ ID NOS: 51-57, un anticuerpo que 8a produce mediante
una linea celular selecclonada del grupo proporclonado en la reivindicacién 23, un método para modificar [a
secuencia de amino Acido inicial de una CDR de cadena pesada de anticuerpo base caracterizada por la SEQ
ID NOS: 21-38 y/o una CDR de cadena ligera de antlcuerpo base caracterizada por la SEQ ID NOS: 38-57,
mediante la modificacién de la secuencla de écido nuclelco codificadora con el fin de modificar 1 amino écldo
on la CDR de cadena pesada, 1-2 amino écidos en la CDR2 de cadena pesada, 1-2 amino écidos en la CDR3
de cadena pesada, 1-3 amino acldos en la CDR1 de cadena ligera, 1-3 amino écidos en la CDR2 de cadena
ligera, yfo 1-3 amino &cidos en la COR3 de cadena ligera, expresando dichas secuencias modificadas en una
estructura de anticuerpo, y midiendo si dicho anticuerpo se enlaza a OX40L con un valor dado de KD, asl
como, un anticuerpo que se enlaza a OX40L, es de ciase IgG1 humano y comprende la cadena pesada gama
de SEG ID NOS: 58, 62 o 66, un anticuerpo que se enlaza a 0X40L, es de clase IgG1 humano y contiens la
mutacion L234A/L235A y comprende como cadena pesada gama las SEC ID NOS: 58, 63 o 67 y un anticuerpo
que se anlaza a 0X40L, es de clase IgG4 humano y contlene la mutacidn S228P y comprends como cadena
pesada gama las SEC ID NOS: 60, 64 o 68.
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Las numerosas materias objeto de las reivindicacionas no forman el grupo unitario de invenciones an el sentido
de la regla 13 PCT (pam detalles ver punto Re Itemn IV, anterior y el razonamiento para la faita de unidad unida
al ISR)

Invencién |
Reivindicaciones 1-14, 16-21 (parclaimente), 25-39 (parciaiments), 43-46.

En vista del hecho que la Invencién mencionada primerc en las relvindicaciones esth caracterizadss por la
caracteristica técnica de la reivindicacién 1: "contiens una parte de F¢ derivada de origen humano y no se
eniaza al factor de complemento C1q°, o Ias caracteristicas técnicas equivalentes de las reivindicaciones 43 y
45, se tiene en consideracion el documento de la técnica previe WOB958572.

Dicho documento revela una molécula de polipéptido que contiene un dominio de enlace capaz de enlezarse a
una malécula objetivo, y un dominlo efector que tiene una secuencia de amino écido basada en la cadena
pesada de la inmunogiobulina humana, caracterizada en que la molécula de enlace es capaz de enlazarse a
una molécula objetivo sin desencadenar una lisis dependiente de complemento significativa, o destruccién
mediada por células el objetivo (pégina 7, lineas 15-24). Mas aun, en la pégina 8, lineas 10-13, se declara que
la inhabilidad de desencadenar una lisis de complemento significativa es el resuitado de la afinidad reducida
para la molécula C1q.

Las modificaciones especificas en la cadena pesada de Inmuncglobulina humana que produce dicha
disminucién en la lisis de complemento estan reveladas, inter alia, en la pagina 10, e inciuysn una sustitucion
del amino écidos en la posicion 235 a alenina. Dicha sustitucion por alanina esté en la mismos posicion que la
sustitucion por alanina de la presente reivindicacién 43.

En las paginas 17-24 se proveen ejemplos de enfarmedades en donde se usa la molécula de esa revelacion,
que se enlaza a moléculas objetivo, pero no activa el complemento {(ver comentario en la pagina 24, lineas 1-
24).

Varlas inmunoglobulinas mutantes basadas en IgG1, IgG2 o IgG4 estan reveladas y se demostrd que tienen las
propiedades deseadas (pagina 10, lineas 29-31).

Ejemplos especificos de las moléculas de esa Invencion se proveen como serie de anticuerpos CAPATH-1
(pAgina 44, ff). En las paginas 4-7 se provee la consideracién general de porqué las propledades mediadas por
Fe, tales como activacién de complemento es inapropiada en situaciones ciinicas que Involucran el tratamiento
con anticuerpo.

La diferencla entra los contenidoe de esa ravelacién y las materias objeto de
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las reivindicaciones independientes presentes 1, 43 y 45, en el sentido mas general, es al haecho que dicha
revelacion de la tdcnica previa no revela directamenta a la molécula de enlace a OX40L.

En consecuencla, 8l problema técnico objetivo a la luz de esa revelacién podria ser formulada como la
provisién de moléculas adicionales que comprenden un dominio de enlace objetivo y dominio derivado de la
cadena pesada de inmunoglobulina humana, que se caracteriza en que no activa el complemento debido al
enlace disminuido de C1q, para uso ciinico y los métodos para generar las mismas.

El potenclal del uso clinico de anticuerpos monocionales de ligando ant-OX40L. es conocido en la técnica
previa, tal como Ia revelacién de Nohara et al. (2001). Ademés, en la presente descripcién se reconoce en las
paginas 1-2 que estaba documentado en numerosas revelaciones gue dichos anticuerpos anti-OX40L tienen
aplicaciones clinicas potanclaimente importantes.

Por lo tanto, en vista de la revelacion de WO9858572 en combinacién con el hecho que los anticuerpos
monocionales anti-OX40L estaban contemplados en la técnica previa para una varleded de aplicaciones
clinicas (p.e., Nohara et al), se llegaria a los anticuerpos caracterizados por las caracter(sticas técnicas de las
relvindicaciones 1-4, 7, 11-13, 19 sin aporte inventivo, que hace a dichas relvindicaciones no inventivag (Art.
33.3 PCT).

Mas atn, la revelacion de la técnica previa por Hezare et al., 2001, ensefia que hay mutacionas adiclonales en
la regidn Fc de anticuerpos que conducen a la eliminacién del enlace de C1q y la activacién del complemento
(Resumen). Dichas mutaciones son: K322A, L234A/L235A. Aunque ia Gitima revelacién se relaclona con
anticuerpos anti-VIH-1 solamente, an visia de la ensefianza extensiva de WOB858572 con respecio a la
Importancia de obtener anticuerpos con propiedadae modificedas, el experio que trabaje en el campo de la
provisién de anticuerpos para uso clinico con activacién de complemento eliminada, estarla conciente de dicha
revelacién y verla la aplicabilidad general de dichas mutaciones para la provisién de anticuerpos adicionales
para uso clinico. En vista de la informacién anterior de la técnica previa, las mutaciones especificas de las
reivindicaciones 7, 8, 10-13, 43-44 no representan una contribucién sobre la técnica previa (Art. 33.3 PCT).

Con respecto a los msgos técnicos de las reivindicaciones 5, 6, 14, 16-21, 28-39, 43-48, que estin

rapresentados, por ejemplo, por valores KD, valores IC50 especificos o SEQ ID NOS especificas, de regiones
variables 0 reglones constantes, u otra caracteristica técnica obvia o usos, la sigulente observacién aplica.
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Dichas caracteristicas técnicas especificas de esas relvindicaciones podrian hacer que la materia objeto para la
cual se busca proteccién sea inventiva solamente sl se demostrara que dichas caracteristicas producen
conveniencia inesperadaments aumentada de los anticuerpos para uso clinico especifico o cualqulier otro
afecto Inesperadamente ventajoso.

La revelacion de la presente solicitud no provee ningin ejemplo de conveniencia inesperada de dichos
anticuerpos para uso clinico. Los ejemplos 1-23 documentan la habilidad de los anticuerpos para enlazarse a
OX40L y bloguesr la interaccién de OX40L con el receptor cognado de una manera especifica, que a su vez
influencia la activacion de céiula T, asi como la habilidad disminuida de enlazerse a C1q y activas al sistema de
complamanto. Estos ejemplos representan una cantidad sustancial de trabajo experimental. Sin embargo,
aata cantidad sustancial de trabajo no parece tener carga indebkia representada porque, el experto gstaba
enfrentado a una expectativa razonable de éxito en el comienzo, basado en la Informacién de la técnica previa,
como se discutié antorlormente.

El trabajo experimental fue solamente de naturaleza rutinarla y no produce ningin efecto inesperado. En
consecuencia, no se puede reconocer la presencla de nivel inventivo en las reivindicaciones 5, 6, 14-18, 20-23,
43-48 basado en la informacién proporcionads en la solicitud (Art. 33.3 PCT).

Adicionalmente, el documento de la técnica previa WO8504588 revela moléculas quiméricas compuestas de
dominio de enlace a anticuerpo originado de roedor especifico para un objetivo, y una cadena pesada de
inmunoglobulina que tiene la secuenclia modificada con el fin de tener una funcién efectora particular (pagina
11, lineas 19-25). En donde dicha funcitn efectora particular estaréd presente en un grado mayor © menor, que
siempre as mds apropiado para una utilidad particular de dicha molécula quimérica (pagina 12, Iineas 10-13).
Un elemplo especifico es la Introduccién de mutaciones especificas en la cadena pesads gama 1 del
anticuerpo antl-CDw52 (pégina 18, lineas 22-25). Otro ejemplo es la molécula especifica para OX40L (pagina
32-33, ralvindicacionas 1 y 10).

En vista de las dos revelaciones anteriores de la técnica previa WO8504588 y W08858572, el concepio de un
anticuerpo que se enlaza a OX40L y contiene parte de Fc derlvada de origen humano y no se enlaza al factor
de complemento C1q, no representa una contribuclén sobre la técnica previa. Ademaés, la caracteristica
técnica equivalente de la reivindicacion 43, p.e., la sustilucién por alanina en la posiion 235 tampoco
representa una contribucién sobre la técnica previa.
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En vista del anélisis anterior, se vuelve obvio que la reivindicacion 1 no es inventiva (At 33.3). La

relvindicacion Independiente 43 también carece de la presencia de nivel inventivo. Por lo tanto, el concepto
comun de las relvindicaciones 1, 43 y 45, que fue una visién anterior en la provisidn de anticuerpos ant-OX40L
caracterizados por activacidn de complemento disminulda, no representa una contribucién sobre la técnica
pravia. Las caractaristicas técnicas que subyacen dicho concepto comin, p.e., “parte de Fc derivado de origen
humano vy no se enlaza al factor da complemento Cq1” o "que s de clase IgG1 que contiene la mutacion
L234A/L235A" no san nuevas o inventivas, respectivaments. En consecuencia, el grupo de materias objeto
identificades bajo los puntos 1, 7 y 8, que fue anteriomente conskierado como unitario (ver Re lem IV y el
razonamiento para la objecién de falta de unided proporcionada con el ISR) no representa una contribucion
sobre |a técnica previa. En consecuencia, hay una falta de “caracieristica técnica especial” en el sentido de la
Regla 13.2 PCT. Las materias objeto Identificadas bajo los puntios 1, 7 y 8, constituyen un grupo de soluciones
slternativas al problema técnico objetivo de la provisidn de anticuerpos adiclonalss caracterizados por
funciones efectoras cambladas, como se definid anterlormente.

Como se discutié extansamente antes, no es obvio al presente cual de las numerosas materias objeto de los
puntos anteriores, si la hay, estd asociada con un efecto técnico especial que harfa a su vaz dicha materia
objeto inventiva. En consecuencia, Ia lista exhaustiva de Invenciones separadas no 88 provee con esta
comunlcacion.

Serla factible establecer tal lista de materias objeto, solaments, si la contribuclén Inventiva de cualquler
elemento de la solicltud llegara a ser rmzonablemente establecido.

Ademas, el examan preliminar detallado, posterior, de materias objeto no unitarias adiclionales, de la solicitud
axcede el marco de esia opinién escrita bajo el Capltulo | del PCT. Tal examen preliminer edicional podria ser
obtenido por el solicitants, sin embargo, bajo las provisiones del Capitulo Il de! PCT, si el solicitants lo desea y
paga los honorarios de examen preliminar adicional.

Invenci
Reivindicaclones 15, 18-21 {parciaiments), 25-39 (parciaiments)
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La reivindicacién 15 esté dirigiia a un anticuerpo caracterizado porque dicho anticuerpo se enlaza a OX40L, y
que dicho anticuerpo comprende una combinacién de regién variable selecclonada Independientsmente de los
grupos de secuenclas de regiones variables proporcionadas en la lista bajo los puntos a) a 1), como secuencias
de amino acido de SEQ ID NOS dadas.

Se nota que ninguno de los documentos citados de la técnica previa revela de una foma explicha las
combinaciones de secuenclas proporcionadas bajo los puntos s) a |) de la reivindicacién 15. Sin embargo,
Nohara st al, 2001, revela anticuerpos monocionales anti-OX40L. Toisuka et al, 2003, también revela
anticuerpos antFOX40L, Ademas, Sataka &t al, 2000, revela anticuerpos anti-OX40L.

Es una materia de reconocimiento bésico al experto que |a especificidad del anticuerpo esté determinada por la
secuencia de amino écldo de las regiones variables. Como numerosos ejemplos de anticuerpos especificos
para OX40L estén descritos en la técnica previa sin revelar explicitamente la secuencla de amino écido de la
regién variable, no es posible para el examinador dar la respuesta a la pregunta sl los anticuerpos de la técnica
previa estadn caracterizados por las secuencias de region variable de la relvindicacién 15 en la ausencia de
informacién adiclonal. En consecuencia, la novedad de la reivindicaciéon 15 no puede ser reconocida en este
momento. Es responsablliidad del solicitante definir la materia objeto para la cual se busca proteccion en
términos de caracteristicas técnicas, de forma que se distinga la materia objeto de las reivindicaciones de
cuaiquler materia objeto de la técnica previa {Art. 33.2 en combinacién con el Art. 8 PCT). En el presente caso,
la carga para demostrar que los anticuerpos de la reivindicacién 15 son virajes nuevos para el solicitants.
Mientras no se proporcione eviiencia positiva para mostrar que ninguno de los anticuerpos ant-OX40L de la
técnica previa cae dentro de el alcance de la relvindicacidn 15, no se puede reconocer la novedad. El resto de
relvindicaclones de esta grupo de materias objeto define realizaclones obvias adiclonales, por lo tanto, no se
puede encontrar contribucién Inventiva entre dichas relvindicaciones (Art. 33.3 PCT).

Se llama la atencidn del solicitante aqul a que una nueva revelacién de una secuencia o una parte de una
secuencia de un anticuerpo no la hace nueva per se, incluso sl dicha secuencia de un anticuerpo conocido no
fue revelada anteriorments.

Se nota ademés que en vista del hecho que los anticuerpos ant-OX40L son conocidos en |a técnica previa, el

problema Wcnico objetivo que subyace el grupo de materias objeto encabezado por la relvindicacion
independiente 15 puede ser formulado como la provision de enticuerpos an-OX40L adicionales.
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Dicho grupo de materias objeto esta dirigido a un gran nimero de soluciones altemativas al problema técnico
objetivo. Dicha salucidn no tiene ninguna caracteristica estructural o funcional en com(n que representaria una
contribuciébn sobre la tAcnica previa, por lo tento, existe una fata de unidad. Aqul ee hace notar que Ia
presaencia de secuencias de amino écido en reglones variables de anticuerpos no representa una contribucién
sobre |a técnica previa per 8e. Con el fin de constituir un vinculo unitario a las materias objsto, las secuenclas
de amino écidos de dichas regiones variables tendrian un elemento estructural o funcional comin a ellas. Sin
embargo, Ia relvindicacién 15 no define tal elemento. Ademas, la provisién de tales anticuerpos edicionales
seria realizada por el experto sin aporte inventivo. Pera que estos anticuerpos sean conskierados inventivos,
se debe demostrar un efecto inesperado asociado con los mismos (Art. 33.3 PCT).

Invencion |il
Relvindicaclones 22, 23, 25-30 (parciaiments),

La relvindicaclén 22 estd dirigida a anticuerpos ent-OX40L caracterizados por secuencigs de amino écido
especificas de CDR3 de cadena variable y/o ligera.

Los documentos de la técnica previa no revslan dichas secuencias CDR3 de anticuerpos ant-OX40L de
manera explicita, sin embargo, como en el caso de la invencidn li, ia tdcnica previa citada anteriorments revela
anticuerpos ant-OX40L. Mientras no se provea evidencia que los anticuerpos antl-OX40L de Ia técnica previa
no estén caracterizados por las regiones CDR3 de la relvindicecién 22, la novedad de dicha relvindicacién no
puede ser reconocida (Art. 33.2 PCT).

El problema técnico objetivo aqul también puede ser formulado como la provisién de anticuerpos anti-OX40L
adicionales. En consecuencia, también hay una falta de unidad posterior. El grupo de matarias objeto
encabazadas por Ia relvindicacién 22 estd dirgido a un nimero de soluciones altematives, que no estin
vinculadas por un concepto comin que repressnta una coniribucién sobre la técnica previa, por lo tanto, estas
son soluclonas alternativas independientss, Ademés, la provisidn de tales anticuerpos adicionales seria
realizada por el experto sin aporte Inventiva. Para que estos anticuerpos sean considerados inventivos, se
debe demostrar un efecto Inesperado asoclado con los mismos (Art. 33.3 PCT).
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Invencién IV

Relvindicaciones 24-25-35 (parcialmente), 38 (parciaiments)

La relvindicacién 24 esta dirigida a anticuerpo caracterizado en que se produce mediants una linea celular
seleccionada de un grupo. En la descripcién es claro que dichos anticuerpos estén caracterizados por la
haebilidad de enlazarse a OX40L. Como estas lineas celularea no estaban reveladas en Ia técnica previa, la
novedad de los anticuerpos es reconocida (Art. 33.2 PCT). Sin smbargo, tamblén aqul, el problema técnico
objetivo es la provision de anticuerpos ant-OX40L adiclonales.

En vista de la técnica pravia citada anterlormente, cada anticuerpo de ests grupo también representa una
' soluci6n altemativa y separada del problema técnico objetivo, entonces, existe falta de unkiad. Ademés, la
provision de tales anticuerpos adicionales seria realizada por el experto sin aporte inventivo. Para que estos
anticuerpos sean considerados inventivos, se debe demostirar un sefecto Inegparado asociado con los mismos
(Art. 33.3 PCT). El resto de reivindicaciones de este grupo de materias objeto define realbkmciones adiclonales
obvias, por lo tanto no se puede encontrar contribucién inventiva entre dichas relvindicaclones (Art. 33.3 PCT).

Invencion V

La relvindicacién 40, que esta dirigida a un método para modificar la secuencia de amino écido Iniclal de una
CDR de cadena pesada de anticuerpo bass caracterizada por la SEQ ID NOS: 21-38 y/o una CDR de cadena
ligera de anticuerpo base caraclerizada por la SEQ ID NOS: 30-57, mediante la modificacion de la secuencla
de écido nucleico codificadora con el fin de modificar 1 amino écido en la CDR de cadena pesada, 1-2 amino
éicidos en la CDR2 da cadena pesada, 1-2 amino &cldos en la CDR3 de cadena pesada, 1-3 amino écidos en la
CDR1 de cadena ligera, 1-3 amino écidos en la CDR2 de cadena ligera, y/o 1-3 amino écidos en la CDR3 de
cadena ligera, expresando dichas secusncias modificadas en una estructura de anticuerpo, y midiendo sl dicho
anticuerpo se enlaza a OX40L con un valor dado de KD,

La modulacién de especificidad de enlace para anticuerpos mediante la mutacién de regiones de CDR es
conockia en la técnica previa, como lo sjemplifica Gram et al, 1892. La reivindicacién 40 sugiere simplemente
el método. La solicitud no provee ningln ejemplo especifico para reducir el método a la préctica. En vista del
hecho que la presente solicitud no documenta ningidn ejempio de anticuerpos ant-OX40L cuya especlficidad
seria mejorada mediante mutacion de reglones de CDR, el concepio de aplicar mutaciones de CDR para
mejorar la especificided de enlaca no tlana ningin
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mérito Inventivo (Art. 33.3 PCT). Las relvindicaciones restantes de este grupo de meaterias cbjsto define
realizaciones adicionales obvias, por lo tanto, no se puede encontrar contribucion inventiva entre dichas
relvindicaciones (Art. 33.3 PCT).

Invencién Vi
Relvindicaciones 41, 42.

En vista del hecho que no se ha demostrado en la solicitud que la caracterfstica técnica de los anticuerpos de
Ia relvindicacién 41, p.e., que son de class IgG1 humana, y que comprenden secuencias espacificas de ID
Noes., resueive alﬁan problema técnico especifico, ol problema técnico objetivo que subyace la matsria objeto
de Ia relvindicacién 41 se pueds considerar, de nuevo, como la provision de anticuerpos ant-OX40L
adiclonales. Como se discutié extensamente con respecto a la Invencién |, los anticuerpos ant-OX40 son
conocidos, y estasban contemplados para uso dlinico en humancs. Asi, la provision de anticuerpos
humanizados seria obvia. En consecuencia, las materias objeto de la Invencién VI carecen de preeencia de
nivel inventivo (Art. 33.3 PCT). EIl resto de relvindicaciones de este grupo de materias objeto define
realizaciones adicionales obvias, por lo tanito, no se puede encontrar contribucién Inventiva entre dichas
relvindicaciones (Art. 33.3 PCT).
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT international application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2005008968

Box No.1 Basls of the report .
1. With regard to the language, this report is based on
& the international application in the ianguage in which it was filed

O a transiation of the International application Into , which Is the language
of a translation furmnished for the purposes of:

O Intenational search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) andbr 55.3{a)}

2. With regard to the elementa* of the imtemational application, thle report is based on (replacement sheets which
have been furnished o the receiving Office in response o an invitation under Article 14 are referred to in this
report as “originally filed" and are not annexed to this repori).

Description, Pages
1-88 as originally flled

Saquenocs Listings part of the description, Pages

1-50 as oniginaly filed
Ciaima, Numbsera
1-48 as originally flled
Drawings, Sheeta
110-1010 aa originaly filed

B a sequenoce listing andbr any related table(s) - 8ee Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. J The amendments have resulted in the cancellation of:
O the description, pages
O the claims, Nos.
0O the drewings, sheetsfigs
O the sequence listing (specily):
O any table(s) related to saquence listing (Bpecify)

4. O This report has been established as if (some of) the amendments annaxed to this report and listed helow
had not been made, since they have been considered to go bayond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

0 the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetafigs

O the saquenca listing (specify).
O any tabla(s) related to sequence listing (specify):

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

Farm PCTAPEA/408 (Apri 2005)
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Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

1. The qusstions whether the ciaimed Invention appsars to be novel, fo involve an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

0
&

tha entire intemational application,
¢laims Nos. 35(1A)

bacause:

a

the sald Intemational application, or the sald claims Nos. 35 relate to the following sublect matter which
does not require an intemational preliminary examination (speaify)

see saparaie shest

the deacription, claims or drawingas (indicale pariicuiar elsments balow) or gald claimg Nos. are 50 unclear
that no meaningful opinion could be formed (spaciy):

the claims, or said claims Nos. are so inadequatsly supported by the deacription that no meaningtul opinion
could bs formed (specify).

no intemational search report has been established for the said claime Nos.

a meaningful opinion could not be formed without the sequencs listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit

0 tumish a sequence liating on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the Intemational Praiminary
Examining Authority in a form and manner accsptable to it.

O fumish a sequence listing In slectronic form complying with the standard provided for In Annex C
of the Administrative Instructions, and auch listing was not available o the Imemational Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to It.

O pay the required iate furnishing fee for the fumishing of a sequencs listing In responsa to an
invitation under Rules 131er.1(a) or (b) and 13ter.2.

a meaaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, fumish such tables in electronic form complying with the tachnical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative instructions, and such iabies were not
avallable to the Intemational Preliminary Examining Authority In a form and manner acceptabie to It.

the tablea related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annaex C-bis of the Administrative Ingtructions.

Sea separate shest for further detalls

Form PCTAPEA/408 (Aptl 2005)
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INTERNAT! NAL PRELIMINARY REPORT Intamational application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2005009568

Box No. IV Lack of unity of inventlon

1. B In response to the [nvitation to restrict or pay additional fees, the applicant has, within the applicable time

limit:
O rastricted the claims.

O paid additional fees.

2 pald additional feea under protest and, where applicable, the protest fee.

O paid edditional fees under protest but the applicable protest fae was not paid.
O nelther restricted the claims nor paid addtional fees..

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is hot compiliad with and chose, accarding to

Ruila 68.1, not to Invite the applicant to restrict or pay additional fees.
. ]'hie Authority considers that the requirement of unlty of inventlon in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3
is:

O complied with. _
® not complied with for the following reasons:
aoe soparate sheet
. Consaquently, this report has been establlshed In reapect of the following parts of the intemational application:

R all parts.
O the parts relating to claims Nos. .

Box No.V Reasoned statemant under Articls 35(2) with ragard to novelty, inventive step or Industrial
applicablilty; citations and explanations supporting such statement

. Statement
Novaelty (N) Yes: Claims 1-14,19,24-31,40-48
No: Claims 15-18,20-23,32-39
Inventive step (1S) Yos: Claims ]
No: Claims 1-8,10-48
Industrial applicabliity (LA) Yes: Claims 1-34,36-46

No: Claims

. Citations and axplanations {Rule 70.7):
see soparate sheet
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ON PATENTABILITY PCT/EP2005008968

Supplementul Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, tam 2:

1. With regard to any nucieotide andbr amino acid saquence disclosed in the intamational application and
necessaty to the claimed invantion, this report was astablished on the basis of:

a. type of material:
B a sequence listing
B table(s) related to the saquence listing
b. format of material:
B on paper
& In electronic form
c. time of filingAumishing: _
B contained in the international application as fiied
B filed together with the International appliication In alectronic form
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search andbr examination
[ received by this Authority as an amendment* on
2. O In addition, In the case that more than one version or copy of a saequance listing andbr table(s) ralatlng
mlﬂ:mh?:om ﬁﬂﬁaﬂmﬂ mnfq&'ﬂ&ﬁm?m m%m appllcahon as flled,
as appropriate, were fumished.
3. Additicnal commenta:

* if item 4 In Box No. | applies, mmlgmdbrmms)mhtadmm, which form part of the basis of the report,
may be marked "supersedsd.”
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(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/009968
Re item Il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

Claim 35 relates to subject-matter considered by this Authority to be cévered by the
provislons of Rule 67.1(iv) PCT. Consaquently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(!) PCT).

For the assessment of the present claim 35 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 claims. The EPO, for example, does not
recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound
in medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound for firet use in
medical treatment and the use of such a compound for the manufacture of a medicament
for a new medical treatment.

Re item IV
Lack of unity of invention

The present Intemational patent application contains 1-48 claims.
Amongst that set of claims there are 8 independent claims, heading the groups of following
subject matters.

1. Claims 1-14,16-21(partly), 25-39(partly), which are all characterised by the common
subject matter of claims 1, i.e. an antibody characterised in that it binds OX40L, contains a
Fe part derived from human origin and does not bind complement factor C1q.

2. Claims 15,16-21(partly),25-39(partly), which are all characterised by the common
subject matter of claims 15, i.e. an antibody characterised in that sald antibody binds
OX40L and comprises a variable region combination independently selected from the
groups of sequences of variable regions provided in the list under points a-l. which relate

Form PCT/Separate Sheat/408 (Sheet 1) (EPO-Apri 2008)

T T T B T




XX

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemetional application No.
REPORT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) : PCT/EP2005/009968

to SEQ ID NOS: 1-12,16-20

3. Claims 22,23,25-39(partly), which are all characterised by the common subject matter
of claims 22, i.e. an antibody binding OX40L comprising a variable light chain and variable
heavy chaln, characterised in that the variable heavy chain comprises CDR3 selected from
a list of SEQ ID NOS: 33-38 and/or the variable light chaln comprises CDR3 selected from
SEQ ID NOS: 51-57

4. Claims 24-25-35(partly),38(partly) which are all characterised by the common subject
matter of claim 24, i.e. an antibody that is produced by a caell line selected from the group
provided in the claim.

According to the description, page 24, linas 21-24, said cell lines produce antibodles
which are useful as Intermediates for the generation of antibodies characterised by
not binding complemsnt factor C1q and/or not binding to human Fc gamma receptor.
in light of the description, as cited above, it is apparsnt that the antibodies as defined
in the group of claims headed by clalm 24 are not per se characterised by not binding
complement factor C1q.

5. Claim 40 directed to a method of modifying the initial amino acld sequence of an
parent antibody heavy chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 21-38 and/or an parent
antibody light chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 39-57, by modifying encoding
nucleic acid sequence so as to modify 1 amino acid In heavy chain CDR, 1-2 amino acids
in heavy chain CDR2, 1-2 amino acids in heavy chain CDR3, 1-3 amino acids in light chain
CDR1, 1-3 amino acids in light chain CDR2 and/or 1-3 amino acids In light chain CDR3,
expresasing said modified sequences in an antibody structure and measuring whether said
antibody binds to OX40L with a given value of KD.

6. Claims 41,42, which are characterised by the common subject matter of claim 42, i.e.
an antlbody that binds OX40L, is of human IgG1 class and comprises gamma heavy chain
SEQ ID NOS: 58,62 or 66.

7. Claims 43,44, which are characterised by the common subject matter of claim 43, l.e.
an antibody that binds OX40L, is of human IgG1 class and contains mutation
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L234A/L235A and comprises as gamma heavy chain SEQ ID NOS: 58,63 or 67

8. Claims 45,46, which are characterised by the common subject matter of claim 45, i.e.
an antibody that bids OX40L, is of human IgG4 class and contains mutation S228P and
comprises as gamma heavy chaln SEQ ID NOS: 60,64 or 68.

It is noted that the groups of subject matters identified under points 2, 3, 5-8, above,
which relate to SEQ ID NOS, do not have any SEQ ID NOS in common, hence said
SEQ {D NOS do not reprasent any common technical features amongst said groups
of subject matters. :

Moreover, according to the present description, page 15, binding of antibody to C1q
is caused by defined binding sites in the F¢ part. Such binding sltes are known in the
state of the art (lines 2-5). Antlbodies of cub-classes IgG1, IgG2 and IgG3 usually
show C1q binding, whereas IgG4 do not bind C1q (lines 12-14). The expression " Fc
part derived from human origin and does not bind complement C1q " denotes Fc part
which is either a Fc part of human antibody of tha-subclass IgG4 or Fc part of other
subclasses which Is modified such as not to bind C1q (lines 15-19). Most preferred
are Fc parts comprising heavy chain constant regions with mutations L234A and
L235A (lines 24-27).

In light of the above information provided by the presant description, the technical feature
of claims 1, which characterises the group of subject matters defined under point 1, above:
"contains a Fc part derived from human origin and does not bind complement factor C1q"
represents a technical feature which is equivalent to the technical feature of the group of
subject matters defined under point 8, above: "Is of human IgG4 class®, and to the
technical feature of the group of subject matters defined under point 7, above: *Is of
human IgG1 class and contains mutation L234A/1.235A" None of the remaining groups of
subject matters defined under points 2-6, above, is characterised by any of the three
technical features or any equivalent thereto. .

In consequence, there is only one technical feature in common for all the claims: "an
antibody characterised in that it binds OX40L".
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Document of the prior art Nohara et al, 2001, discloses anti-OX40L monoclonal antibody
and the use of it to block the interaction of said ligand with the cognate receptor as a tool
in amelioration of experimental autoimmune disease (Abstract).

In view of that disclosure of the prior art, the objective technical problem underlying the
present application may be formulated as the provision of further anti-OX40L antibodies
and further methods of generating said further antibodles. The present claims are directed
to a number of such further anttbodies and methods.

As discussed above, the only common technical features shared by all the claims is an
anti-OX40L antibody. However, in view of the prior art above, said antibody does not
represent a contribution over the prior art, because such an antibody is not new.

In consequence the subject matters of present claims were subdivided at the search state
into Independent groups by taking into account further technical feasters characterising
said antibodies, which features fulfil the requirement of Rule 13.2 PCT, |.e. are common for
all the subject matters of each subgroup and a priori represent the contribution made over
the prior an.

Subject matters 1, 7 and 8, above, share the technical feature of claim 1: "contains a Fc
part derived from human origin and does not bind complement factor C1q", because, that
feature in subject 7 and 8 is reflected by equivalent technical feasters in the form of
specific mutations, as discussed above. In consequence, the subject maiters 1, 7 and 8
form a group of inventions having said technical feature in common.

Subject matters 2,3,5 and 8 are characterised by SEQ 1D NOS, however, said SEQ ID
NOS do not overlap amongst said subject matters, therefore each subject matter does not
have any specific technical feature with the other subject matters in common. Hence there
is lack of common "special tachnical feature" and said subject matters are non-unitary.
Subject matter of point 4 also does not share any specific technical feature with the
remainder of the subject matters and also repressnts a separate, non-unitary subject
matter,

-

As the applicant payed the additional search fees, the Intemational Search Report and the
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present written opinlon relate to all 6 inventions as identifled above, wherein the subject
matters forming the group of inventions first mentioned in the claims, i.e. subject matters
defined under points 1,7 and 8, above.

Be ltem V
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or Industrial applicabllity;

citations and explanations supporting such statement

The present International patent application relates to an antibody characterised in that it
binds OX40L, contains a F¢ part derived from human origin and does not bind complement
factor C1q, an antibody characterised in that said antibody binds OX40L and comprises a
variable region combination independently selected from the groups of sequences of
variable regions provided in the list under points a-l. which relate to SEQ ID NOS: 1-12,16-
20, an antibody binding OX40L comprising a variable light chain and variable heavy chain,
characterised in that the variable heavy chain comprises CDR3 selected from a list of SEQ
ID NOS: 33-38 and/or the variable light chaln comprises CDR3 selected from SEQ ID
NOS: 51-57, an antibody that is produced by a cell line selected from the group provided in
the claim 23, a method of modilying the initial amino acid sequence of an parent antibody
heavy chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 21-38 and/or an parent antibody light
chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 39-57, by modifying encoding nucieic acid
saquence so as to modify 1 amino acld in heavy chain CDR, 1-2 amino acids in heavy
chain CDR2, 1-2 amino acids in heavy chain CDRS3, 1-3 amino aclds In light chaln CDR1,
1-3 amino acids in light chain CDR2 and/or 1-3 amino acids in light chain CDR3,
expressing sald modified sequences in an antibody structure and measuring whether said
antibody binds to OX40L with a given value of KD, as well as, an antibody that binds
OX40L, is of human IgG1 class and comprises gamma heavy chain SEQ ID NOS: 58,62 or
66, an antibody that binds OX40L, is of human igG1 class and contains mutation
L234A/1235A and comprises as gamma heavy chain SEQ ID NOS: 59,63 or 67, and an
antibody that bids OX40L, is of human {gG4 class and contains mutation S228P and
comprises as gamma heavy chaln SEQ ID NOS: 60,64 or 68.
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The numaerous subject matters of the claims do not form the unitary group of inventions in
the sense of Rule 13 PCT (for detalls see point Re ltem |V, above and the reasoning for
the lack of unity attached to the ISR).

Invention |
Claims 1-14,16-21(partly),25-39(partly),43-46.

In view of the fact that the invention first mentioned In the claims is characterised by the
technical feature of claim 1: "contains a Fc part derivad from human origin and does not
bind complement factor C1q", or the equivalent technical features of claims 43 and 45,
document of the prior art WO8958572 s taken into consideration.

Said document discloses a polypeptide molecule comprising a binding domain capable of
binding a target molecule, and an effector domain having an amino acid sequence based -
on human immunoglobulin heavy chain, characterised in that the binding molecule is
capable of binding the target molecule without triggering a significant complement
dependent lysis, or cell mediated destruction of the target (page 7, lines 15-24). Moreover,
on page 9, lines 10-13 it is stated that the inability to trigger significant complement lysis
results from reduced affinity for C1q molecule.

The specific modifications in the human immunoglobulin heavy chain that result in said
decrease in complement lysis are disclosed, inter alia, on page 10 and include a
substitution of the amino acid at position 235 to alanine. Sald substitution by alanine is at
the same position as the substitution by alanine of present claim 43.

On pages 17-24 there are provided examples of dissases where the molecules of that
disclosure, which bind target molecules but do not activate complement are to be used
(see comment on page 24, lines 19-24).

Several mutant immunoglobulines based on IgG1, IgG2 or IgG4 are disclosed and

_ demonstrated to have the desired properties (page 10, lines 29-31).

Specific exemplas of the molecules of that Invention are provided as series of CAPATH-1
antibodies (page 44, fi.). The general consideration of why Fc-mediated properties, such
as complement activation is inappropriate in clinlcal situations involving antibody treatment
{e provided on pages 4-7.

The difference between the contents of that disclosure and the subject matters of present
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independent claims 1, 43 and 45, in the most general sense, is the fact that said disclosure
of the prior art does not relate directly to OX40L binding molecule.

in consequence, the objective technical problem in the light of that disclosure may be
formulated as provision of further molecules comprising a target binding domain and
human immunogilobulin heavy chain derived domain, which is characterised in that it does
not activate complement due to decreased binding of C1q, for clinical use and the
methods of generating thereof.

The potential of the clinical use of anti-OX40 ligand monoclonal antibodles is known in the
prior art, such as the disclosure by Nohara et al (2001). Also in the prasent description it is
acknowiedged on pages 1-2 that said ant-OX40L antibodies were documented in
numerous disclosures to have potentially important clinical applications.

Therefor, in view of the disclosure of WO9858572 in combination with the fact that antl-
OX40L monoclonal antibodies were envisaged in the prior art for a variety of clinical
applications (e.g. Nohara et al.), the antibodies characterised by the technical features of
claims 1-4,7,11-13,19 would be arrived at without inventive input, which renders said
claims not inventive (Art. 33.3 PCT).

Moreover, disclosure of the prior art by Hezare et al, 2001, teaches that there are further
mutatlons in the Fc region of antibodies which lead to abolishment of C1q binding and
complement activation (Abstract). Said mutations are: K322A, L234A/L235A. Although the
latter disclosure relates to anti-HIV-1 antibodies only, In view of the extensive teaching of
WO09858572 in regard to the importance of obtaining antibodies with modified properties,
the skilled person working in the field of providing antibodies for clinical use with abolished
complement activation would be aware of said disclosure and would see the general
applicability of sald mutations for the provision of further antibodies for clinical use.

In view of the above information of the prior art the specifiled mutations of claims
7,8,10-13,43-44 do not represent a contribution over the prior art (Art. 33.3 PCT).

In regard to technical feasters of claims 5,6,14,16-21,28-39,43-46, which are represented,
for example, by specific KD values, IC50 values or specific SEQ |D NOS of variable
regions or constant reglions, or other obvious technical feature or uses the following
observation applies.
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Said specific tachnical features of that claime could render the subject matter for which
protection is sought inventive only if said features were demonstrated to result in
unexpectedly increased suitability of the antibodies for specific clinical use or any other
unexpected advantageous effect.

The disclosure of the present application does not provide any examples of unexpected
sultability of said antibodies for ciinical use. The examples 1-23 docurnent the ability of the
antibodies to bind OX40L and block the interaction of OX40L with the cognate receptor in
a specific manner, which in tum influences T cell activation, as well as, the decreased
ability to bind C1q and activate complament system. These examples represent a
substantial amount of experimental work. However, this substantlal amount of work does
not appear to have represented undue burden, bacausa, the skilled person was faced with
a reasonable expectation of success at the outset, based on the information of the prior
art, as discussed above.

The experimental work was only of routine nature and does not result in any unexpected
effect. In consequence, the presence of inventive step of claims 5,6,14-18,20-23,43-46
cannot be acknowledged basad on the information provided in the application (Art. 33.3

PCT).

Furthermore, document of the prior art WO9504568 discloses chimeric moleculas
composed of rodent originating antibedy binding domain specific for a target, and a human
immunoglobulin heavy chain heaving the sequence modified so as to have a particular
effector function (page 11, lines 19-25). Wherein said particular effector function is to be
present to a greater or lesser degree, which ever is more appropriate for a particular utility
of said chimeric molecule (page 12, lines 10-13). One specific exampie is the introduction
of specific mutations in gamma 1 heavy chain of the anti-CDw52 antibody (page 18, lines
22-25). Another exampla is molecule specific for OX40L (page 32-33, claims 1 and 10).

Iin view of the above two disclosures of the prior art WO9504568 and W0O9958572, the
concept of an antibody which binds OX40L and contains Fc part derived from human
origine and does not bind complement factor C1q does not represent a contribution over
the prior art. Also the equivalent technical feature of claim 43, i.e. substitution by alenine at
position 235 also does not reprasent a contribution over the prior art.
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in view of the above analysis it becomes apparent that claims 1 is not inventive (Arnt.33.3).
Independent claim 43 also lacks the presence of inventive step. Therefore the comman
concept of claims 1, 43 and 45, which was a priori seen in the provision of anti-OX40L
antibodies charactetised by diminisheéd complement activation, does not represent a
contribution over the prior art. The technical features which underlie said common concept,
i.e. "Fe part derived from human origin and does not bind complement factor C1q" or
*being of IgG1 class containing mutation L234A/L235A" are not new or inventive,
respectively. In consequence, the group of subject matters identified under points 1, 7 and
B, which was a priori regarded as unitary (see Re Item [V and the reasoning for the lack of
unity objection provided with the ISR) does not represent a contribution over the prior art.
In consequence, there is lack of "special technical feature® in the sense of Rule 13.2 PCT.
The subject matters identified under points 1, 7 and 8, constitute a group of alternative
solutions to the objective technical problem of the provision of further antibodies
characterised by changed effector functions, as defined above.

As extensively discussed above, It is not apparent at present which of the numerous
subject matters of the above points, if any, is associated with a speclal technical effect
which would, in tum, render said subject matter inventive. In consequencs, the
comprehensive list of separate inventions is not provided with this communication.

It would be practicable to establish such a list of subject matters, only, if the inventive
contribution of any elements of the application became reasonably established.

Also, detailed preliminary examination of further, a posteriori, non-unitary subject matters
of the application exceeds the framework of this written opinion under PCT Chapter I. Such
further preliminary examination may be obtained by the applicant, however, under the
provisions of PCT Chapter ll, if the applicant wishes that and pays additional preliminary
examination fees.

Invention Il

Claims 15,16-21 (pa;ﬂy).25-39(partly).
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Clalm 15 is directed to an antibody characterised in that said antibody binds OX40L and
that sald antibody comprises a variable region combinations selected from the group listed
under polnts a) to 1), as amino acid sequences of given SEQ ID Nos.

It is noted here that none of the cited documents of the prior art discloses in an explicit
manner the combinations of sequences provided under points a) to I} of claim 15.
Nonethsless, Nohara et al, 2001, discloses anti-OX40L monocional antibodies.
Totsuka et al, 2003, discioses aiso anti-OX40L antibodies. Aiso, Satake et al. 2000,
discloses anti-OX40L antibodias.

It is a matter of basic knowladged to the skilled person that antibody specificlty is
determined by the amino acid sequence of the variable regions.

As numerous examples of antibodies specific for OX40L are described in the prior art
without disclosing explicitly the amino acid sequence of the variable region, the answer to
the question whether, the antibodies of the prior art are characterised by the variable
region sequences of claim 15 is nat possible for the examiner to give in the absence of
further information. In consequence, novelty of claim 15 cannot be acknowledged at
present. It js the responsibility of the applicant to define the subject matter for which
protection is sought in terms of technical features, in such a manner as to distinguish the
subject matter of the claims from any subject matter of the prior art (Art. 33.2 in
combination with Art. 8 PCT). In the present case the burden to demonstrate that the
antibodies of claim 15 are new shifts to the applicant. As long as no positive evidence is
provided to show that none of the anti-OX40L antibodies of the prior art falls under the
scope of claim 15, novelty cannot be acknowledged. The remaining claims of this group of
subject matters define further obvious ambodiments, therefore no inventive contribution
can be found amongst sald claims (Art 33.3 PCT).

The attention of the applicant is drawn here to that a new disclosure of a sequence or a
part of a sequence of an antibody does not render it new per se, even if said saquence of
a known antibody was not disclosad previously.

It is further to be noted that in view of the fact that anti-OX40L antibodles are know in the
prior art, the objective technical probiem underlying the group of subject matters headed
by Independent claim 15 may be formulated as the provision of further anti-OX40L
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antibodies. Said group of subject matters is directed to a large number of altemative
solutions to the objective technical problem. Said solution do not have any structural or
functional feature in common which wold represent a contribution over the prior ar,
therefore there Is lack of unity. Here it is noted that presence of amino acid sequences in
variable regions of antibodies does not represent a contribution over the prior art per se. In
order to constitute a unitarily link to the subject matters the amino acid sequences of said
variable regions would have to have a common structural or functional element to them.
Claim 15, however, does not define any such element. Also, the provision of further such
antibodies would be accomplished by the skilled person without inventive input. For these
antibodies to be regarded as inventive, there must be demonstrated an unexpected effect
assoclated with them (Ant. 33.3 PCT).

Invention Ill
Claims 22,23,25-39(partly),

Claim 22 is directed to anti-OX40L antibodies characterised by specific amino acid
sequences of CDR3 of variable and/or light chain.

The documents of the prior ant do hot disclosed said CDR3 sequences of anti-OX40L
antibodies in an explicit manner, however, as in case of invention Ii, prior art cited above
discloses antl-OX40L antibodies. As long as no evidence is provided that the anti-OX40L
antlbodies of the prior art are not characterised by CDR3 reglons of claim 22, novelty of
sald claim cannot be acknowledged (Art. 33.2 PCT).

The objective technical problem here may be also forrnulated as the provision of further
antl-OX40L antibodies. in consequence there is also the lack of unlty a posteriorl. The
group of subject matters headed by claim 22 is directed to a number of altemative
solutions, which are not linked by a common concept representing a contribution over the
prior ant, hence these are altemative independent solutions. Also, the provision of further
such antibodies would be accomplished by the skilled person without inventive input. For
these antibodies to be regarded as inventive, there must be demonstrated an unexpected
effect associated with them (Art. 33.3 PCT).
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Inyention IV

Claims 24-25-35(partily),39(partly).

Claim 24 is directed to antibody characterised in that It is produced by cell line selected
from a group. In the description it is clear that said antibodies are characterised by the
ability to bind OX40L. As these cell lines wera not disclosed in the prior art, the novelty of
the antibodies is acknowledged (Art. 33.2 PCT). Nonetheless, also here, the objective
technical problem is the provision of further anti-OX40L antibodies.

In view of the prior art cited abovae, each antibody of this group of antibodias also
represents an alternative and separate solution of the objective technical problem, hencs,
there is a lack of unity. Also, the provision of further such antibodies would be
accomplished by the skilled person without inventive input. For these antlbodies to be
regarded as inventive, there must be demonstrated an unexpected effect associated with
them (Art. 33.3 PCT). The remaining claims of this group of subject matters define further
obvious embodiments, therefore no inventive contribution can be found amongst said
claims (Art 33.3 PCT).

Invention V

Claim 40, which Is directed to a method of modifying the initial amino acid sequence of a
parent antibody heavy chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 21-38 and/or an parent
antibody light chain CDR characterised by SEQ ID NOS: 39-57, by modifying encoding
nucleic acid sequence so as to modify 1 amino acid in heavy chain CDR, 1-2 amino acids
in heavy chaln CDR2, 1-2 amino acids in heavy chain CDR3, 1-3 amino acids in light chain
CDR1, 1-3 amino acids in light chain CDR2 and/or 1-3 amino acids in light chain CDR3,
expressing sald modifled sequences in an antibody structure and measuring whether said
antibody binds to OX40L with a given value of KD.

Modulation of binding specificity for antibodies by mutating CDR regions is known in the
prior ant, as exemplified by Gram et al, 1992. Claim 40 suggests merely the method. The
application does not provide any specific examples for reducing the method to practice. In
view of the fact that the present application does not document any examples of anti-
OX40L antlbodies the specificity of which would be improved via mutation of CDR reglons,
the concept of applying CDR mutations to improve binding specificity does not have any

Form PCT/Separate Sheet/408 (Bheet 12) (EPO-Aprll 2005)

——

o A ———— % n am = mw =
H e e ' ]

Pr—————— — .
. =" .




. | | 2

INTERNAT]I NAL PRELIMINARY Intamational application No.
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/009968

inventive merit (Art. 33.3 PCT). The remaining claims of this group of subject matters
define further obvious embodiments, therefore no inventive contribution can be found
amongst said claims (Art 33.3 PCT).

Invention V1
Claims 41,42.

In view of the fact that the technical feature of the antibodies of claim 41, i.e. being of
human IgG1 class and comprising specific sequences of ID Nos, have not been
demonstrated in the application to solve any specific technical probiem, the objective
technical problem underlying the subject matter of claim 41 may be regarded, again, as the
provision of further anti-OX40L. antibodies. As discussed extensively in regard to Invention
|, anti-OX40L antlbodies are known, and were envisaged for clinical use in humans. Thus,
the provision of humanised antibodies would be obvious. In consequence the subject
matters of Invention VI lack the presence of inventive step (Art. 33.3 PCT). The remalning
claims of this group of subject matters define further obvious embodiments, therefore no
inventive contribution can be found amongst said claims (Art 33.3 PCT).
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Anticuerpos Anti-OX40L

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Este invencion se relaciona con anticuerpos anti-OX40L y, en particular, con
anticuerpos anti-OX40L y variantes de los mismos que contienen una parte Fc
derivada de origen humano y no se unen al factor C1q del complemento. Estos
anticuerpos tienen nuevas e inventivas propiedades que causan un beneficio para
un paciente que sufre de enfermedades inflamatorias.
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Anticuerpos Anti-OX40L

Esta invencion se relaciona, de manera general, con anticuerpos anti-OX40L y, en
particular, con anticuerpos anti-OX40L que no se unen al factor Ciq del
complemento, composiciones farmacéuticas y usos de Ilas mismas.
Preferiblemente, estos anticuerpos son humanos o anticuerpos humanizados.

El OX40L humano (gp34. SwissProt P23510) es expresado sobre células B
activadas y células dendriticas con la ligacion CD40/CD40L, y sobre células
endoteliales en tejidos inflamatorios (Resefia: Weinberg, A.D., Trends Immunol.
23 (2002) 102-109). Este ha sido primero aislado a partir de células leucémicas
humanas infectadas con HTLV-I (inmortalizacion de estas células T por medio de
la generacién de un ciclo autdcrino con OX40). El OX40L y los anticuerpos contra
este son mencionados, por ejemplo, en WO 95/126873; WO 85/21815; WO
98/15200; Baum, P.R., y otros, EMBO J. 13 (1984) 3882-4001; imura, A., y otros,
Blood 89 (1897) 2951-2958; Imura, A., y ofros, J. Exp. Med. 183 (1998) 2185-
2195; Kjaergaard, J., y otros, J. Immunol. 187 (2001) 6668-6677; Lane, P., J. Exp.
Med. 191 (2000) 201-206; Mallett, S., y Barclay, A.N., Immunol. Today 12 (1991)
220-223; Mallett, S., y otros, EMBO J. 8 (1990) 1083-1068; Ndhiowvy, L.C., y otros,
J. Immunol. 187 (2001) 2981 -2089; Ohshima, Y., y otros, J. Immunol. 159 (16987)
3838-3848; Rogers, P.R., y otros, Immunity 15 (2001) 445-455; Stiber, E., y
Strober, W., J. Exp. Med. 183 (1886) 978-888; Stlber, E., y otros,
Gastroenterology 115 (1988) 1205-1215; Takahashi, Y., y otros, J. Virol. 75 (2001)
8748-8757; Takasawa, N., y otros, Jpn. J. Cancer Res. 92 {(2001) 377-382; Taylor,
L., y Schwarz, H., J. Immunol. Meth. 255 (2001) 87-72; Weinberg, A.D., y otros,
Nature Medicine 2 (1986) 183-189; Weinberg, A.D., y otros, Semin. Immunol. 10
(1908) 471-480; Weinberg, A.D., Trends Immunol. 23 (2002) 102-108; Wu, T., ¥
otros, Transplant. Proc. 33 (2001 ) 217-218; Higgins, L.M., y otros, J. Immunol.
162 (1980) 4868-493; y Yoshioka, T., y otros, Eur. J. Inmunol. 30 (2000) 2815-
2823. El OX40L humano es el ligando para la OX40 humana (CD134) la cual es
expresada de manera transitoria en células CD4+ T. El acoplamiento de la OX40
por medio de su ligando conduce a una sefial co-estimuladora para la activaciéon
de las células T. La interaccion OX40/0X40L es descrita como que crea una sefial
bidireccional (Matsumura, Y., y otros, J. Iimmunol. 163 (19989) 3007-:},0'11: Kotani,
A., y otros, Immunol. Lett. 84 (2002) 1-7). Ademés, la interaccién OX40/0X40L
media la adhesién de las células T activadas a las células endotsliales-en los
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tejidos inflamatorios. Como el OX40L es solo expresado de manera transitoria en
células B activadas, CD y células endoteliales, loas anticuerpos para el OX40L
deben bloquear de manera selectiva la activacion de las células T y la adhesién a
las células endoteliales durante una respuesta inflamatoria pero dejando las
células T periféricas inactivas sin afectar. Yoshioka, A., y otros (Eur. J. immunol.
30 (2000) 2815-2823) demostraron el potencial terapéutico de un anti-mOX40L
mAb neutralizante en un mobdelo de ratdbn para artritis reumatoide. La
administracion de este mejord dramiticamente la gravedad de la enfermedad.
Este anticuerpo exhibié actividades similares en otros modelos de enfermedad
relacionados, por ejemplo, la enfermedad inflamatoria de la piel, la enfermedad
autoinmune experimental (EAE), GVHD, enfermedad uringria inflamatoria del
intestino (Yoshioka, A., y otros, Eur. J. Immunol 30 (1998) 2815- 2823; Salek-
Ardakani, S., y otros, J. Exp. Med. 198 (2003) 315-324; Burgess, J.K,, y otros, J.
Allergy Clin. Immunol. 113 (2004) 883-689; Hoshino, A., y ofros, Eur. J. immunol.
33 (2003) 861-869; Arestides, R.S., y otros, Eur. J Immunol. 32 (2002) 2874-2880;
Nohara, C, y otros, J. Immunol. 188 (2001) 2108-2115; Weinberg, A.D., y otros, J.
immunol. 162 (1968) 1818-1826; Higgins, L.M., y ofros, J. Immunol. 162 (19980)
486-493; Humphreys, |.R., y otros, J. Exp. Med. 198 (2003) 1237-1242; Akiba, H.,
y otros, J. Exp. Med. 191 (2000) 375-380; Ishii, N., y otros, Eur. J. Immunol. 33
(2003) 2372-2381; Blazar, B.R., y otros, Blood 101 (2003) 3741-3748; Tsukada,
N., y otros, Blood 95 (2000) 2434-2439; Akiba, H., y otros, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 251 (1898) 131-138. '

Los anticuerpos en contra del OX40L han sido investigados por sus efectos anti-
inflamatorios en diversos modelos de enfermedad (Sugamura, K., y otros, Nat.
Rev. Imnmunol. 4 (2004) 420-431).

Tanaka, Y., y otros, Int. J. Cancer 36, (1985) 548-555; Tozawa, H., y otros, Int. J.
Cancer 41 (1988) 231-238; y Miura, S., y otros, Mol. Cell. Biol. 11 (1891) 1313-
1325 describen anticuerpos monocionales en ratones llamados TARM-34 y TAG-
34 que reaccionan con antigenca de superficie de lineas de linfocitos humanos
que llevan un virus de leucemia de células T humanas del tipo | (HTLV-I). El
anticuerpo TAG-34 se encuentra comerciaimente disponible de MBL Intenational
Corporation. El TAG-34 se une también al OX40L.

Resumen de la Invencion
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La invencién se relaciona con un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo
monocional, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L, contiene
una parte Fc de origen humano y no se une al factor C1q del complemento
humano y/o al receptor del Fcy humano sobre células NK.

La invencibn se relaciona ademés con un anticuerpo, preferiblemente un
anticuerpo monoclonal caracterizado porque dicho anticuerpo contiene una parte
Fc de origen humano, se une a OX40L y a OX40L desnaturalizado (en una
inmunoelectrotransferencia (Westemn Blot)) en una concentracién de anticuerpos
de 100 ng. Este anticuerpo se une al mismo epitopo del polipéptido OX40L como
¢l epitopo al cual &8 une el anticuerpo monocional LC.001. Tales anticuerpos son,
por ejemplo, LC.001, LC.033 y LC.060. Estos anticuerpos son preferiblemente del
tipo IgG1 humano (tipo natural) o no se unen al factor C1q del complemento
humano y/o al receptor del Fcy humano en células NK.

La invencién se relaciona ademas con un anticuerpo que se une al OX40L
caracterizado porque comprende una cadena variable ligera y una cadena
variable pesada, caracterizado porque la cadena variable pesada comprende
CDR1, CDR2 y CDR3 caracterizado porque CDR3 es seleccionada a partir de
SEQ ID NOs: 33-38. Es especiaimente preferido que CDR1 sea seleccionada a
partir de SEQ ID NOs: 21-25, CDR2 sea seleccionada a partir de SEQ ID NOs:
26-32 y CDR3 sea seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 33-38.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque comprende una cadena variable ligera y una cadena variable pesada,
caracterizado porque la cadena variable ligera comprende CDR1, CDR2 y CDR3
caracterizado porque CDR3 es seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 51-57. Es
especiaiments preferido que CDR1 sea seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 39-
44, CDR2 sea seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 45-50.y CDR3 sea
seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 51-57.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblements caracterizado
porque comprende una cadena variable pesada y una cadena variable ligera,
caracterizado porque la cadena variable pesada comprende CDR1, CDR2 y CDR3
caracterizado porque COR3 de la cadena pesada es seleccionada a partir de SEQ
ID NOs: 33-38 y CDR3 de la cadena ligera es seleccionada a partir de SEQ ID

qlr
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NOs: 51-57. Es especiaimente preferido que la cadena variable pesada
comprenda CDR1 seleccionada a partr de SEQ ID NOs: 21 -25, CDR2
seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 26-32 y CDR3 seleccionada a partir de
SEQ ID NOs: 33-38 y la cadena variable ligera comprenda CDR1 seleccionada a
partir de SEQ ID NOs: 39-44, CDR2 seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 45-50
y CDR3 seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 51-57.

Todas las CDRs son seleccionadas, de manera independiente, de una a otra pero
automaticamente de forma tal que el anticuerpo se una a OX40L. Por lo tanto, las
CDRs de cadenas ligera y pesada del mismo anticuerpo LC pueden ser
combinadas o las CDRs de cadena ligera de LC.001 con las CDRs de cadena
pesada de LC.001, LC059 o LC.083. Las CDRs en cada cadena son separadas
por medio de aminoacidos marco.

El anticuerpo, de acuerdo con la invencién, es preferiblemente caracterizado
porque el anticuerpo comprende CDRs seleccionadas, de manera independiente,
a partir del grupo que consiste de

a) las CDRs de cadena variable ligera (V.) de secuencia de aminodcidos SEQ
ID NO:1 y las CDRs de cadena variable pesada (Vi) de SEQ ID NO:2;

b) las CDRs de cadena variable ligera de secuencia de aminoécidos SEQ ID
NO:3 y las CDRs de cadena variable pesada de SEQ ID NO:4;

c) las CDRs de cadena variable ligera de secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO:5 y ias CDRs de cadena variable pesada de SEQ ID NO:6;

d) las CDRs de cadena variable ligera de secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO:7 y las CDRs de cadena variable pesada de SEQ ID NO:8;

e) las CDRs de cadena variable ligera de secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO:9 y las CDRs de cadena variable pesada de SEQ ID NO: 10;

f) las CDRs de cadena variable ligera de secuencia de aminoécidos SEQ ID
NO:11 0 16 y las CDRs de cadena variable pesada de SEQ ID NO: 12;

g) el dominio de la cadena variable ligera (V) definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:1 y el dominio de la cadena variable pesada (Vy)
definido por SEQ ID NO: 17;

h) el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:18 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO: 19;
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el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO:1 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO:20;

o un fragmento de los mismos que se une a OX40L.

El anticuerpo de acuerdo con la invencidon es preferiblemente caraclnrizndb
porque dicho anticuerpo comprende una region variable seleccionada, de manera
independiente, a partir del grupo que consiste de

a)

b)

c)

d)

@

h)

el dominio de la cadena variable ligera (V)) definido por la secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO:1 y el dominio de la cadena variable pesada (Vi)
definido por SEQ 1D NO:2;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:3 y el dominic de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO:4;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:5 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO:6;

el dominio de la cadena variable ligera definido por ia secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:7 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO:8;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:9 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO: 10;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 11 o 18 y el dominio de la cadena variable
pesada definido por SEQ 1D NO: 12;

el dominio de la cadena variable ligera (Vi) definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:1 y el dominio de la cadena variable pesada (Vj)
definido por SEQ ID NO: 17;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ 1D NO: 18 y el dominio de la cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO: 19;

el dominio de la cadena variable ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:1 y el dominio de [a cadena variable pesada
definido por SEQ ID NO:20;
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o un fragmento de los mismos que se une a OX40L.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque la region variable de la cadena ligera humana comprende una secuencia
de aminodcidos seleccionada, de manera independiente, a partir del grupo que
consiste de SEQIDNO: 1, 3,5,7,9, 11, 16y 18.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblemente caracterizado
porque la region variable de la cadena pesada humana comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada, de manera independiente, a partir del grupo que
consiste de SEQ ID NO: 2, 4, 8, 8, 10, 12, 17, 19y 20.

Las regiones CDR de las cadenas pesada y ligera son moatradas en SEQ ID NO:
21-38 y 39-57.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque el anticuerpo comprende el dominio de la cadena variable ligera definido
por la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1 y el dominio de la cadena variable
pesada definido por SEQ ID NO:2, 17 0 20.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque la region constante de la cadena pesada humana comprende una
secuencia de aminoécidos seleccionada, de manera independiente, a partir del
grupo que consiste de SEQ ID NO: 14 y 15 o la regidn constante de la cadena
pesada SEQ ID NO:58.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque el anticuerpo comprende una regién constante de la cadena ligera-x de
SEQ ID NO: 13 o la region constante de cadena ligera de SEQ ID NO:61, 65 o 66.

Preferiblemente un anticuerpo de acuerdo con la invencién es caracterizado por

unirse al OX40L y por ser de la clase IgG1 humana (tipo naturql) y comprende

como cadena pesada y la SEQ ID NO: 58, 62 o 66. Especialmente preferido es un

anticuerpo que comprende como

a) cadena pesada v la SEQ ID NO:58 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:61,
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b) cadena pesada y la SEQ ID NO:62 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:65 o0

c) cadena pesada y la SEQ ID NO:66 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:69.

Una realizacién adicional de la invencién es un anticuerpo que se une al OX40L,
caracterizado porque este es producido por medio de la linea celular hu-
Mab<hOX40L>LC.001, hu- Mab<hOX40L>LC.005, hu-Mab<hOX40L>LC.010, hu-
Mab<hOX40L>LC.018, hu-Mab<hOX40L>LC.029 o hu-Mab<hOX40L>LC.033.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblemente un anticuerpo
quimérico, humano o humanizado.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblements caracterizado
porgue se une al OX40L con un valor K, de menos de 10° M (1072 a 10® M), mas
preferiblemente por un rango Kp de 102 a 10® M en un ensayo BlAcore.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion preferiblements inhibe la interaccién del
OX40L con OX40 en un ELISA empleando OX40L inmovilizado (preferiblemente
OX40L biotinilado inmovilizado sobre una superficie de streptavidina) a una
concentraciéon de recubrimiento de 0.5 pg/ml con un valor IC50 de no méas de 4
nM. Mas preferido es el valor IC50 en el rango de 1 a 4 nM.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblements caracterizado
porque la ausencia de unién del anticuerpo al factor C1q del complemento se
refiere a una medida de ensayo de ELISA en donde la unién méxima (Bmax) del
anficuerpo a una concentracién de 10 ug/ml al Ciq es 30% o inferior,
preferiblemente 20% o inferior comparada con el anticuerpo LC.001.
Preferiblemente el anticuerpo no se une a FcyRI, FcyRIIA y/o FeyRINA humanos.
Especialmente preferido, el anticuerpo no se une al receptor del Fey humano en
las células efectoras NK.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblements caracterizado
porque la ausencia de unién del anticuerpo al receptor del Fcy en células NK se
refiere al ensayo en donde la unibn méxima (Bmax) del anticuerpo a una
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concentracién de 20 ug/ml a células NK es 20% o inferior, preferiblemente 10% o
inferior comparada a la Bmax del anticuerpo LC.001.

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque este no se une al FcyRl. Esto significa que el anticuerpo es caracterizado
por un valor EC50 el cual es cinco veces o més, preferiblements siete veces o
méas, tal como ocho veces o0 mas comparada con el valor EC50 de LC.001,
cuando es medido en un ensayo de prueba de unién del anticuerpo en una
concentracién que oscila entre 0.078 - 10 ug/ml para una célula de linfoma de
célula B que carece de FcyRIIA y FeyllB, pero que expresa el FeyRI recombinante.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblemente caracterizado por
ser un anticuerpo 1gG4 o un anticuerpo lgG1 que comprende al menos una
mutacién de aminodcido, preferiblemente en la parte Fc humana, que causa la
ausancia de unién al factor C1q del complemento y/o la ausencia de unién al
receptor del Fcy humano en células NK.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblemente caracterizado
porque este no activa el factor C3 del complemento.

E! anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado por
ser de la subclase IgG4 humano. En una realizacion adicional preferida de la
invencién, el anticuerpo es caracterizado por ser de cualquier clase IgG,
preferiblemente siendo IgG1 o IgG4, que contiene al menos una mutacidn en
E233, L234, L235, G238, D270, N297, E318, K320, K322, A327, A330, P331 y/o
P329 (numerado de acuerdo con el indice EU). Especiaimente preferido son las
mutaciones de IgG1 PVA238, L234A/L235A y/o GLPSS331 asl como la mutacion
de IgG4 L235E. Es ademéas preferido que el anticuerpo de la subclase IgG4
contenga la mutacién S228P o la mutacion S228P y L235E (Angal, S., y otros,
Mol. Immunol. 30 (1993) 105-108).

Por lo tanto, el anticuerpo de acuerdo con la invenciéon es preferiblements un
anticuerpo de la subclase IgG1 humano, que contiene una o réas mutaciones de
PVA238, GLPSS331 y/o L234AN_235A (numerado de acuerdo con el Indice EU).

A4
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Preferiblemente el anticuerpo de acuerdo con la invencién es caracterizado
porque se une al OX40L, siendo de la clase IgG1 que contiene la mutacion
L234A/1235A y comprende como la cadena pesada y SEQ ID NO: 59, 83 o 87.

Especialmente preferido es un anticuerpo que comprende como _
a) cadena pesada y SEQ ID NO:59 y como cadena ligera kappa la SEQ ID

NO:81,

b) cadena pesada y SEQ ID NO:83 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:65 o

c) cadena pesada y SEQ ID NO:87 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:88.

Preferiblemente el anticuerpo de acuerdo con la invencidn caracterizado por ser
de la clase IgG4 que contiene la mutacién S228P comprende como la cadena
pesada y la SEQ ID NO: 60, 64 o0 68.

Especiaimente preferido es un anticuerpo que comprende como
a) cadena pesada y la SEQ ID NO:60 y como cadena ligera kappa la SEQ ID

NO:61,

b) cadena pesada y la SEQ ID NO:64 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:65 o

©) cadena pesada y la SEQ ID NO:68 y como cadena ligera kappa la SEQ ID
NO:68.

El anticuerpo de acuerdo con la invencion es preferiblemente caracterizado
porque este no induce la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).

El anticuerpo de acuerdo con la invencién es preferiblemente caracterizado
porque este no induce la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC).

La invencion por lo tanto, comprende anticuerpos anti-OX40L o cadenas sencillas
pesadas o ligeras caracterizadas por sus CDRs, regiones variables, secuencias
completas de aminoécidos o hibridomas y el cual comprende ninguna parte de Fc
o cualquier tipo of parte Fc, preferiblemente IgG1 Fc humano o igG4 Fc humano,
ya sea sin modificar de origen humano o modificado por medio de las anteriores
mutaciones mencionadas.
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La invencién, por lo tanto, también comprende anticuerpos, preferiblements
anticuerpos monoclonales, caracterizado porque dicho anticuerpos se unen
OX40L, contiene una parte Fc de origen humano y no se unen al factor C1q del
complemento humano y/o al receptor del Fcy humano en células NK, por ser de
tipo IgG4 humano o de IgG1 humano o IgG4 humano ambos modificados por
medio de las anteriores mutaciones mencionadas. La invencidn, por lo tanto,
también comprende anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales,
caracterizado porque dicho anticuerpos se unen a OX40L y a OX40L
desnaturalizado (en una inmunoelectrotransferencia (Westerm Blot)) en una
concentracion de anticuerpos de 100 ng. Este anticuerpo se une al mismo epitopo
del polipéptido OX40L como el epitopo al cual se une el anticuerpo monoclonal
LC.001. Los anticuerpos comprenden ninguna parte de Fc o cualquier tipo de
parte Fc, preferiblemente IgG1 humano o IgG4 humano, ya sea tipo natural o
modificado por medio de las anteriores mutaciones mencionadas.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion tienen propiedades nuevas e
inventivas que causan un beneficio un beneficio para un paciente con la
necesidad de una terapia con anticuerpos en contra de OX40L, especiaimente
para un paciente que sufre de trastomos inflamatorios, especiaimente de artritis
reumatoide, asma alérgica, y GvHD en transplante (ver también Sugamura, K., y
otros, Nat. Rev. Immunol. 4 (2004) 420-431).

Una realizacién adicional de la invencién es una molécula de dcido nucieico que
codifica una molécula de anticuerpo, una cadena variable o un dominio CDR de
los mismos de acuerdo con la invencién.

En una realizacidn preferida de la invencién el anticuerpo es un Fab, F(ab'): o un
fragmento de cadena sencilla.

Una realizacién adicional de la invencién es un vector que comprende la molécula
de acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Una realizacién adicional de la invencion es una célula anfitridn que comprende el
vector de acuerdo con la invencion.
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Una realizacién adicional de la invencién es un método para la preparacién de un
anticuerpo de acuerdo con la invencién que comprende cultivar la célula anfitrién
de acuerdo con la invencidn bajo condiciones que permiten la sintesis de dicha
moiécula de anticuerpo y recuperar dicha molécula de anticuerpo a partir de dicho
cultivo.

Una realizacién adicional de la invencién es una composicién, preferiblemente una
composicidn farmacéutica o una de diagnéstico del anticuerpo de acuerdo con la
invencion. Una realizacién adicional de la invencibn e8 una composicién
farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencion y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una realizacién adicional de la invencién es un método para e! tratamiento de un
paciente con necesidad de terapia, caracterizado por administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo de acuerdo con la invencion.

Una realizaciéon adicional de la invencién es el uso de un anticuerpo de acuerdo
con la invencibn para terapia, preferiblements para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, especialments para el tratamiento y/o prevencién de
artritis reumatoide, asma y GvHD (enfermedad de injerto contra anfitrién).

Una realizacién adicional de la invencion es el uso de un anticuerpo de acuerdo
con la invencién para la preparacién de un medicamento para la profilaxis y/o
tratamiento de trastomos inflamatorios, preferiblemente para el tratamiento of
artritis reumatoide, asma y GvHD.

Una realizacién adicional de la invencién es un kit de diagnéstico que comprende
un anticuerpo de acuerdo con la invencién, una molécula de écido nucleico de
acuerdo con la invencién, un vector de acuerdo con la invencién o una célula
anfitrién de acuerdo con la invencién.

Descripcién Detallada de la Invencion

El término "OX40L" se refiere a una protelna de membrana tipo |l que pertenece

a la familia de ligandos TNF. Los nombres adicionales son receptor ACT-4,
CD134L, gp34 o TNF4_Humano. Esta tiene un peso molecuiar de 34 KDa y es
almacenada en SwissProt con el nimero de acceso P23510.
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El término "OX40" se o.torga al receptor el cual se une a OX40L. Este es una
proteina de ‘membrana del tipo | que pertenece a ia familia de receptores TNF.
Loa nombres adicionales son ACT- 4, receptor OX40L, antigeno CD134, antigeno
ACT35, TNR4_Humano. Este tiene un peso molecular de 50 kDa y es
almacenado en SwissProt con el nimero de acceso P43480.

El término "anticuerpo”™ abarca las diversas formas de los anticuerpos,
preferiblemente anticuerpos monoclonales que incluyen pero no estén limitados a
anticuerpos enteros, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos humanos,
anticuerpos quimeéricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos modificados
mediante ingenieria genética (anticuerpos variantes o mutantes) siempre que las
propiedades caracteristicas de acuerdo con ’ la invencién se conserven.
Especiaimente preferidos son los anticuerpos monocionales humanos o
humanizados, especiaimente como anticuerpos humanos recombinantes.

Los témminos ‘“anticuerpo monocional® o ‘“composicion de anticuerpos
monocionales” tal como se emplean aqui se refieren a una preparacion de la
molécula de anticuerpos de una composicion sencilla de aminoécidos.

El tdrmino "anticuerpo quimérico”™ se refiere a un anticuerpo monoclonal que
comprende una region variable, esto es, la regién de unién, proveniente de una
fuente o especies y al menos una porcién de una regién constante derivada de
una fuente diferente o especies, usuaimente preparada por medio de técnicas
recombinantes de ADN. Los anticuerpos quiméricos que comprenden una regién
murina variable y una regidn humana constante son preferidos. Otras formas
preferidas de los "anticuerpos quiméricos” abarcados por |la presente invencion
son aquellas en las cuales la regidn constante ha sido modificada o cambiada con
respectoc a aquella del anticuerpo original para generar lae propiedades de
acuerdo con la invencién, espacialmente con respecto a la unién del C1q y/o la
unién al receptor del Fc (FcR). Tales anticuerpos quiméricos también son referidos
como "anticuerpos conmutadoe de clase.”" Los anticuerpos quimeéricos son el
producto de genes de inmunoglobulina expresados que comprenden segmentos
de ADN que codifican regiones variables de inmunoglobulina y segmentos de
ADN que codifican regiones constantes de inmunoglobulina. Los métodos para
producir anticuerpos quiméricos que involucran las tcnicas convencionales de
ADN recombinante y de transfeccién de genes son bien conc;cidas en la técnica.
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Ver, por ejemplo, Morrison, S.L., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de
América 81 (1984) 6851-8855; Patentes de Estados Unidos Nos. 5,202,238 y
5,204 244,

El témino "anticuerpo humanizado” se refiere a anticuerpos en los cuales la
estructura o las "regiones que determinan la complementariadad " (CDR) han sido
modificadas para comprender la CDR de una inmunogilobulina de especificidad
diferente cuando se compara con aquella de la inmunoglobulina precursora. En
una realizacién preferida, una CDR murina es injertada dentro de la regién marco
de un anticuerpo humano para preparar el "anticuerpo humanizado." Ver, por
ejemplo, Riechmann, L., y otros, Nature 332 (1988) 323-327; y Neuberger, M.S., y
otros, Nature 314 (1885) 268-270. Las CDRs particularmente preferidas
commesponden & aquellas que representan secuencias que reconocen los
antigenos anotados anteriormente para los anticuerpos quiméricos vy
bifuncionales. Otras formas de "anticuerpos humanizados” abarcados por la
presente invencion son aquellas en las cuales la regién constante ha sido
adicionaimente modificada o cambiada con respecto a aquella del anticuerpo
original para generar las propiedades de acuerdo con la invencion, especiaimente
con respecto a la unién del C1q y/o a la unién al receptor del Fc (FcR).

El! término "anticuerpo humano”, tal como se emplea aqul, tiene la intencién de
incluir anticuerpos que tengan regiones variables y constantes derivadas de
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos son bien conocidos en el estado de la técnica (van Dijk, M.A., y van de
Winkel, J.G., Cumr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 388- 374). Los anticuerpos
humanos también pueden ser producidos en animales transgénicos (por ejemplo,
ratones) que son capaces, con la inmunizacion, de producir un repertorio completo
o una seleccion de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de
inmunoglobulina enddégena. La transferencia del conjunto de genes de
inmunogliobulina de linea germinal humana en tales ratones mutantes de linea
germinal resultara en la produccién de anticuerpos humanos con el ataque de los
antigenos (ver, por ejemplo, Jakobovits, A., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos de América 90 (1993) 2551- 2555; Jakobovils, A., y otros, Nature 362
(1883) 255-258; Bruggemann, M., y otros, Year Immunol. 7 (1883) 33-40). Los
anticuerpos humanos también pueden ser producidos en bibliotecas de
presentacién de fagos (Hoogenboom, H.R., y Winter, G., J. Mol. Biol. 227 (1982)
381- 388; Marks, J.D., y ofros, J. Mol. Biol. 222 (1891) 581-587). Las técnicas de
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Cole y otros y Boemer y otros también estan disponibles para la preparacion de
anticuerpos monocionales humanoe (Cole y otros, Monocional Antibodies and
Cancer Therapy (Anticuerpos Monoclonales y Terapia de Céncer), Alan R. Liss, p.
77 (1985); y Boemer, P., y otros, J. Immunol. 147 (1891) 86-95). Como ya se
menciond para los anticuerpca quiméricos y humanizados, de acuerdo con la
invencion, el tdrmino "anticuerpo humano" tal como se emplea aqul también
comprende tales anticuerpos que son modificados en la regién constante para
generar |as propiedades de acuerdo con la invencion, especiaimente con respecto
a la unidn del C1q y/o la unién al FcR, por ejemplo, por medio de “conmutacién de
clase®, esto es, el cambio o la mutacién de las partes Fc (por ejemplo, de IgG1 a
IpG4 ylo mutacién IgG1/igG4). Ademds, la invencién comprende anticuerpos
monocionales humanos en contra de OX40L los cuales se unen al C1q y/o al FcR.
Tales anticuerpos humanos se caracterizan por una alta selectividad por el OX40L
humano frente al OX40L de ratén (>30 veces menor la unién al OX40L de ratéon
que al OX40L humano) y no exhiben unidn no especifica al TNFa o CD40L hasta
una concentracion de 500 nM. Tales anticuerpos son (tiles para la generacién de
anticuerpos que no se unen al C1q y/o FcR.

El témino "anticuerpo humano recombinante”, tal como se smplea agui, tiene la
intencién de incluir todos los anticuerpos humanos que son preparados,
expresados, creadoe © aislados por medios recombinantes, tal como los
anticuerpos aislados de una célula anfitrién tal como una céiula NSO o CHO o de
un animal (por ejemplo, un ratdén) que es transgénico para los genes de
inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados empleando un vector de
expresién recombinante transfectado dentro de una célula anfitrion. Tales
anticuerpos recombinantes humanocs tienen regiones variables y constantes en
una forma reameglada. Los anticuerpos recombinantes humanos de acuerdo con
la invencion han sido sometidos a una hipermutacion somética in vivo. Asl, las
secuencias de aminoécidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos
recombinantes son secuencias que, si bien son derivadas de y relacionadas con
las secuencias VH y VL de la linea germinal humana, pueden no existir de manera
natural dentro del repertorio de linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

La "regi6n variable” (regin variable de una cadena ligera (VL), regién variable de
una cadena pesada (VH)) tal como se emplea aqui indica cada uno de los pares
de cadena ligera y pesada que estd involucrado directamente en la unién del
anticuerpo al antigeno. Los dominios de las cadenas ligera y pesada variables
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humanas tienen la misma estructura general y cada dominio comprende cuatro
regiones marco (FR) cuyas secuencias son ampliaments conservadas,
conectadas por tres “hiperregiones variables” (0 regiones que determinan la
complementariedad, CDRs). Las regiones marco adoptan una conformacién en
hoja B y las CDRs pueden formar ciclos que conecian la estructura de hoja p. Las
CDRs en cada cadena son mantenidas en sus estructuras tridimensionales por las
regiones marco y forman junto con las CDRs de la otra cadena el sitio de union
del antigeno. Las regiones CDR3 de cadenas pesada y ligera de los anticuerpos
juegan un papel particularmente importante en la especificidad/afinidad de unién
de los anticuerpos de acuerdo con la invencién y por lo tanto, proporcionan un
objeto adicional de la invencion.

Los términos “hiperregion variable” o "porcion de unidn al antigeno de un
anticuerpo” cuando se emplean aqul se refieren a los residuos de amino#cidos de
un anticuerpo que son responsables por la unién al antigeno. La hipermegion
variable comprende residuos de aminodcidos provenientes de las "regiones que
determinan la complementariedad” o "CDRs". Las regiones "Marco” o "FR" son
aquellas regiones de dominio variable aparte de los residucs de las hipemegiones
varigbles como se definen aqui. Por lo tanto, las cadenas ligera y pesada de un
anticuerpo comprenden del N- al C-terminal los dominios FR1, CDR1, FR2, COR2,
FR3, CDR3, y FR4. Las CDRs en cada cadena son separadas por medio de tales
aminoéacidos marco. Especiaimente, la CDR3 de la cadena pesada es la region
que més confribuye a la unién al antigeno. Las regiones CDR y FR son
determinadas de acuerdo con la definicién estdndar de Kabat y ofros, Sequences
of Proteins of Immunological Interest (Secuencias de Proteinas de Interés
Inmunolégico), 5* Ed., Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991).

El t&rmino "acido nucleico o0 molécula de dcido nucleico”, tal como se ampleﬁ
aqul, tiene la intencién de incluir moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una
molécula de #cido nucleico puede ser de hebra uUnica o de hebra doble, pero
preferiblemente es ADN de hebra doble.

El dcido nucleico es "operablemente conectado" cuando este es colocado dentro
de una relacién funcional con otra secuencia de écido nucleico. Por ejemplo, el
ADN para una prasecuencia o lider secretorio es operablemente enlazado al ADN
para un polipéptido si este es expresado como una preprotelna que participa en la
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secrecion del polipéptido; un promotor o intensificador es operablemente enlazado
a una secuencia codificadora si este afecia la transcripcién de la secuencia; o un
sitioc de unidn de un ribosoma es operablemente enlazado a una secuencia
codificadora si este es ubicado a fin de facilitar la traslacion. Generaimente,
"operablemente enlazado™ significa que las secuencias de ADN que estdn
enlazadas son contiguas, y, en el caso de un lider secretorio, contigua y en el
marco de lectura. Sin embargo, los intensificadores no tienen que estar contiguos.
El enlazamiento es realizado por medio de ligacidn en los sitios de restriccion
convenientes. Si tales sitios no existen, los adaptadores o enlazadores
oligonucleotidos sintéticos son empleados de acuerdo con la practica
convencional.

Tal como se emplean aqul, las expresiones "célula," "linea celular,” y "cultivo
celular" son empleadas de manera intercambiable y todas esas denominaciones
incluyen la progenie. Asl, las palabras “transformantes” y "células fransformadas”
incluyen la célula objeto primaria y los cultivos derivados de ella sin tener en
cuenta el nimero de transferencias. También se entiende que toda la progenie
puede no ser precisamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones
deliberadas o inadvertidas. La progenie variante que tiene la misma funcién o
actividad bioldgica como se eligid en la célula originaimente transformada esta
incluida. En donde la intencién eran distintas denominaciones, elio seré claro a
partir del contexto.

Los “dominios constantes” no estdn involucrados directamente en la unién de un
anticuerpo a un antigeno, pero exhiben diversas funciones efectoras. .
Dependiendo de la secuencia de aminoécidos de la regién constante de sus
cadenas pesadas, los anticuerpos o inmunoglobulinas se dividen en las clases:
igA, igD, IgE, 1gG y igM, y varias de estas puede ser ademés divididas en
subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, y IgG4, IgA1 y IgA2. Las
regiones constantes de cadena pesada que comesponden a las diferentes clases
de inmunoglobulinas son llamadas «, €, v, ¥y 4, respectivaments. Los anticuerpos,
de acuerdo con la invencién, son preferiblemente del tipo igG.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién contienen como parte Fc,
preferiblemente una parte Fc derivada de origen humano y preferiblemente todas
las otras paries de las regiones constantes humanas. La parte Fc de un
anticuerpo estd directamente involucrada en la activacién del complemento, la
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unién al C1q, activacion del C3 y unién al receptor del Fc. Si bien la influencia de
un anticuerpo sobre el sistema del complemento es dependiente de ciertas
condiciones, la unién al C1q es causada por sitios de unién definidos en la parte
Fc. Tales sitios de unién son conocidos en el estado de ia técnica y descritos, por
ejempio, por Lukas, TJ., y otros, J. Immunol. 127 (1981) 2555-2580; Brunhouse,
R., y Cebra, J.J., Mol. immunol. 16 (1978) 807-817; Burton, D.R., y otros, Nature
288 (1980) 338-344; Thommesen, J.E., y otros, Mol. Immunol. 37 (2000) 995-
1004; |dusogie, E.E., y otros, J. Immunol. 164 (2000) 4178- 4184; Hezareh, M., y
otros, J. Virol. 75 (2001) 12161-12168; Morgan, A., y otros, Immunology 88 (1895)
318-324; y EP 0 307 434. Taies sitios de union son, por ejemplo, L234, L235,
D270, N287, E318, K320, K322, P331 y P329 (numerado de acuerdo con el Indice
EU de Kabat, véase mas abajo). Los anticuerpos de la subclase IgG1, IgG2 e
IgG3 usuaimente muestran activacién del complemento, unién al C1q y activacién
del C3, mientras que IgG4 no activan el sistema del complemento, no se unen al
C1q y no activan C3. Tal como se emplea aqul, el tdrmino "parte Fc derivada de
origen humano y no se une al factor C1q del complementc humano y/o al receptor
de Fcy humano en células NK" significa una parte Fc que es ya sea una parte Fc
de un anticuerpo humano de la subclase IgG4 o una parnte Fc de un anticuerpo
humano de la subclase IgG1, IgG2 o igG3 el cual es modificado de tal forma que
la unién al C1q, la activacién del C3 y/o la unién al FeR, como se definen més
abajo, no pueden ser detectadas. Una "parte Fc de un anticuerpo®™ es un término
bien conocido por la persona versada en la materia y definido con base en la
escisién con papaina de los anticuerpos. Preferiblemente la parte Fc es una parte
Fc humana y especiaimente preferido ya sea de la subclase IgG4 humana,
preferiblemente mutada en la regién de pivoteo (por ejemplo, S228P y/o L235E) o
una parte Fc muiada de la subclase IgG1 humana. Las mas preferidas son las
partes Fc que comprenden regiones constantes de cadena pesada seleccionadas
pariir de las regiones mostradas en SEQ ID NO: 14 y 15 o incluidas en SEQ ID
NO:58, 59, 60, SEQ ID NO: 14 con mutaciones L234A y L235A o SEQ ID NO: 15
con mutacion S228P o mutaciones $228P y L235E.

La presents invencion se refiere a un anticuerpo que se une al OX40L y no se une
al factor C1q del complemento, y/o al receptor del Fc. En una realizacion preferida
de la invencion, estos anticuerpos no inducen la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y/o la citotoxicidad celular dependients del anticuerpo
(ADCC). Preferiblements, este anticuerpo estd caracterizado porque este se une
al OX40L, contiene una parte Fc derivada de origen humano y no se une al factor
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C1q del complemento. Més preferiblemente, este anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal humano o humanizado. Las funciones efectoras mediadas por la
parte Fc de la regién Fc del anticuerpo se refieren a funciones efectoras que
actuan después de la unién de un anticuerpo a un antigeno (estas funciones
involucran la activacion de la cascada y/o la activacion celular por un receptor del
Fc).

La funcién de la cascada del complemento puede ser evaluada por el ensayo
CHS50. Glébulos rojos de oveja sensibilizados con anticuerpos anti-gldbulos rojos
(EA) eon adicionados al suero de ensayo para activar la ruta clésica resultando en
hemélisis. El volumen de suero necesitado para lisar el 50% de los glébulos rojos
determina la unidad CH50. El AP-CH50 mide las rutas attemativa y la terminal. El
procedimiento es similar solo que se emplean glébulos rojoe de conejo. La ruta
alternativa es activada con la adicion de suero de ensayo.

El C1q y dos proteasas de serina, C1r y C1s, forman el complejo C1, el primer
componente de la ruta de la citotoxicidad dependients del complemento (CDC).
Para activar la cascada del complemento, el Ciq se une a al menos dos
moléculas de IgG1 o una molécula de IgM, sujeta al blanco antigénico (Ward,
E.S., y Ghetie, V., Ther. Immunol. 2 (1965) 77-94). Burton, D.R., describié (Mol.
Immunol. 22 (1985) 181-208) que la regién de la cadena pesada que comprende
los residuos de aminoacido 318 a 337 esia siendo involucrada en la fijacion del
complemento. Duncan, AR., y Winter, G. (Nature 332 (1988) 738-740),
empleando la mutagénesis dirigida al sitio, informaron que Glu318, Lys320 y
Lys322 forman el sitic de union para el C1q. El papel de los residuos Giu318,
Lys320 y Lys 322 en la unién del C1q fue confiimado por la capacidad de un
péptido sintético corto que contiene estos residuos para inhibir la lisis mediada por
el complemento.

El tdrmino "citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)" se refiere a la lisis
del OX40L que expresa las células endoteliales humanas por el anticuerpo de
acuerdo con la invencion en la presencia del complemento. La CDC es medida
preferiblemente por el tratamiento del OX40L que expresa las células endoteliales
humanas con un anticuerpo de acuerdo con la invencién en la presencia del
complemento. Las células son preferiblemente etiquetadas con caicelna. La CDC
es hallada si el anticuerpo induce la lisis de 20% o mds de las células blanco a
una concentracién de 30 ug/ml. Los inventores han encontrado que la unién
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reducida al factor C1q del complemento en un ensayo ELISA es esencial para las
propiedades de los anticuerpos de acuerdo con la invencién. En tal ensayo en
principio una placa de ELISA es recubieria con rangos de concentracién del
anticuerpo, al cual se adiciona C1q humano o suero humano purificados. La unién
al C1q es detectada por medio de un anticuerpo dirigido contra el C1q seguido por
un conjugado etiquetado con peroxidasa. La deteccién de la uniéon (unién méxima
Bmax) es medida como densidad dptica a 405 nm (OD405) para el sustrato de
peroxidasa ABTS® (2,2-azino-di{3-etilbenztiazolina-8-sulfonato  (8)]. Por
consiguiente, la presente invencién se refiere a un anticuerpo, caracterizado
porque la ausencia de unién del anticuerpo al factor C1q del complemento se
refiere a dicha medida del ensayo ELISA en donde la unién maxima (Bmax) del
C1q a un anticuerpo, de acuerdo con la invencién, a una concentraciéon de 10
pg/mi del anticuerpo es 20% o inferior de la Bmax observada con el anticuerpo
LC.001, preferiblemente 10% o inferior.

Es adicionalments preferido, que un anticuerpo, de acuerdo con la invencién,
exhiba una activacion reducida del factor C3 del complemento en un ensayo
ELISA. El ensayo es llevado a cabo en ila misma forma que el ensayo de C1q. En
tal ensayo en principio una placa de ELISA es recubierta con rangos de
concentracion del anticuerpo, al cual se adiciona suero humano. La unién del C3
es detectada por medio de un anticuerpo dirigido contra C3 seguido por un
conjugado etiquetado con peroxidasa. La deteccién de la unién (unién méxima
Bmax) es medida como densidad optica a 405 nm (OD405) para el sustrato de
peroxidasa ABTS®. Por consiguients, la presents invencién se refiere a un
anticuerpo, caracterizado porque la ausencia de unién del anticuerpo al factor C3
del complemento se refiere a dicha medida del ensayo ELISA en donde la unién
maxima (Bmax) de C3 al anticuerpo a una concentracidn de 10 pg/mi del
anticuerpo es 10% de Bmax del anticuerpo LC.001 preferiblemente 5% o inferior.

El término "la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC)” es una
funcién mediada por I8 unién al receptor del Fc y se refiere a la lisis del OX40L
que expresa células blanco por medio de un anticuerpo, de acuerdo con la
invencién, en la presencia de células efectoras. La ADCC es medida
preferiblemente por medio del tratamiento de una preparacién de OX40L que
expresa células eritroides (por ejemplo, células K562 que expresan el OX40L
humanc recombinante) con un anticuerpo, de acuerdo con la invenciéon, en la
presencia de céiulas efectoras tales como las PBMC (células mononucieares
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sanguineas periféricas) recién aisladas o células efectoras purificadas
provenientes de cubiertas amarillas, como monocitos o células NK (asesino
natural). Las células blanco son etiquetadas con 5'Cr y postariormente incubadas
con los anticuerpos. Las células etiquetadas son incubadas con células efectoras
y el sobrenadante es analizado por el *'Cr liberado. Los controles incluyen la
incubacion de las células blanco endoteliales con las células efectoras pero sin el
anticuerpo. La capacidad de los anticuerpos para inducir las etapas iniciales que
median la ADCC fue investigada por medio de la medida de sus uniones a los
receptores Fcy que expresan células, tales como células, que expresan de manera
recombinante FcyRl y/o FeyRIIA o células NK (que expresan esenciaimente
FcyRIIIA). Preferiblemente, la union al FcyR en células NK es medida. Las
funciones efectoras de unidon al receptor del Fc pueden ser mediadas por la
interaccién de la regién Fc de un anticuerpo con receptores del Fc (FcRs), los
cuales son receptores especializados de la superficie celular en célula's
hematopoyéticas. Los receptores del Fc pertenecen a la superfamilia de la
inmunoglobulina, y se ha demostrado que median tanto el retiro de los patdgenos
recubiertos con anticuerpos por medio de la fagocitosis de complejos inmunes,
como |a lisis de eritrocitos y otros blancos celulares diversos (por ejemplo, células
tumorales) recubiertas con el anticuerpo comespondiente, via la citotoxicidad
mediada por la célula dependiente del anticuerpo (ADCC). Van de Winkel, J.G., y
Anderson, CL, J. Leukoc. Biol. 49 (1981) 511-524). Los FcR son definidos por su
especificidad por los isotipos de inmunogiobulina; los receptores del Fc para los
anticuarpos IgG son refaridos como FcyR, para IgE como FceR, para IgA como
FcaR, etcétera. La unién al receptor del Fc es descrita, por ejemplo, en Ravetch,
J.V,, y Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1891) 457-482; Capel, PJ., y otros,
immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M., y otros, J. Lab. Clin. Med. 126
(1995) 330-341; y Gessner, J.E., y otros, Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248.

El enlazamiento cruzado de receptores para el dominio Fc de anticuerpos IgG
(FcyR) activa una amplia variedad de funciones efectoras que incluyen la
fagocitosis, la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo, y |a liberacién de
mediadores inflamatorios, al igual que la eliminacién de complejos inmunes y la
regulacion de la produccién de anticuerpos. En humanos, tres clases de FcyR han
sido caracterizadas, las cuales son:
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El FeyRI (CD64) se une al IgG monomérico con elevada afinidad y es
expresado en macréfagos, monocitos, neutrdfilos y eosindfilos. La
modificacion en IgG de al menos uno de E233-G236, P238, D265,
N297, A327 y P329 reduce la unién al FcyRI. Los residucs de IgG2 en
las posiciones 233-236, sustituidos en igG1 e IgG4, redujeron la unién
al FcyRI por 10° veces y eliminaron la respuesta de monacitos humanos
a los glébulos rojos sanguineos sensibilizados al anticuerpo (Amour,
K.L., y otros. Eur. J. immunol. 28 (1999) 2613-2624).

El FeyRIl (CD32) se une al IgG acomplejado con media a baja afinided y
es ampliamente expresado. Estos receptores pueden ser divididos en
dos tipos importantes, FcyRIIA y FcyRIIB. El FeyRIIA es encontrado en
muchas células involucradas en el asasinato (por ejemplo, macréfagos,
monocitos, neutrdfilos) y parece capaz de activar el proceso de
asesinato. El FcyRIIB parece jugar un papel en los procesos inhibitorios
y es encontrado en células B, macrifagos y en células cebadas y
eosindfilos. En células B parece funcionar para suprimir la produccién
adicional de inmunogilobulina y el cambio de isotipo, por decir por
ejemplo la clase IgE. En macrifagos, el FcyRIIB actia para inhibir la
fagocitosis cuando es mediada por el FeyRIIA. En ecsindfilos y células
cebadas la foma b puede ayudar a suprimir la activacién de estas
células a través de la IgE que se une a su receptor separado. La unién
reducida para el FcyRIIA es encontrada, por ejemplo, para la mutacién
IgG de al menos uno de E233-G238, P238, D285, N287, A327, P329,
D270, Q295, A327, R202 y K414.

El FcyRIll (CD 16) se une al IgG con media a baja afinidad y existe
como dos tipos. El FcyRIIIA es enconfrado en células NK, macréfagos,
eosindfilos y alguncs monocitos y células T y media la ADCC. El
FcyRIIIB es altamente expresado en neutréfilos. La union reducida al
FeyRIIA es encontrada, por ejemplo, para la mutacién de al menos uno
de E233-(G238, P238, D285, N287, A327, P329, D270, Q295, A327,
$239, E269, E203, Y296, V303, A327, K338 y D376.

El mapeo de los sitios de unién en el lgG1 humano para los receptores del Fc, los
sitios de mutacién anteriormente mencionados y los métodos para medir la unién
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al FcyRl y al FeyRIIA son descritos en Shields, R.L., y otros JBC 276 (2001) 6591-
6604.

El término "receptor del Fc” cuando se emplea aqul, se refiere a los receptores de
activacion caracterizados por la presencia de una secuencia ITAM citoplasmética
asociada con el receptor (ver, por ejemplo, Ravetch, J.V., y Bolland, S., Annu.
Rev. Immunol. 19 (2001) 275-290). Tales receptores son FcyRl, FcyRIIA y
FcyRIIIA. Los anticuerpos, de acuerdo con la invencién, preferiblemente exhiben
una unién reducida a los receptores Fcy, preferiblemente al FcyRIIA.
Preferiblemente el término "ausencia de unién al FcyR" significa que en una
concentracién de anticuerpos de 10 ug/ml la unién de un anticuerpo, de acuerdo
con la invencién, a las células NK es 10% o menos de la unién encontrada para el
anticuerpo LC.001.

Si bien el IgGG4 exhibe unidn reducida al FcR, ios anticuerpos de otras subclases
de IgG exhiben unién fuerte. Sin embargo, Pro238, Asp265, Asp270, Asn297
(pérdida de carbohidrato de Fc), Pro329 y 234, 235, 236 y 237 lle253, Ser254,
Lys288, Thr307, CIn311, Asn434, e His435 son residuos que, proporcionan si
estan alterados, también reducen la unién al FcR (Shields, R.L., y otros J. Biol.
Chem. 276 (2001 ) 6591-6604; Lund, J., y otros FASEB J. 9 (1995) 115-119;
Morgan, A., y otros, Immunology 86 (1995) 319-324; y EP 0 307 434).
Preferiblemente un anticuerpo, de acuerdo con la invencién, de ia subclase IgG1 o
IgG2 comprende la mutacibn PVA236, GLPSS331 y/o L234A/N235A. Un
anticuerpo, de acuerdo con la invencién, de la subclase IgG4 comprende
preferiblemente la mutaciéon L235E. Las mutaciones adicionalmente preferidas de
IgG4 son S228P o L235E y S228P (comparar tabia 1).

El término "unién al OX40L", tal como se emplea aqul, significa que la unién del
anticuerpo al OX40L humano en un ensayo BlAcore (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Suecia). Para confirmacién adicional, la unién al OX40L también puede
ser determinada en un ELISA en el cual el OX40L purificado es recublerto para
placas de microtitulo, 0 en un ensayo FACS en el cual el anticuerpo directa o
indirectamente etiquetado es enlazado a células K562 que expresan el OX40L.

En el ensayo BiAcore el anticuerpo es enlazado a una superficie y la unién del
OX40L es medida por medio de Resonancia de Plasmén Superficial (SPR). La
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afinidad de la unién es definida por los términos ka (constante de velocidad para
la asociacion del anticuerpo al antigeno), kd (constante de velocidad para la
disociacion), y Kp (kd/ka). Los anticuerpos, de acuerdo con la invencién, exhiben
una Kp de 10® o mencs, preferiblemente de alrededor de 107" a 10® M (ver
ejemplos). Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un anticuerpo,
como se describié anteriormente, en donde el anticuerpo se une al OX40L con un
valor Kp de menos de 10® M en un ensayo BlAcore, preferiblemente en donde el
rango K es 102 a 10° M.

En el ELISA de union especifica al OX40L, el OX40L es recubierto sobre placas
de microtitulo y la unién del anticuerpo al OX40L es detectada con un anti- IgG
humano conjugado con HRP y las etapas usuales de un ELISA. Los valores ECg
en este ensayo estan preferiblemente en el rango entre 3 nM y 8 nM.

El término "que inhibe la unién de OX40 al OX40L", tal como se emplea aqul, se
refiere a la union del anticuerpo, descrito en la presente invencién, al OX40L
humano, inhibiendo de ese modo la interaccién OX40 / OX40L, e inhibiendo de
ese modo la transduccion de la sefal inducida por el OX40L.

Los anticuerpos de la presente invencion inhiben la interaccién hOX40L/0X40
preferiblemente

i) en el nivel in vitro mostrado por un ensayo ELISA al bloquear la
interaccién del OX40L inmovilizado, biotinilado con el OX40 soluble por
el anticuerpo a una concentraciéon de recubrimiento (fase sdlida) de 0.5
pg/ml de OX40L biotinilado con un valor IC50 en el rango de 1 nM - 4
nM,

i) en el nivel in vitro mostrado por un ensayo Biacore al bloquear la
interaccibn de OX40 inmovilizado con OX40L soluble (10 nM,
preferiblemente como hOX40L-His) por el anticuerpo a una
concentracién de anticuerpos de 0.78 - 100 nM con un valor IC50 en el
rango de 1 nM - 10 nM,

il en el nivel celular mostrado por un ensayo FACS en el cual el
anticuerpo bloquea la interaccién de las células K562 que expresan el
OX40L (K562_OX40L) en una concentracién de 2x10° células/muestra
con OX40 con un valor IC50 en el rango de 4 - 20 nM,
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iv} por un ensayo de transduccidn de sefial de OX40 en el cual el
anticuerpo bloquea la transduccion de la sefial de OX40 inducido por el
K562JDX40L, dentro de 3x10* células HeLa que expresan OX40 por
muestra, lo cual resulta en un bloqueo de la activacidn NFxB con un
valor IC50 en el rango de 1 - 5 nM,

V) por un ensayo de activacién de células T, en el cual el anticuerpo
bloquea ia activacion de células T inducidas por el OX40L por medio de
K562_OX40L a una concentracion de 1.5x10° células/muestra y a una
concentracién PHA de 0.75 ug/mi con un valor IC50 en el rango de 1 nM
a 10 nM, y/o

vi)  por un ensayo de activacion de células T, en el cual el anticuerpo
bloquea la activacién de células T inducidas por el OX40L por medio de
células B activadas o células dendriticas (ensayo de Tétanos) a una
concentracion de anticuerpos de 10 ug/ml, una inhibicién de 40% - 60%
$e obtuvo.

Se prefieren los anticuerpos que mostraron en un ensayo ELISA inhibicion al
bloquear la interaccién del OX40L inmovilizado con OX40 soluble a una
concentracién de recubrimiento de 0.5 pg/mi de OX40L con un valor IC50 en el
rango de 1 nM - 4 nM.

Por consiguients, una realizacién més preferida de la presente invencion se refiere
a un anticuerpo, caracterizada porque dicho anticuerpo, de ese modo inhibe la
interaccion OX40 / OX40L, y de ese modo inhibe la transduccién de la sefial
inducida por el OX40L.

Es adicionalmente preferido, que un anticuerpo, de acuerdo con la invencién, no
exhiba unién no especlfica al TNFalfa y al CD40L hasta una concentracién de 500
nM de TNFalfa o CD40L.

Es adicionaimente preferido, que un anticuerpo, de acuerdo con la invencién,
exhiba al menos 30 veces menos unién al OX40L de ratdn comparada con el
OX40L humano. Es adicionalmente preferido, que un anticuerpo, de acuerdo con
la invencién, en una concentracion de 10 pg/m! no induzca regulacién
descendente de la expresién de OX40L en células HUVEC.

1y,
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En una realizacién adicional preferida, ios anticuerpos de la presente invencién
son caracterizados porque elios comprenden una combinacion de dominio
variable seleccionada, de manera independiente, a partir del grupo que consiste
de las combinaciones

a)

b)

d)

e)

9)

h)

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.001 definido por la
secuencia de aminoéacidos SEQ 1D NO:1 y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo LC.001 definido por SEQ ID NO:2;

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.005 definido por la
secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:3 y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo L.C.005 definido por SEQ ID NO4;

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.010 definido por la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:5 y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo LC.010 definido por SEQ ID NO:6;

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.020 definido por la
secuencia de aminodcidos SEQ |ID NO:7 y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo LC.028 definido por SEQ ID NO:8;

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.019 definido por la
secuencia de aminoécidos SEQ ID NO:9 y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo LC.019 definido por SEQ ID NO:10;

el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo LC.033 definido por ia
secuencia de aminoacidos SEQ 1D NO:11 O 18 y el dominio variable de
cadena pesada del anticuerpo LC.033 definido por SEQ ID NO: 12

el dominio variable de cadena ligera (V) definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:1 y el dominio variable de cadena pesada (Vi)
definido por SEQ ID NO:17;

el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:18 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:18;

el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:1 y el dominio variable de cadena pesada definido
por SEQ ID NO:20.

En una realizacidon adicional preferida, los anticuerpos de la presents invencion
son caracterizados porque ellos comprenden una regién constante seleccionada,
de manera independiente, a partir del grupo que consiste de

1§
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k) la cadena ligera / kappa definida por la secuencia SEQ ID NO:13;

) la cadena pesada / gamma del isotipo IgG1 SEQ ID NO: 14 con una o més
mutaciones seleccionadas a partir de L234A y L235A, PVA238 o
GLPSS331;

m) la cadena pesada / gamma del isotipo igG4 SEQ ID NO: 15;

n) la cadena pesada / gamma cadena del isotipo IgG4 SEQ ID NO: 15 con la
mutacién S228P o las mutaciones S228P y L235E.

0) la cadena ligera constante incluida en SEQ ID NO:61, 85 0 69

p) la cadena pesada constante incluida en SEQ ID NO:58, 59, 80, 62, 63, 64,
66, 67 0 68.

Ademds son preferidas todas las combinaciones de cada combinacibn de
dominios variables del anticuerpo a) - i) junto con una cadena gamma [), m), n) o
p) y preferiblemente con una cadena kappa k) u o). Especiaimente preferidos son
los anticuerpos que comprenden las cadenas variables del anticuerpo LC.001,
LC.005, LC.010, LC.019, LC.029, LC.033, LC.059, LC.080 o LC.083 cada una con
la cadena kappa definida por la secuencia SEQ ID NO:13 o la cadena ligera
constante incluida en SEQ |D NO:61, 85 o 68 y la cadena pesada / gamma del
isotipo IgG1 SEQ ID NO:14 con las mutaciones L234A y L235A o la cadena
pesada constante incluida en SEQ ID NO:58, 63 o 87; anticuerpos que
comprenden las cadenas variables del anticuerpo LC.001, LC.005, LC.010;
LC.019, LC.029, LC.033, LC.058, LC.080 o LC.083 cada uno con la cadena kappa
definida por la secuencia SEQ ID NO:13 o |a cadena pesada constante incluida en
SEQ ID NO:58, 63 o 67 y la cadena pesada / gamma del isotipo IgG4 SEQ ID
NO:15 o |a cadena pesada constante incluida en SEQ ID NO:60, 84 o 68, todas
tres sin la mutacién S228P; anticuerpos que comprenden las cadenas variables
del antif.uarpo LC.001, LC.005, LC.010, LC.019, LC.028, LC.033, LC.059, LC.080
o LC.083 cada uno con la cadena kappa definida por la secuencia SEQ ID NO: 13
o ia cadena ligera constante incluida en SEQ ID NO:61, 65 o 68 y ia cadena
pesada / gamma del isotipo IgG4 SEQ ID NO: 15 con la mutacion S228P o la
cadena pesada constante incluida en SEQ ID NO:60, 64 o 68.

Preferiblements, los anticuerpos comprenden la CDR de la cadena variable ligera
de secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1 y la CDR de la cadena variable
pesada de SEQ ID NO:2, 17 0 20 o la CDR de la cadena variable ligera de
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 18 y la CDR de la cadena variable pesada
de SEQ ID NO: 18.
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Los anticuerpos preferidos son caracterizados porque los anticuerpos son de la
subclase IgG4 humana o de otra subclase humana (preferiblemente IgG1) que
comprende al menos una mutacién de aminodcido que causa la ausencia de
unién al factor C1q del complemento y/o la pérdida de la unién al FCR. Tales
anticuerpos variantes preferidos comprenden, por ejemplo, la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO: 14 con las mutaciones L234A y L235A o SEQ 1D NO: 15
con o sin la mutacién S228P.

Los anticuerpos preferidos, de acuerdo con la invencién, son anticuerpos
definidos como IgG1vi (PVA-236; GLPSS331 como se especificd por E233P;
L234V; L235A,; delta G238; A327G; A330S; P331S), IgG1v2 (L234A; 1L235A) y
IgG4v1 (S228P; L235E) y IgG4x (S228P).

La Ifnea celular del hibridoma hu-Mab<hOX40L>LC.001, de acuerdo con la
invencién, fue depositada, bajo el Tratado de Budapest para el reconocimiento
internacional del depésito de microorganiamos a ios fines del procedimiento en
materia de patentes, con Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ), Alemania, el 27 de julio de 2004 bajo el Depdsito Na.
DSM ACC 2672.

Las lineas celulares del hibridoma hu-Mab<hOX40L>LC.005 (DSM ACC 2685),
hu-Mab<hOX40L>LC.010 (DSM ACC 2688), hu-Mab<hOX40L>LC.018, hu-
Mab<hOX40L>LC_029 (DSM ACC 2688) y hu-Mab<hOX40L>LC.033 (DSM ACC
2688), de acuerdo con la invencidon, fueron depositadas, bajo el Tratado de
Budapest para el reconocimiento intemacional del depésito de microorganismos a
los fines del procedimiento en materia de patentes, con Deutsche Sammiung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Alemania, el 2 de septiembre
de 2004.

Los anticuerpos disponibles a partir de dichas lineas celulares son realizaciones
preferidas de la invencibn y son especiaiments G{tiles como sustancias
intermediarias para la generacion de anticuerpos, de acuerdo con la invencién,
que no se unen al factor C1q del compiemento y/o no se unen al receptor del Fcy
humano.

\\e
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Las realizaciones méas preferidas de la invenciéon son anticuerpos anti-OX40L
aislados que se unen al OX40L y se unen al mismo epitopo de OX40L al cual
también se unen los anticuerpos monoclonales LC.005, LC.010 o LC.029
producidos por las lineas celulares del hibridoma depositadas.

Una realizacion adicional de la invencién es un método para la produccién de un
anticuerpo en contra de OX40L el cual no se une al factor C1q del complemento
humano y/o al receptor del Fcy humano, caracterizado porque la secuencia de un
écido nucleico que codifica la cadena pesada de un anticuerpo que se une al
OX40L con un valor KD de menos de 10® M es modificado de tal forma que dicho
anticuerpo modificado no se une al factor C1q del complemento y/o al receptor del
Fey humano en células NK, dicho acido nucleico modificado y el dcido nucleico
que codifica la cadena ligera de dicho anticuerpo son insertados dentro de un
vector de expresion, dicho vector es insertado en una célula hiesped
procariéntica o eucariéntica, la proteina codificada es expresada y recuperada a
partir de la célula anfitrién o el sobrenadante.

Una realizacion adicional de la invencion es un método para la produccién de un
anticuerpo, de acuerdo con la invencién, que no se une al factor C1q del
complemento y/o que no se une al receptor del Fcy humano caracterizado porque
un anticuerpo disponible a partir de una de dichas lineas celulares es modificado
por medio de "cambio de clase”, esto es cambio o mutacion de la parte Fc (por
ejemplo, a partir de la mutacién de IgG1 a IgG4 y/o IgG1/igG4) preferiblemente
definido como IgG1v1 (PVA-236; GLPSS331 como es especificado por E233P;
L234V; L235A; delta G236; A327G; A330S; P331S), IgG1v2 (L234A; L235A) y
IgG4v1 (S228P; L235E) e igG4x (S228P).

En una realizacion adicional preferida, estos anticuerpos también comprenden
fragmentos de anticuerpos seleccionados a partir del grupo que consiste de Fab,
F(ab')2 y fragmentos de cadena sencilla.

Una anticuerpo anti-OX40L "variante”, se refiere aquf, por lo tanto, a una molécula
que se diferencia en la secuencia de aminodcidos a partir de una secuencia de
aminoécidos del anticuerpo anti-OX40L "precursor” en virtud de la adicion,
eliminacién y/o sustituciSn de uno o mds residuo(s) de aminoécidos en la
secuencia de! anticuerpo precursor. En [a realizacion preferida, la variante
comprende una 0 mas substitucién(es) de aminoécidos en una o mas region{es)

ux
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constante(s) o variable(s) del anticuerpo precursor, preferiblemente en la regién
constante. Por ejemplo, la variante puede comprender al menos uno, por ejemplo,
de alrededor de unoc a alrededor de diez, y preferiblemente de alrededor de dos a
alrededor de cinco, sustituciones en una o mas regiones variables del anticuerpo
precursor. Normaimente, la variante tendra una secuencia de aminoacidos que
tengan al menos 90% de identidad de la secuencia de aminodcidos con las
secuencias de dominio constante y/o variable del anticuerpo precursor, mas
preferiblemente al menos 85%, y lo méas preferiblemente al menos 99%.

La invencién comprende un métodoc de modificar la secuencia inicial de
aminoécidos de un CDR de cadena pesada de un anticuerpo precursor
seleccionado a partir del grupo que consiste de SEQ ID NOs: 21-38 y/o un CDR
de cadena ligera de un anticuerpo seleccionado a partir del grupo que consiste de
SEQ ID NOs: 39-57, caracterizado por proporcionar un acido nucleico que codifica
dicha secuencia inicial de aminodcidos, modificar dicho &cido nucleico en el que
un aminoacido es modificado en la CDR1 de cadena pesada, 1-2 aminodcidos
soh modificados en ia CDR2 de cadena pesada, 1-2 aminoécidos son modificados
en la CDR3 de cadena pesada, 1-3 aminodcidos son modificados en la CDR1 de
cadena ligera, 1-3 aminoacidos son modificados en la CDR2 de cadena ligera, y/o
1-3 aminoacidos son modificados en la CDR3 de cadena ligera, expresar dicha
secuencia modificada de aminoacidos de la CDR en una estructura de anticuerpo,
medir si dicho anticuerpo se une al OX40L con un Kp de menos de 10° M y
seleccionar dicha CDR modificada si el anticuerpo se une al OX40L con un Kp de
menos de 10° M. Preferiblemente tales modificaciones son modificaciones
conservativas de secuencia.

La identidad u homologla con respecto a la secuencia es definida aqul como el
porcentaje de residuos de aminodcidos en [a secuencia candidata que son
idénticos con los residuos del anticuerpo precursor, después de alinear las
secuencias e introducir vacios, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje
de identidad de secuencia. Ninguno de N-terminal, C-terminal, o extensiones,
eliminaciones, o inserciones internas dentro de la secuencia del anticuerpo serd
interpretada como que afecta la identidad u homologia de la secuencia. La
variante retiene la capacidad de unirse al OX40L humano y preferiblemente tiene
propiedades, las cuales son superiores a aquellas del anticuerpo precursor. Por
ejemplo, la variante puede tener efectos colaterales reducidos durante el
tratamiento de la artritis reumatoide y el asma dado que el OX40L no solo es



10

15

20

25

30

35

20 u4

expresado transitoriamente en células B, células dendriticas y macréfagos, sino
que ademas lo es en células endoteliales (Kotani, A., y otros, Immunol. Lett. 84
(2002) 1-7), células del misculo liso de las vias aéreas (= ASM) (Burgess, J.K., J.
Allergy Clin. Immunol 113 (2004) 683-889) y células microgliales (Weinberg, A.D.,
y otros, J. Immunol. 162 (1898) 1818-1828). La unién de los anticuerpos en contra
del OX40L a células endoteliales, células ASM y microgliales puede resultar en
dafio celular y de células endoteliales resultando en fuga vascular, de células ASM
resultando en destruccién del puimén, de células microgliales resultando en dafios
de la microglia.

El anticuerpo "precursor” aqui es uno, el cual es codificado por una secuencia de
aminoacidos empleada para la preparacion de la variante. Preferiblemente, el
anticuerpo precursor tiene una regién marco humana y, si estd presante, tiene
(una) regidn(es) constante(s) del anticuerpo humano. Por ejemplo, el anticuerpo
precursor puede ser un anticuerpo humano o humanizado, preferiblemente del
tipo IgG1.

Los anticuerpos, de acuerdo con la invencién, incluyen, ademés, tales anticuerpos
que tengan "modificaciones conservativas de la secuencia”, las modificaciones del
nucledtido y de la secuencia de aminodcidos, que no afectan o alteran las
caracteristicas anteriormente mencionadas del anticuerpo, de acuerdo con la
invencién. Las modificaciones pueden ser introducidas por médio de técnicas
estandar conocidas en la técnica, tal como la mutagénesis dirigida al sitio y la
mutagénesis mediada por la PCR. Las sustituciones conservativas de
aminodcidos incluyen unas en las cuales el residuo de aminoécido es
reemplazado con un residuo de aminodcido que tenga una cadena lateral similar.
Las familias de los residucs de aminodcido que tengan cadenas laterales
similares han sido definidas en la técnica. Estas familias incluyen aminoécidos con
cadenas [aterales bdsicas (por ejemplo, ligsina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (por ejemplo, dcido aspértico, acido glutdmico), cadenas laterales
polares gin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
firosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales
beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales
arométicas (por ejemplo, tircsina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asf, un residuo
de aminodcido pronosticado como no esencial en un anticuerpo anti-OX40L
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humano puede ser preferiblemente reemplazado con otro residuo de aminoécido
a partir de |a familia de la misma cadena lateral.

Las sustituciones de aminodcidoa pueden ser llevadas a cabo por medic de
mutagénesis basada en modelamiento molecular como es descrito por
Riechmann, L., y ofros, Nature 332 (1988) 323-327 y Queen, C, y ofros, Proc.
Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América 88 (1989) 10029-10033.

La invencidn comprende ademés un método para la produccidn de un anticuerpo,
caracterizado porque la secuencia de un primer acido nucleico que codifica la
cadena pesada de un anticuerpo que se une al OX40L con un valor KD de menos
de 10® M es modificado de tal forma que dicho anticuerpo modificado no se une al
factor C1q del complemento y/o al receptor del Fcy humano en células NK, dicho
primer écido nucleico modificado y un segundo &cido nucleico que codifica la
cadena ligera de dicho anticuerpo son insertados denfro de un vector de
expresion, dicho vector es insertado en una célula hilesped procaridntica o
eucariéntica, cultivar dicha célula anfitrion bajo condiciones que permitan la
sintesis de dicho anticuerpo y recuperar dicho anticuerpo a partir de dicho cultivo.

La invenciéon comprende ademéas un método para la produccion de un anticuemo,
de acuerdo con la invencién, y que comprende una parte Fc derivada de origen
humano, dicho método comprende las etapas de a) transformar una céiula
anfitribn con una primer secuencia de acido nucleico que codifica una cadena
ligera de un anticuerpo precursor humano, de acuerdo con la invencién, y una
segunda secuencia de ADN que codifica una cadena pesada de dicho anticuerpo
precursor humano en donde la parte Fc es modificada para que dicha parte F¢c no
se una al factor C1q del complemento y/ o al receptor del Fc; b) expresar dichas
primer y segunda secuencias de ADN secuencia a fin de que dichas cadenas

pesada y ligera del anticuerpo sean producidas y c¢) recuperar dicho anticuerpo a

partir de la célula anfitrién o del cultivo de células anfitrién.

La presente invencion también comprende moiéculas de éacido nucieico que
codifican un anticuerpo mencionado anteriormente, los vectores correspondientes
comprendiendo estos dcidos nucleicos y la célula anfitrion correspondiente para
estos vectores. La invencién abarca un método para la preparacién de los
anticuerpos que comprende cultivar las células anfitrion correspondientes bajo
condiciones que permiten la sintesis de dichas moléculas de anticuerpos y
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recuperar dichos anticuerpos a partir de dicho cultivo, por ejemplo, al expresar un
écido nucleico que codifica una cadena pesada y un acido nucleico que codifica
una cadena ligera en célula anfitrion procaridntica o eucaridntica y recuperar dicho
polipéptido a partir de dicha célula.

Los usos diagndsticos y terapéuticos para el anticuerpo son contemplados. En
una aplicacion diagnéstica, la invencién proporciona un método para determinar la
presencia de la proteina de OX40L que comprende exponer una muestra
sospechosa de contener OX40L al anticuerpo anti-OX40L y determinar la unién
del anticuerpo a la muestra. La proteina de OX40L puede ser insertada dentro de
la membrana celular de las células que expresan OX40L por medio de su dominio
transmembrana o puede ocurrir como dominio extracelular soluble en fluidos
corporales liberada por medio de mecanismos como la mudanza o la fiberacién
proteolitica. Para este uso, la invencion proporciona un kit que comprende el
anticuerpo e instrucciones para emplear el anticuerpo para detectar la proteina de
OX40L.

Los anticuerpos de la presente invencidon son Gtiles para la prevencidn y/o el
tratamiento de enfermedades inflamatorias en un mamifero, preferiblemente un’
pacients sospechoso de tener o sufrir de tal enfermedad. Tales enfermedades
incluyen las reacciones alérgicas tales como el asma. Otras aplicaciones son el
tratamiento de enfermedades autoimmunes incluyendo la ariritis reumatoide.

La invencién proporciona ademas un método para tratar un mamifero que sufre de
los trastomos inflamatorios anteriormente mencionados, especiaimente de asma y
artritis reumatoide.

Preferiblemente ios anticuerpos de la presente invencién pueden ser empleados
para el tratamiento del asma persistente grave en pacientes cuyo sintomas no son
adecuadamente controlades con corticosteroides inhalados. La poblaciéon de
pacientes incluye los aduitos y adolescentes (12 afios de edad y mayores) con
asma persistente grave inadecuadaments controlada. El anticuerpo seré liberado
preferiblemente de forma subcutanea, una vez o dos por mes. El punto final
principal serd preferiblemente la disminucion en las exacerbaciones agudas. Otros
puntos finales incluyen el flujo maximo, sintomas del asma durante el dia,
despertares noctumos, calidad de vida, visitas a la sala de emergencias, dias
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libres de asma, el uso de agonistas beta-2, la reduccién o estrechamiento de
esteroides y el efecto sobre la hiper-sensibilidad.

Es adicionaimente preferido emplear los anticuerpos, de acuerdo con la invencién,
para monoterapia o en combinacibn con metotrexato u otros DMARD
(Medicamentos Anti-Reuméticos que Modifican la Enfermedad) para el
tratamiento de adultes con artritis reumatoide activa de moderada a grave. Este
serd administrado como inyeccion subcutinea, cada 2 o 4 semanas. Esta serd
terapia crénica en pacientes que han fallado con uno o mas DMARD. Los puntos
finales incluiran la reduccidn en los signos y sintomas y la inhibicién del progreso
del dafo estructural en pacientes adulios con artritis reumatoide activa. La
prevencién de la discapacidad, la mejora en los signos y los sintomas medidos por
el criterio ACR (ACR20 >80%, ACR50> 35%, ACR70 > 15%; Indice del American
College of Rheumatology; www.rheumatology.com).

Una realizacién adicional de la invencién es el uso de los anticuerpos, de acuerdo
con la invencion, para la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de
estas enfermedades.

La invencién también se relaciona con el uso de los anticuerpos, como se
definieron anteriormente, para la fabricacién de una composicion farmacéutica y
comprende una composicion fammacéutica que contiene un anticuerpo, de
acuerdo con la invencién, con una cantidad farmacéuticamente efectiva,
opcionaimente junto con una solucidén amortiguadora y/o un coadyuvante Util para
la formulacién de anticuerpos para fines farmacéuticos.

La invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden
tales anticuerpos en un portador farmacéuticamentes aceptable. En una
realizacion, la composicidn farmacéutica puede ser incluida en un articulo de
fabricacién o kit.

Los anticuerpos, de acuerdo con la invencién, son preferiblemente producidos por
medios recombinantes. Tales métodos son ampliamente conocidos en el estado
de la técnica y comprenden la expresion de proteinas en células procaridnticas y
eucariénticas con aislamiento posterior del polipéptido del anticuerpo y
usualmente purificacién hasta una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la
expresion de proteinas, los acidos nucleicos que codifican cadenas ligeras y
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pesadas o fragmentoe de las mismas son insertados dentro de vectores:de
expresidn por medio de métodos estdndar. La expresion es llevada a cabo en
células anfitrion procaridnticas o eucaridnticas apropiadas como las células CHO,
células NSO, células SP2/0, células HEK283, células COS, levadura, o células de
E.coli, y el anticuerpo es recuperado a partir de las células (sobrenadante o
células deapués de la lisis).

La produccion recombinante de anticuerpos es bien conocida en el estado de la
técnica y descrita, por ejemplo, en los articuios de revision de Makrides, S. C.,
Protein Expr. Purif. 17 (1988) 183-202; Geisse, S., y otros, Protein Expr. Purif. 8
(1988) 271-282; Kaufman, RJ., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-181; Wemer, R.G.,
y otros, Arzneimittelforschung 48 (1898) 870-880.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular, o
en una forma parciaiments purificada o sustanciaiments pura. La purificacién es
llevada a cabo a fin de eliminar otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo, ofros #dcidos nucleicos o proteinas celulares, por
medio de técnicas estdndar, incluyendo el tratamiento alcalino/SDS, la
cromatografia de columna y otras bien conocidas en la técnica. Ver Ausubel, F., y
otros, ed., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley
Interscience, Nueva York (1987).

La expresion en células NSO es descrita por, por ejemplo, Bames, L.M., y otros,
Cytotechnology 32 (2000) 108-123; y Bamnmes, L.M., y otros, Biotech. Bioeng. 73
(2001) 261-270. La expresion transitoria es descrita por, por ejemplo, Durocher,
Y., y otros, Nucl. Acids. Res. 30 (2002) ES. La clonacién de dominios variables es
descrita por Orlandi, R., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América
86 (1980) 3833-3837, Carter, P., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de
América 89 (1992) 4285-4289; y Norderhaug, L., y ofros, J. Immunol. Methods 204
(1887) 77-87. Un sistema preferido de expresion transitoria (HEK 283) es descrito
por Schlaeger, E.-J., y Christensen, K., en Cytotechnology 30 (1899) 71-83 y por
Schiaeger, E.-J., en J. Inmunol. Methods 184 (1996) 191-189.

Las secuencias de control que son adecuadas para procariontes, por ejemplo,
incluyen un _promotor. opcionalmente una secuencia de operador, y un sitio de
unién del ribosoma. Las células eucaridénticas son conocidas por utilizar
promotores, intensificadores y sefiales de poliadenilacion.
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El acido nucleico es "operablemente enlazado” cuando este es colocado dentro
de una relacion funcional con ofra secuencia de dcido nucleico. Por ejemplo, el
ADN para una presecuencia o lider secretorio es operablemente enlazado al ADN
para un polipéptido si este es expresado como una preprotelna que participa en la
secrecién del polipéptido; un promotor o intensificador es operablemente enlazado
a una secuencia codificadora si este afecta la transcripcion de la secuencia; o un
sitio de unibn del ribosoma es operablemente enlazado a una secuencia
codificadora si este es ubicado a fin de facilitar la translacion. Generalmente,
"operablemente enlazado” significa que las secuencias de ADN que son
enlazadas son contiguas, y, en el caso de un lider secretorio, contiguas y en
marco de lectura. Sin embargo, los intensificadores no tienen que ser contiguos.
El enlazamiento es conseguido por medio de la ligacién en sitios de restriccién
convenientes. Si tales sitios no existen, los adaptadores o enlazadores
oligonucledtidos sintéticos son empleados de acuerdo con la préctica
convencional.

Los anticuerpos monocionales son adecuadamente separados del medio de
cultivo por medio de procedimientos de pruficiacion de inmunoglobulina
convencionales tales como, por ejemplo, la cromatografia de protelnas A-
Sefarosa, hidroxilapatita, la electroforesis en gel, dialisis, o la cromatografla de
afinidad. E| ADN y ARN que codifican los anticuerpos monocionales es
ripidamente aisiado y secuenciado empleando procedimientos convencionales.
Las células de hibridoma pueden servir como una fuente de tales ADN y ARN.
Una vez aislado, el ADN puede ser insertado dentro de vectores de expresion, los
cuales son luego transfectados dentro de las células anfitrién tales como las
células HEK 293 células, [as células CHO, o las células de mieloma que, de lo
contrario, no producen proteina de inmunogilobulina, para obtener la sintesis de
anticuerpos recombinantes monoclonales en las células anfitrién.

Las variantes de secuencias de aminodcidos (0 mutantes) de un anticuerpo
OX40L humano son preparadas al introducir cambios apropiados de nucleétidos
denfro del ADN del anticuerpo, o por medio de sintesis del nucledtido. Tales
modificaciones pueden ser llevadas a cabo, sin embargo, solo en un rango muy
limitado, por ejemplo, como los descritos anteriormente. Por ejemplo, las
modificaciones no alteran las caracteristicas del anticuerpo anteriormente
mencionadas tales como el isotipo IgG y la unién del epitopo, pero pueden
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proteina o facilitar la purificacién.

Cualquier residuo de cistema no involucrado en el mantenimiento de la
conformacién apropiada del anticuerpo anti-OX40L también puede ser sustituido,
generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y
evitar el enlazamiento cruzado aberrante. Por el contrario, el(los) enlace(s) de
cistelna puede ser adicionado al anticuerpo para mejorar su estabilidad
(particularmente donde el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un
fragmento Fv).

Las moléculas de écidos nucleicos que codifican las variantes de secuencias de
aminodcidos de anticuerpos anti-OX40L son preparadas por medio de una
variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero no
estan limitados a, el aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de las
variantes de secuencias de aminoacidos que ocurren de manera natural) o la
preparacion por medio de mutagénesis mediada por oligonucledtidos (o dirigida al
sitio), la mutagénesis con PCR, y la mutagénesis de cassette de una variante
previamente preparada o una versiébn no variante del anticuerpo anti-OX40L
humanizado.

La invencién también se relaciona con inmunoconjugados que comprenden el
anticuerpo, de acuerdo con la invencién, conjugado con un agente citotdxico tal
como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacterial, fiingico, de plantas o animal, o
fragmentos de la misma), un isétopo radicactivo (esto es, un radioconjugado). Los
conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico son preparados empleando una
variedad de agentes bifuncionales de acoplamiento de proteinas tales como N-
succinimidil-3-(2-piridilditiol]) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres; (tal como dimetil adipimidato HCL), ésteres activos
(tal como disuccinimidil suberato), aldehidos (tal como glutaraldehido),
compuestos bis-azido (tal como bis (p- azidobenzoil) hexanodiamina), derivados
de bis-diazonio (tal como bis(p-diazoniobenzoil)-etilendiatnina), diisocianatos (tal
como tolieno 2,68- diisocianato), y compuestos de fluor bis-activo (tal como 1,5-
difluoro-2,4- dinitrobenzeno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede ser
preparada como se describe en Vitetta, E.S., y otros, Science 238 (1987) 1098-
1104). El 4&cido 1- isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminapentaacético
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etiquetado con carbono 14 (MX-DTPA) en un agente quelante ejemplificante para
la conjugacién del radionucledtico al anticuerpo. Ver WO 94/11026.

Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo comprende el enlazamiento del
anticuerpo a uno de una variedad de polimeros no proteinadceos, por ejemplo,
polietilen glicol, polipropilen glicol, o polioxialquilenos, en la forma establecida en
las patentes de Estados Unidos Nos. 4,640,835; 4,498,689; 4,301,144; 4,670,417,
4,761,192 0 4,179,337.

En alin otro aspecto, la invencién proporciona células B aisladas de un animal
transgénico no humano, por ejemplo, un ratdén transgénico, el cual expresa los
anticuerpos anti-OX40L humanos (por ejemplo, loé anticuerpos precursores
producidos por una iinea celular seleccionada del grupo que consiste de células
de hibridoma que producen anticuerpos de acuerdo con la invencion.
Preferiblemente, [as células B aisladas son obtenidas de un animal transgénico no
humano, por ejemplo, un ratdn transgénico, el cual ha sido inmunizado con una
forma purificada o recombinante del antigeno de OX40L y/o células que expresan
OX40L. Preferiblemente, el animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén
transgénico, tiene un genoma que comprende un fransgen de cadena pesada
humano y un transgen de cadena ligera humano que codifican todo 0 una porcion
de un anticuerpo de la invencion. Las células B aisladas son luego inmortalizadas
para proporcionar una fuente (por ejemplo, un hibridloma) de anticuerpos anti-
OX40L humanos. Por consiguiente, la presente invencion también proporciona un
hibridoma capaz de producir anticuerpos monocionales humanos, de acuerdo con
la invencién. En una realizacién, el hibridoma incluye una célula B obtenida a
partir de un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén transgénico que
tenga un genoma que comprenda un fransgen humance de cadena pesada y un
transgen humano de cadena ligera que codifica todo o una porcibn de un
anticuerpo de la invencion, fusionado a una célula inmortalizada.

En una realizacién particular, el animal transgénico no humano es un ratén
transgénico que tiene un genoma que comprende un transgen humano de cadena
pesada y un transgen humano de cadena ligera que codifican todo o una porcién
de un anticuerpo de ia invencién. El animal transgénico no humano puede ser
inmunizado con una preparacion purificada o enriquecida del antigeno OX40L y/o
de células que expresan OX40L. Preferiblemente, el animal tranagénico no
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humano, por ejemplo, el ratén transgénico, es capaz de producir isotipos de
anticuerpos monocionales humanos para OX40L.

Los anticuerpos monocionales humanos, de acuerdo con la invencién, pueden ser
producidos al inmunizar un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén
transgénico, que tenga un genoma que comprende un transgen humano de
cadena pesada y un transgen humano de cadena ligera que codifica todo o una
porcién de un anticuerpo de [a invencién, con una preparacion purificada o
enriquecida del antigeno OX40L y/o de células que expresan OX40L. Células B
(por ejemplo, células B espiénicas) del animal son luego obtenidas y fusionadas
con células de mieloma para formar células de hibridoma, inmortales, que
secretan anticuerpos monoclonales humanos en contra de OX40L.

En una realizacion preferida, anticuerpos monoclonales humanos dirigidos en
contra de OX40L pueden ser generados empleando ratones tranagénicos gque
llevan partes del sistema inmune humano méas que del sistema del ratén. Estos
ratones transgénicos, referidos aqul como ratones "HuMAb", contienen un miniloci
de genes de inmunoglobulina humanos que codifica genes desordenados de
inmunoglobulina humana los cuales incluyen la cadena pesada (n y y) y la cadena
ligera x (genes de regién constants), junto con mutaciones marcadas como blanco
que inactivan el loci endégeno de las cadenas u y x (Lonberg, N., y otros, Nature
388 (1884) 856-8598). Por consiguients, los ratones exhiben expresidén reducida del
igM o K del ratdn, y en respuesta a la inmunizacién, los transgenes introducidos
de cadena pesada y ligera humanos sufren de cambio de clase y de mutacién
somdtica para generar anticuerpos monocionales IgG humanos de alta afinidad
(Lonberg, N., y otros, Nature 368 (1894) 856-858; revisado en Lonberg, N.,
Handbook of Experimental Pharmacology 113 (1684) 48-101; Lonberg, N., y
Huszar, D., Intem. Rev. Immunol. 25 (1995) 65-93; y Harding, F., y Lonberg, N.,
Ann. N. Acad. Sci. 764 (1995) 536-548). La preparacion de ratones HuMADb es
descrita en Taylor, L., y otros, Nucleic Acids Res. 20 (1992) 8287-6285; Chen, J.,
y otros, Int. Immunol. § (1993) 847-856; Tuaillon, N., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos de América 90 (1893) 3720-3724; Choi, T.K., y otros, Nat Genet.
4 (1983) 117-123; Chen, J., y otros, EMBO J. 12 (1893) 821-830; Tuaillon, N., y
otros, J. Immunol. 152 (1994) 2812-2920; Lonberg, N., y otros, Nature 368 (1984)
856-859; Lonberg, N., Handbook of Experimental Phammacology (Manual de
Farmacologlia Experimental) 113 (1984) 40-101; Taylor, L., y otros, Int. Inmunol. 6
(1984) 579-591; Lonberg, N., y Huszar, D., Intem. Rev. Immunol. 25 (1895) 85-83;
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Harding, F., y Lonberg, N., Ann. N. Acad. Sci. 764 (1895) 538-548; Fishwild, D.M.,
y otros, Nat. Biotechnol. 14 (1996) 845-851, los contenidos de todos los cuales
gon incorporados aqul, en su totalidad, como referencia. Ver ademds, Patentes de
Estados Unidos Nos. 5,545,808, 5,569,825; 5,625,126, 5,633,425; 5,788,850;
5,877, 397, 5,661,016; 5814318, 5,874,299; 5545807, 5770429, WO
08/24884; WO 94/25585; WO 93/1227; WO 92/22845; y WO 82/03918.

Para generar anticuerpos monocionales completamente humanos para OX40L,
los ratones HUMADb pueden ser inmunizados con una preparacion purificada o
enriquecida de antigeno OX40L y/o células que expresan OX40L de acuerdo con
el método general, como se describe por Lonberg, N., y ofros, Nature 368 (1894)
856-858; Fishwild, D.M., y otros, Nat. Biotechnol. 14 (1898) 845-851 y WO
98/24884. Preferiblements, los ratones serdn de 6-16 semanas de edad con ia
primera inmunizacién. Por ejemplo, una preparacién purificada o enriquecida del
antigeno OX40L soluble {por ejemplo, purificado a partir de células que expresan
OX40L) acoplado a KLH o en PBS puede ser empleada para inmunizar los
ratones HuMAD intraperitoneaimente. Esta puede ser combinada por inmunizacion
altemativa con la proteina de OX40L aislada con células que expresan OX40L,
por ejemplo, una linea celular tumoral, para promover respuestas inmunes. La
experiencia acumulada con diversos antigenos ha demostrado que los ratones
HuMAb transgénicos responden mejor cuando son inicialmente inmunizados
intraperitonealmente {i.p.) con antigeno en coadyuvante completo de Freund,
seguido por inmunizaciones i.p. cada dos semanas (por ejemplo, hasta un total de
8) con antigeno en coadyuvante incompleto de Freund. La respuesta inmune
puede ser monitoreada durante el curso del protocolo de inmunizacién con
muestras de plasma que son obtenidas por medio de sangrados retroorbitales. El
plasma puede ser elegido por medio de ELISA, y los ratones con suficientes
titulos de inmunoglobulina humana ant-OX40L pueden ser empleados pama la
inmortalizacion de las células B comespondientes. Los ratones pueden ser
estimulados intravenosamente con antigeno de 3 a 4 dias antes del sacrificio y
remocion del bazo y los ganglios linfaticos. Varios ratones seran inmunizados por
cada antigeno. Por ejemplo, un total de doce ratones HUMAD de las cepas HCo7 y
HCo12 pueden ser inmunizados.

Los ratones HCo7 tienen una disrupcion JKD en sus genes enddgenos de cadena
ligera (kappa) (como se describe en Chen, J., y otros, EMBO J. 12 (1983) 821-
830), una disrupcién CMD en sus genes enddgenos de cadena pesada (como se
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describié en el Ejempio 1 de WO 01/14424), un transgen humano de cadena
ligera kappa (como se describié en Fishwild, D.M_, y otros, Nat. Biotechnol. 14
(1986) 845-851), y un transgen humano de cadena pesada HCo7 (como se
describié en la Patente de Estados Unidos No. 5,770,429).

Los ratones HCo12 tienen una disrupcion -JKD en sus genes endégenoe de
cadena ligera (kappa) (como se describié en Chen, J., y otros, EMBO J. 12 (1983)
821-830), una disrupciéon CMD en sus genes endégenos de cadena pesada (como
se desacribié en el Ejemplo 1 de WO 01/14424), un transgen humano de cadena
ligera kappa (como se describid en Fishwild, D.M., y otros, Nat. Biotechnol. 14
(1898) 845-851), y un transgen humano de cadena pesada HCo12 (como se
desacribié en el Ejemplo 2 de WO 01/14424). Los linfocitos del ratén pueden ser
aislados y fusionados con una linea celular de mieloma de ratdn empleando PEG
basado en protocoios estdndar para generar hibridomas. Los hibridomas
resultantes son luego bamidos para la produccion de anticuerpos especificos del
antigeno. Por ejemplo, suspensiones celulares sencillas de linfocitos espiénicos y
derivados del ganglio linf&tico a partir de ratones son fusionadas a un sexto del
numero de células de misloma de ratbn no secretoras SP 2/0 (ATCC, CRL 1581)
con PEG al 50%. Las células son colocadas en placas en aproximadaments 2 x
10° en placas de microtitulos de base plana, seguidas por alrededor de dos
semanas de incubacién en medio selectivo,

Los pozos individuales son luego baridos por medio de ELISA para anticuerpos
igM e IgG monoclonales anti-OX40L humanos. Una vez que ocurre el crecimiento
extensivo del hibridoma, el medio es analizado, usuaimente después de 10-14
dias. Los hibridomas que secretan anticuerpo son reubicados en oira placa,
barridos de nuevo, y si aln son positivos para anticuerpos IgG humanos,
monocionales anti-OX40L, pueden ser subclonados al menos dos veces por
dilucidn limitante. Los subclones estables son luego cultivados in vitro para
producir el anticuerpo en el medio de cultivo del tejido para caracterizacion.

El &rbol de ensayos principaimente esta compuesto de un ensayo no especifico
de IgG ("lgG-ELISA") seguido por un ELISA especifico y ensayo FACS aparente
para la determinacién del antigeno que se une a ya sea la proteina OX40L
purificada o a las células que expresan OX40L. La siguiente etapa comprende los
ensayos funcionales en donde se determina la competencia del anticuerpo anti
OX40L con su compafiero natural de interaccion, por ‘ejemplo, OX40 soluble,
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purificado para ya sea el OX40L purificado u OX40L expresado en células, por
eijemplo, ELISA o FACS de competencia. La siguiente etapa comprende un
ensayo funcional en donde se determina la capacidad de bloqueo del anticuerpo
anti-OX40L de la transduccion de sefial de OX40, por ejemplo, activaciéon de
NFxB (= “ensayo de NFxB"). La siguiente etapa comprende ensayos funcionales
en donde se determina la capacidad de bloqueo del anticuerpo ant-OX40L que
conciemne a la activacion de las células T ("ensayo de activacion de células T" y
“ensayo TT").

Debido a que las secuencias de CDR son responsables de las interacciones
anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes, de acuerdo
con la invencién, al construir vactores de expresion que incluyen las secuencias
de CDR, de acuerdo con la invencién, sobre secuencias marco provenientes de
un anticuerpo humano diferente (ver, por ejemplo, Riechmann, L., y otros, Nature
332 (1968) 323-327; Jones, P., y otros, Nature 321 (1988) 522-525; y Queen, C, y
otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de América 86 (1889) 10028- 10033).
Tales secuencias marco pueden ser obtenidas a partir de bases de datos publicas
de ADN que incluyen secuencias de genes de lineas germinales de anticuerpos
humanos. Estas secuencias de lineas germinales diferirén de las secuencias de
genes maduroe de anticuerpos debido a que ellas no incluiran los genes variables
completamente montados, los cuales son formados por V(D)J que se unen
durante la maduracion de las células B. Las secuencias de genes de lineas
germinales también diferirdn de las secuencias de un anticuerpo de reperiorio
sacundario de alta afinidad en el individuo regulamente al otro lado de la regién
variable.

La invencién comprende ademds el uso de un anticuerpo, de acuerdo con la
invencion, para el diagndstico del OX40L in vitro, preferiblemente por un ensayo
inmunolégico que determina la unién entre OX40L (ya sea soluble o enlazado a la
membrana) de una muestra y el anticuerpo, de acuerdo con la invencién.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una compaosicion, por ejempld.
una composicion farmacéutica, que contiene uno o una combinacion de
anticuerpos monoclonales humanos, o la porcién que se une al antigeno de los
mismos, de la presente invencion, formulada junto con un portador
farmacéuticaments aceptable. Mds especificamente, la composicibn es una
composicién farmacéutica o una de diagnéstico y ain més especificamente la
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composicion farmacéutica comprende un anticuerpo como se definié
anteriormente y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. La
composicion debe ser estéril y fluida hasta el grado en el que la composicién sea
entregada por medio de jeringa.

Tal como se empiea aqul, "portador fammacéuticamente aceptable” incluye
cuaiquiera y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacteriales y antifiingicos, agentes de retardo isctdnicos y de absorcién, y los
similares que son fisiolégicamente compatibles. Preferiblemente, el portador es
adecuado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutédnea, parenteral,
espinal o epidémica (por ejemplo, por inyeccién o infusion). Preferiblements tal
portador es una solucién acuosa amortiguadora de pH (por ejemplo acatato,
citrato, fosfato o histidina), preferiblemente isotdnica, preferiblemente que contiene
ademés una sal inorganica, azucar, poliol y/o un tensoactivo. Los portadores
farmacedticamente aceptables son también tales como los descritos en
Remington's Pharmaceutical Sciences (Ciencias Farmacéuticas de Remington),
16® Edicién, Osol, A. Ed. (1980).

La concentracién de anticuerpo es preferiblemente de 0.1 mg/ml a 50 mg/ml.
Preferiblemente el valor de pH de la solucién amortiguadora oscila de 4.0 a 8.0 en
una concentracién de solucién amortiguadora de 1 mM a 200 mM. Las sales
preferidas son cloruro de sodio y/o fosfato de sodic en el rango de 1mM a 200
mM. Los azicares preferidos son sucrosa y/o trehalosa en el rango de 1% a 15%
(p/v). Los polioles preferidos son glicerol, propilen glicol, polistilen glicol liquido y/o
los similares en el rango de 1% a 15% (pAv). El tensioactivo es preferiblemente un
polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20 u 80) y/o poloxamero en el range de
0.001% a 0.5% (p/v). Una composicién farmacéutica preferida contiene anﬁcuorp6
de 0.1 mg/ml a 50 mg/ml y 1mM a 200 mM de salina de fosfato amortiguada a pH
4.0a8.0.

Una composicién de la presente invencién puede ser administrada por una
variedad de métodos conocidos en la técnica a un pa'cieme con la necesidad de
los mismos. Como seré apreciado por la persona versada en la materia, la ruta y/o
modo de administracidn variaré dependiendo de los resultadoe deseados.

Los excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones
acuosas estériles o polvos estériies para la preparacion extemporanea dée

Ay
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soluciones inyectables o dispersion estériles. El uso de tales medios y agentss
para las sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.

Las frases "administracion parenteral” y "administrado parenteraimente” tal como
se emplean aqul significan modos de administracién diferentes del enteral y la
administracion topica, usualmente por inyeccién, e incluye, sin limitacién,
inyecciones e infusiones intravenosa, intramuscular, intre-arterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradémmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcuténea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoide,
intraespinal, epidural e intraesternal.

Los niveles reales de dosificacion de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser variados a fin
de obtener una cantidad del ingrediente activo que sea efectiva para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion, y modo de
administracion particulares, sin ser tdxicos para el pacients. El nivel seleccionado
de dosis dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la
actividad de las composiciones particulares de la presente invencién empleadas, o
el éster, sal o amida de loe mismos, la ruta de administracién, el tiempo de
administracién, la velocidad de excrecién del compuesto particular que es
empleado, la duracién del tratamiento, otros medicamentos, compuestos y/o
materiales empleados en combinacién con las composiciones particulares
empleadas, la edad, el sexo, peso, condicion, salud general e historia médica
previa del paciente a ser tratado, y factores similares bien conocidos en las artes
médicas. Una dosificacion semanal tipica puede oscilar de alrededor de 0.1 mg/kg
a alrededor de 20 mg/kg o més, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente.

Los siguientes ejemplos, referencias, listado de secuencias y figuras son
proporcionadas para ayudar al entendimiento de la presente invencién, el
verdadero alcance de la cual es establecido en las reivindicaciones anexas. Se
entiende que se pueden realizar modificaciones en los procedimientos
establecidos sin apartarse del espiritu de la invencion.

Breve Descripcion de los Dibuios

\
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Fig. 1a:

Fig. 1b:

Fig. 2:
Fig. 3:

Figs.4y 5:

Fig. 8:
Fig. 7:

Fig. 8:

Fig. 10:

Fig. 11:

Fig.12:

Deacripcién

SEQ ID NO:1

Ve

muestira "ELISA de unién” para TAG-34, L.C.001, LC.005, LC.010,
LC.019, LC.028, LC.033.

muestra "ELISA de bloqueo" datos + IC50 para TAG-34, LC.001,
LC.005, LC.010, LC.018, LC.029, LC.033.

muestra "FACS de bloqueo” para TAG-34, LC.001, LC.005.

muestra "ensayo de NFxB" para TAG-34, LC.001, LC.019 y LC.024
(sin unién del anticuerpo).

muestran "ensayo de activacién de las células T y valores IC50 para
TAG-34, LC.001 y LC.005 (Fig 4: liberacién de IL, Fig. 5: inhibicién).
muestra los datos del "ensayo TT” para TAG-34, LC.001 y LC.033.
muestra la reactividad cruzada de los anticuerpos de la invencién
con OX40L de ratdn. A) control para la expresion de hOX40L en
células transfectadasy WT, B) la unién de los anticuerpos a las
células K562 que expresan hOX40L, C) control para la expresién de
mOX40L en células transfectadas y WT, D) la unién de los
anticuerpos a células K562 que expresan mOX40L, y E) la unién de
los anticuerpos a células WT K562 (n=3).

muestra la capacidad de los anticuerpos de la invencion para unirse
al C1q (n=3).

muestra la capacidad de los anticuerpos de la invencibn para activar
C3c (n=3).

muestra la capacidad de los anticuerpos de la invencién para unirse
a FeyRl (n=4), FeyRlla (n=4) y FcyRIIb (n=4). .

muestra la capacidad de los anticuerpos de la invencidn para unirse
a FeyRllla (CD18) en células NK (Promedio + SEM de 8 donantes).
Inmunoelectrotransferencia (Western Blot); carriles 1,4, 7:

marcador; camiles 2, 5, 8: 100 ng OX40L; carriles 3, 8, 8: 40 ng
OX40L.

region variable de la cadena ligera kappa de LC.001

SEQ ID NO:2 region variable de la cadena pesada y de LC.001
SEQ ID NO:3 region variable de la cadena ligera kappa de LC.005
SEQ ID NO:4 region variable de la cadena pesada y de LC.005
SEQ ID NO:5 region variable de la cadena ligera kappa de LC.010
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SEQ ID NO:6
SEQ ID NO:7
SEQ ID NO:8
SEQ ID NO:9
SEQ ID NO:10
SEQ ID NO: 11
SEQ ID NO:12
SEQID NO: 13
SEQ ID NO:14
SEQ ID NO: 16
SEQ ID NO:16
SEQ ID NO: 1
SEQ ID NO:17
SEQIDNO: 18
SEQ ID NO: 19
SEQID NO: 1
SEQ ID NO:20

SEQ ID NO:21-57

SEQ ID NO:58
SEQ iD NO:58

SEQ ID NO:60
SEQ ID NO:61
SEQ ID NO:62
SEQ ID NO:63

SEQ ID NO:64
SEQ ID NO:85
SEQ ID NO:68
SEQ ID NO:87

SEQ ID NO:68
SEQ ID NO:68

Abreviaturas:

-45.

\’b‘*

regién variable de la cadena pesada y de LC.010

regidn variable de la cadena ligera kappa de LC.028
region variable de la cadena pesada y de LC.029

regién variable de la cadena ligera kappa de LC.018
region variable de la cadena pesada y de LC.018

region variable de la cadena ligera kappa de LC.033
region variable de la cadena pesada y de LC.033

regién constante de la cadena ligera kappa

region constante de la cadena pesada y1

region constante de la cadena pesada y4

regién variable mutante de la cadena ligera kappa de LC.033
regién variable de la cadena ligera kappa de LC.058
regién variable de la cadena pesada y de LC.059

region variable de la cadena ligera kappa de LC.080
region variable de la cadena pesada y de LC.060

region variable de la cadena ligera kappa de LC.083
region variable de la cadena pesada y de LC.063
secuencias CDR

cadena pesada y de LC.001 (tipo iIgG1 humano)

cadena pesada y de LC.001 (L234A, L235A IgG1 humano
mutante)

cadena pesada y de L.001 (S228P igG4 humano mutante)
cadena ligera kappa de LC.001

cadena pesada y de LC.005 (tipo IgG1 humano)

cadena pesada y de LC.005 (L234A, L235A IgG1 humano
mutante)

cadena pesada y de LC.005 (S228P igG4 humano mutante)
cadena ligera kappa de LC.005

cadena pesada y de LC.080 (tipo igG1 humano)

cadena pesada y de LC.080 (L234A, L235A igG1 humano
mutante)

cadena pesada y de LC.080 (S228P igG4 humano mutante)
cadena ligera kappa de LC.060
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Los aminodcides son abreviados va sea en el cddigo de tres letras (Leu) o de una
letra (L).

S§228P significa un intercambio de Serina a Prolina en la posicién 228 de la
cadena pesada lgG4.

L234 significa el aminodcido leucina en la posicin 234 de acuerdo con la
numeracién EU (Kabat).

L234A significa el aminoécido leucina en la posicién 234 es cambiado a alanina.
L235A significa el aminoécido leucina en la posicién 235 es cambiado a alanina.
PVA2386 significa que en el 238 de la regién ELLG de IgG1 o EFLG de IgG4 es
modificado en PVA.

GLPSS331 significa que en el 331 de la regién ALPAP de IgG1 o GLPAP de IgG2
es cambiado a GLPSS.

Delta G238 significa que el aminoécido en la posicion 238 es eliminado.

IgG4x significa mutacion S228P en IgG4.

LC2010-001 es un sindnimo para LC.001

Feg es sinénimo para Fcgamma (Fey)

Otras enmiendas de la secuencia de los anticuerpos son designadas de manema
anadloga.

OX40L recombinante soluble humano hOX40L-His
fusionado a una etiqueta de Histidina

OX40L recombinante soluble murino mOX40L-His
fusionado a una etiqueta de Histidina

OX40L recombinante soluble humano hOX40L-Bandera
fusionado a una etiqueta de Bandera

OX40L recombinante soluble murino mOX40L-Bandera
fusionado a una efiqueta de Bandera

0OX40 recombinante soluble humano hOX40 -hFc
fusionado a Fcy humano

Anticuerpo monocional Fey anti-murino Anti-mFc

de conejo

Anticuerpo monocional Fcy anti-humano Anti-hFc

de cabra

Anticuerpo monoclonal anti-histidina Anti-His

murino

OX40 recombinante soluble humano hOX40 -mFc
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fusionado a Fcy murino "<}
Anticuerpo monocional anti-TNFa
murino

Anticuerpo monoclonal anti-CD40L
murino

Factor de Necrosis Tumoral alfa
Ligando CD40

Anticuerpo monoclonal anti-OX40L
humano de rata

Anticuerpos monoclonales humanos
anti-OX40L humano

Fitohemaglutinina

EJEMPLOS

Ejemplo 1

-47 -

.
™ .8

Anti-TNFa

Anti-CD40L

TNFa
CD40L
TAG34

LC.001, LC.005,
LC.010, LC.015,
LC.028, LC.033,
LC059, LC.080,
LC063

PHA

Generacién de una linea celular de hibridloma que produce anticuerpos anti-

OX40L

Cultivo de hibridomas

Los hibridomas de HuMab fueron cultivados en IMDM (Cambrex), suero Bovino
Fetal del clén 1 {(Perbio Science), factor de clonacién de origen Hibridoma (lgen),
piruvato de sodio, penicilina/estreptomicina, 2-mercaptoetanol, HAT (Sigma-
Aldrich) y Canamicina (Invitrogen) en 37°C y CO; al 5%.

Procedimiento de inmunizacién de ratones transgénicos
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LC2010-001: Seis HCo7 (2 machos y 4 hembras), cepa GG2201 (Medarex, San
Jose, CA, Estados Unidos de América), y 4 HCol2 (4 machos), cepa GG2198
(Medarex, San Jose, CA, Estados Unidos de América) fueron alternadamente
inmunizados con 1x108 células HEK293, transitoriamente transfectadas con un
vector de expresion para OX40L humano (hOX40L), y 20 ug de dominio soluble
extracelular de hOX40L. Ocho inmunizaciones fueron lilevadas a cabo en totai.
cuatro inmunizaciones intraperitoneales (i.p.) con las céiulas que expresan el
hOX40L y cuatro inmunizaciones subcutdneas (s.c.) en la base de la cola con la
protelna recombinante. Para la primera inmunizacién, 100 pl de 1 x 108 células
HEK293-hOX40L fueron mezclados con 100 pl de coadyuvante compieto de
Freund (CFA; Difco Laboratories, Detroit, Estados Unidos de América). Para todas
las otras inmunizaciones, 100 ul de células en PBS fueron empleadas o la
proteina recombinante fue mezclada con 100 pl de coadyuvante incompleto de
Freund (ICFA; Difco).

Cuando se encontré que los titulos de suero de anti-hOX40L eran suficientes, ics
ratones fueron adicionalmente estimulados dos veces con 15 pg de dominio
extracelular de hOX40L en 200 ul de PBS intravencsaments (i.v.) 4 y 3 dias antss
de la fusion.

LC2010-001, LC.058, LC.080 y LC.083 fueron derivados de ratones HCo12.

LC2010-005, -010, 019, -028 y -033: Cinco HCo7 (4 machos y 1 hembra), cepa
GG2201 (Medarex, San Jose, CA, Estados Unidos de América) fueron
inmunizados con 20 pg de dominio extracelular soluble de hOX40L. Siete
inmunizaciones fueron llevadas a cabo en total, cuatro intrapesitoneales (i.p.) ¥
tres inmunizaciones subcutdneas (s.c.) en la base de la cola. Para la primera
inmunizacién, 100 ul de proteina recombinante fue mezclada con 100 pi de
coadyuvante completo de Freund (CFA; Difco Laboratories, Detroit, Estados
Unidos de América). Para todas las otras inmunizaciones, 100 pl de proteina
recombinante fue mezclada con 100 ul de coadyuvante incompleto de Freund
(ICFA,; Difco).

Cuando se encontrd que los sueros del titulo de anti-hOX40L eran suficientes, los
ratones fueron adicionaimente estimulados dos veces con 15 ug de dominio
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extracelular de hOX40L en 200 ul de PBS intravencsamente (i.v.) 4 y 3 dias antes
de la fusion.

Generacion del hibridoma

Los ratones fueron sacrificados y el bazo y ganglio linfiticos que flanquean la
aorta abdominal y la vena cava fueron recolectados. La fusién de los esplenocitos
y las céiulas del ganglio linfatico con las células compafieras de fusiéon SP 2.0 fue
Hevada a cabo de acuerdo con procedimientos estdndar de operacion.

ELISA especifico del antigeno

Los titulos de anti-OX40L en sueros de ratones inmunizados fueron determinados
por ELISA especifico del antigeno. La placa (placa 68 de ELISA de base plana,
Greiner) fue recubierta con 0.1 pg/ml del OX40L purificado disuelto en PBS y
recubierta durante la noche a temperatura ambiente.

Después de eso, los pozos fueron bloqueados con PBSTC (PBS que contiene
Tween 20 al 0.05% ( Sigma- Aldrich Chemie BV) y 2% de suero de pollo (Gibco))
por 1 hora a temperatura ambiente.

Los tapones de suero probados fueron diluidos 1:50 en PBSTC y adicionados a
los pozos. El suero obtenido a partir de ratones antes de la inmunizacion fue
disuelto 1:100 en PBSTC y empleado como control negativo. Un anticuerpo de
ratén dirigido contra el OX40L humano fue disuelto 1:50 en PBSTC y empleado
como un control positivo. Las placas fueron incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, las placas fueron lavadas dos veces empleando PBST
(PBS que contiene Tween 20 al 0.05%. Gt-a-hulgG-HRP (Jackson) fue diluido
1:5000 en PBSTC y adicionado a los pozos que contienen los tapones probados y
el control negativo. Rb-a-migG (Jackson) fue diuido 1:3000 en PBSTC y
adicionado a los pozos que contienen el control positivo. Las piacas fueron
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Finaimente, las placas fueron
lavadas tres veces empleando PBST y desarrolladas con solucién ABTS® recién
preparada (1 mg/ml) (ABTS: 2,2"-azino bis (écido 3-etilbenztiazolin-8-sulfénico)
por 30 minutos a temperatura ambiente (RT) en la oscuridad. La absorbancia fue
medida a 405 nm.

5@
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ELISA de kappa

Para determinar si los hibridomas que resultaron a partir de la fusién generaron
anticuerpos humancs, se llevd a cabo un ELISA de kappa. Las placas de ELISA
fueron recubiertas con anticuerpo IgG de cadena ligera kappa anti-humano de
rata (DAKO) diluido 1/10000 en PBS por incubacién durante la noche a 4°C.
Después de descartar los pozos, las placas fueron blogueadas por incubacién con
PBSTC (PBSC, complementado con Tween-20 al 0.05% (PBSTC)) por 1 hora a
temperatura ambiente. Después de es0, los pozos fueron incubados con el
sobrenadante del cultivo de hibridoma, diluidos 1/2 en PBSTC. El medio de cultivo
diluide 1/2 en PBSTC fue empleado como control negativo, el suero de ratdn
ligero-kappa positivo diluido 1/100 en PBSTC sirvi® como control positivo.
Posteriormente, los pozos fueron lavados tres veces y fueron incubados con IgG
F(ab')2 anti-humano de rata conjugado con HRP (DAKO), diluido 1/2000 en
PBSTC por 1 h a 37°C. Los pozos fueron lavados tres veces y los ensayos fueron
desarrollados con solucién ABTS® recién preparada (1 mg/mi) por 30 minutos a
temperatura ambiente (RT) en la oscuridad. La absorbancia fue medida a 405 nm
en un lector de placas de ELISA.

Eiemplo 2

Clonacién y andlisis de secuencias de dominios variablea de HuMab anti-OX40L
(cadenas ligera - kappa y pesada - y1)

Las secuencias de nucledtidos que codifican para ia region variable de la cadena
ligera V_ y la regién variable de la cadena pesada Vy de los HuMabs de OX40L
fueron aislados por medio de una sintesis de ADNc / procedimiento PCR
estdndares.

El ARN total fue preparado a partir de 1x10° — 1x10” células de hibridoma
empleando el kit GeneRacer™ (Invitrogen). EI ARN derivado del Hibridoma fue
empleado como una plantilla para la sintesis de la 1°*™ hebra del ADNc y la
ligacién del Cebador Oligo-dT del Gen.eRacar“'. La sintesis de la 2*® hebra del
ADNc y la amplificacién adicional por PCR de V. y V4 que codifican los
fragmentos del ADNc fueron llevadas a cabo con cebadores inversos d cadenas
ligera y pesada complementarios a las secuencias de nucledtidos de la regién
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constante de la cadena pesada-y1 y ligera-kappa y los cebadores especificos 5'
de GeneRacer™, respectivaments. Los productos de ia PCR fueron clonados
empieando el kit de clonacién TA TOPO™ de Invitrogen™ Life Technologies y
pCR4-TOPO™ como un vector de cionacién. Los productos de la PCR clonados
fueron identificados por medio de mapeo de restriccion de los plasmidos
apropiados empleando EcoRI para la digestion y el fragmento de ADN esperado /
calculado mide de alrededor de 740 y 780 bp para V| y Vy, respectivaments.

La secuencia de ADN de los fragmentos de PCR clonados fue determinada por
secuenciamiento de la hebra doble.

La versibn 10.2 del paquete de programa de computador GCG (Genetics
Computer Group, Madison, Wisconsin) y el Vector-NTl 8 (InforMax, iInc) fue
empleada para el procesamiento general de datos. Las secuencias de ADN y
protefnas fueron alineadas empleando el CLUSTALW module GCG. Los
alineamientos de las secuencias fueron realizados empleando el programa
GENEDOC (version 2.1).

Ejemplo 3
Construccion de pldsmidos de expresién para un HuMab IgG1 anti-OX40L

Los genes que codifican las cadenas ligera y pesada del HuMab anti-OX40L
fueron separadamentea montados en vectores de expresidtn de células de
mamiferos.

De ese modo, los segmentos de genes que codifican la regién variable de cadena
ligera (V.) del HuMab anti-OX40L y la regién constante de cadena ligera — kappa
humana (C,, SEQ ID NO:13, o fuera de SEQ ID NO: 81, 65 o 88) fueron unidoa
como lo fueron los segmentos de genes para la regién variable de cadena pesada
(Vi) de HuMab anti-OX40LHuMab y la regidn constante de cadena pesada - y1
humana (Cys-Regitn Bisagra-Cyz-Cxs, SEQ ID NO: 14, o fuera de SEQ ID NO:58,
82 o 68).

Informacion general con respecto a las secuencias de nucledtidos de cadenas
ligeras y pesadas humanas a pariir de las cuales se puede deducir el uso del
codén se da en: Kabat, E.A., y otros, Sequences of Proteins of Immunological
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Interest (Secuencias de Proteinas de Interés Inmunolégico), 5* Edicién, NIH
Publication No. 91- 3242 (1991).

La unidad de transcripcién de la cadena ligera — kappa del HuMab anti-OX40L
estd compuesta de los siguientes elementos:

- El intensificador y promotor anticipados inmediatos provenientes dél
citomegalovirus humano (HCMV),

- Una 5'-UT sintética que incluye una secuencia Kozak,

- Una secuencia de seflal de cadena pesada de inmunoglobulina murina que
incluye el intrén de la secuencia de sefial,

- El ADNc de cadena ligera variable del HuMab anti-OX40L clonado
ameglado con un sitio de restriccién Bsml Gnico an el extremo 5' y un sitio
donante de empalme y un sitio de restriccién Notl dnico en el extremo 3',

- La regidn gen6mica constante de genes — kappa humana, que incluye el
intensificador Kappa — Ig de ratdn del intron 2 [Picard, D., y Schaffner, W.,
Nature 307 (1884) 80-82] y '

- La secuencia de sefial de poliadenilacidn ("poli A") de inmunoglobulina -
kappa humana.

La unidad de transcripcién de la cadena pesada - y1 del HuMab ant-OX40L esté
compuesta de los siguientes elementos:

- El intensificador y promotor anticipados inmediatos provenientes del
citomegalovirus humano (HCMV),

- Una 5'-UT sintética que incluye una secuencia Kozak,

- Una secuencia de sefial de cadena pesada de inmunoglobulina murina
modificada que incluye el intrdn de la secuencia de sefial,

- El ADNc de cadena pesada variable dei HuMab anti-OX40L clonado
arreglado con un sitio de restriccién Bsml Gnico en el extremo 5' y un sitio
donante de empalme y un sitio de restriccién Notl dnico en el extremo 3',

- La regién genémica constante de genes pesados - y1 humana, que incluye
el intensificador u - Ig de ratdén (Neuberger, M.S., EMBO J. 2 (1883) 1373-
1378),

- La secuencia de sefial de poliadenilacién ("poli A") de inmunoglobulina - y1
humana.
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Los elementos funcionales de los pldsmidos de expresién de la cadena pesada -
vl y de la cadena ligera - kappa del HuMab anti-OX40L: Comparado con el
cassette de expresion de la cadena pesada - y1 o de la cadena ligera - kappa del
HuMab anti-OX40L, estos pldsmidos contienen

- Un gen de resistencia a la higromicina _

- Un origen de replicacién, oriP, del virus de Epstein Barr (EBV)

- Un origen de replicacién del vector pUC18 que pemite la replicacion de
este pldsmido en E. coli, y

- Un gen de p-lactamasa el cual confiere resistencia a la ampicilina en E. coli.

Ejemplo 4
Construccion de pldsmidos de expresién para un HuMab de IgG4 anti-OX40L

Un plasmido de expresién prototipo de cadena pesada - y4 anti-OX40L fue
derivado del plésmido de expresion de cadena pesada - y1 anti-OX40L al
reemplazar la regiébn constante - y1 gendmica humana y la secuencia de sefial de
poliadenilacién ("poli A") de inmunoglobulina - y1 por la regidn constante - y4
gendmica humana (SEQ ID NO:15 o fuera de la regién constante - y4 sin mutar
fuera de SEQ ID NO:60, 84 o 68) y la secuancia de sefial de poliadenilacién de
inmunoglobulina y4.

Para la expresion de las cadenas ligeras — kappa del HuMab anti-OX40L, los
mismos plésmidos de expresion fueron empleados como se describié para IgG1
(ver arriba).

Eiemplo §
Construccién de plaésmidos de expresién para IgG1 e IgG4 anti-OX40L mutantes
(variantes) con base en LC.001

Los plasmidos de expresion que codifican las cadenas pesada - Y1 y - 14 anti-
OX40L mutantes fueron creadas por medio de mutagénesis dirigida al sitio de los
plésmidos de expresién de tipo natural empleando el kit de mutagéneais dirigida al
gitio QuickChange™ (Stratagene). Los aminoécidos son numerados de acuerdo
con la numeracién EU (Edelman, G. M., y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados
Unidos de América 83 (1969) 78-85; Kabat, E.A., y ofros, Sequences of Proteins
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of Immunological Interest (Secuencias de Proteinas de Interés inmunolégico), 5
Edicién, Public Healt Service, NIH Publication No. 91- 3242, Betheada, MD

10

(1891)).

Tabla1
Isotipo | Abreviatura | Mutaciones Descripcion
igG1 lgG1v1 PVA-236; |La secuencia de aminodcidos
GLPSS331 | GluassleuzleunsGlyss de [a cadena
, COMO 8@ | pesada - Y1 humna es reemplazada por la
especifico | secuencia de aminoécidos
por E233P; | ProasValhmAlarzs de la cadena pesada -
L234V, | y2 humana. La secuencia de aminodcidos
L235A; | AlagzrleussProsxpAlasPron; de la
delta G236; | cadena pesada - y1 humana es
A327G; |rgemplazada por la secuencia de
A330S: | aminoécidos ‘
P331S | Glysz7LeuasProsxsSersxSerny de la
cadena pesada - ¥4 humana.
IgG1 IgG1v2 L234A; La secuencia de aminodacidos
L235A Leupnsleuzs de la cadena pesada - y1
humna es reemplazada por la secuencia
de aminoécidos AlazxAlaxs
1gG4 igG4v1 5228P; Serzzs de la cadena pesada - y4 humna
L235E reemplazada por Prozs y Leuxns de la
cadena pesada - 4 humna es
reemplazada por Gluzas
IgC4 IgG4x §228P Serxs de la cadena pesada - y4 humana
es reemplazada por Proxs
Eiemplo 6

Produccién de HuMabs anti OX40L recombinantes

Los HuMabs recombinantes fueron generados por medio de transfeccion
transitoria de células adherentes HEK283-EBNA (ATTC CRL-10852) cultivados en
DMEM (Gibco) complementado con FCS de IgG ultra bajo al 10% (Gibco),
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Glutamine 2 mM (Gibco), aminoédcidos no esenciales al 1% viv (Gibco) y G418 de
250 ug/ml (Roche). Para la transfeccién se emple6 el Reactivo de Transfeccion
Fugene™ 68 (Roche) en una proporcién de reactivo (ul) a ADN {(ug) que oecila
entre 3:1 to 6:1. Las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina fueron
expresadas de dos plasmidos diferentes empleando una proporcién molar del
plasmido que codifica de cadena ligera a cadena pesada de 1:2 a 2:1. Los
sobrenadantes del cultivo celular que contiene el HuMab fueron cosechados en el
dia 4 al 11 después de la transfeccion. Los sobrenadantes fueron aimacenados a
-20 °C hasta la purificacién.

La informacién general con respecto a la expresion recombinante del anticuerpo
humano en, por ejemplo, HEK2983 es dada en: Meissner, P., y otros, Biotechnol.
Bioeng. 75 (2001) 187-203.

Eiemplo 7
Analisis de afinidad de los anticuerpos TAG34, LC.001, LC.005, LC.010, LC.010,
LC.028, LC.033

Instrumento: Biacore 3000, soiucion amortiguadora de corrida y reaccién: HBS-P
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.005%, ph 7.4), 25°C. La inyeccién
del analito fue llevada a cabo a 7 concentraciones entre 0.78 nM y 100 nM por 3
minutos y lavadas con HBS-P por 5 minutos. La regeneracién de la superficie
(superficie de dextrano carboximetilado, CM) fue llevada a cabo por medio de dos
inyecciones de Glicina 10 mM pH 2.0 por 1 minuto cada una. El chip, el formato y
la secuencia del ensayo de |as inyecciones y los datos cinéticos cormesponen a la
descripcion en |a siguiente tabla. Los datos cinéticos fueron calculados por ajuste
de los datos cinéticos a un modelo de unién de Langmuir 1:1.

| 4

Tabla2
Chip:| Captura | Ligando Analito Ka (1/Ms) | Kd (1/8) Ko (M)
CM5 | Anti-mFcg | TAG34 | hOX40L-His | 8.84x10" [ 3.32x10™ [3.75x10™ |
CM5 | AntirhFcg | LC.001 | hOX4O0L-His | 9.09x10° | 7.16x10° | <1.1x107"
CM5 |Ant-hFeg |LC.005 | hOX40L-His | 6.84x10" | 2,02x107 | <1.5x10™"
CM5 |AntihFcg [ LC.010 | hOX40L-His [ 6.25x10% [2.5x10° [3.98x10°™ |
CM5 | AntihFcg | LC.019 | hOX40L-His | 7.88x10" | 7.53x10% | <1.2x107™"
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CM5 [Anti-hFcg [LC.028 [hOX40L-His [ 1,41x10° [2,4x10¥ [ <7,1x10™

CM5 |Anti-hFcg [ LC.033 | hOX40L-His | 7.01x10% [2.09x107 | <1.4x10™"
S e A

Ninguna interaccion entre TAG34 y mOX40L pudo ser medida.
Evaluacién de los Datos y Depdsito de los Datos para todos los ensayos Biacore

Los datos del control negativo (por ejemplo, las curvas de la solucion
amortiguadora) fueron sustraidos de las curvas de las muestras para la comeccion
del flujo de la linea base intrinseca del sistema y para la reduccion de la sefial de
rudio. La version 4.01 de BiaEvaluation fue empleada para el andlisis de los
sensorgramas y para el célculo de los datos de afinidad.

Ejemplo 8
Ensayo de competencia inhibitoria de los anticuerpos anti-hOX40L que inhiben la
interaccion del hOX40L con el hOX40 inmovilizado

Instrumento: Biacore 3000, solucién amortiguadora de corrida y de reaccién: HBS-
P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.005%, ph 7.4), 25°C Antes de la
inyeccién, el analito (10 nM) y el competidor (ocho concentraciones entre 0.78 nM
y 100 nM) fueron preincubados por al menos 20 minutos a 22°C. La inyeccion del
analito + el competidor fue llevada a cabo por 3 minutos y lavada con HBS-P por
tres minutos. La regeneracion de la superficie fue lievada a cabo por medio de dos
inyecciones de Glicina 10 mM pH 2.0 por 1 minuto cada una. El chip, el formato y
la secuencia del ensayo de las inyecciones y los datos cinéticos cormesponden a la
descripcion en la siguiente tabla 3.

Tabla 3
Chip Ligando Analito Competidor IC50 (M)
CM5 | OX40-hFc hOX40L-His TAG3 X107
CM5 | OX40-hFc hOX40L-His LC.001 4x107
CM5 | OX40-hFc hOX40L-His LC.005 3x10°

Todos los anticuerpos inhiben la unién del OX40L al OX40 en solucién (afinidad

30 de solucién). LC.001 y LC.005 exhiben un valor IC50 inferior que TAG34.

1S



10

15

20

25

- 57 - \“\b

Ejemplo 8
Caracterizacién del epltopo de los anticuerpos anti-OX40L TAG34, LC.001,
LC.005, LC.010, LC.019, LC.029, LC.033, LC.080

Instrumento: Biacore 3000, solucion amortiguadora de corrida y de reaccion: HBS-
P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.005%, ph 7.4), 25°C. Los grupos
de epitopo fueron determinados por medio de competencia cruzada entre los
anticuerpos listados. Antes de la inyeccion, el analito (50 nM) y el competidor (100
nM) fueron preincubados por al mencs 20 minutos a 22°C. La inyeccion del analito
+ el competidor por dos minutos, iavados con HBS-P por tres minutos. La
regeneracién de la superficie fue lievada a cabo por medio de dos inyecciones de
Glicina 10 mM pH 2.0 por 1 minuto cada una. El chip, el formato y la secuencia del
ensayo de las inyecciones y los datos cinéticos corresponden a la descripcién en
la siguiente tabla 4.

Tabla 4

Chip | Captura Ligando Analito Competidor | Epitopo

CMS5 | Anti-hFeg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His TAG34

CM5 | Anti-hFcg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His LC.001

CM5 | Anti-hFeg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His LC.005

CM5 | Anti-hFcg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His LC.010

CM5 | Anti-hFeg | Anti-OX40L (A,B,C) [ hOX40L-His LC.019

CM5 | AntrhFog | AnG-OXAOL (AB.C) | hOX40L-His | LC.029

CMS5 | Anti-hFeg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His LC.033

> > o 3 o o »| »

CM5 | Anti-hFeg | Anti-OX40L (A,B,C) | hOX40L-His LC.080

El epitopo de OX40L reconocido por el TAG34 fue definido como epltopo A. Sin
embargo TAG34 no se une al OX40L desnaturalizado (en una
inmunoelectrotransferencia (Westem Blot)) en una concentracién de anticuerpocs
de 100ng. Los anticuerpos deniro de un grupo dea epitopo (A o B) exhiben
actividad inhibitoria cruzada, mientras que los anticuerpos provenientes de grupos
diferentes exhibieron seflales de unién aditiva. El LC.018 neutraliza otros
anticuerpos del grupo A al igual que del grupo B.
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Eiemplo 10
Especificidad de unién del TAG34, LC.001 y LC.005 a CD40L y TNFa

Instrumento: Biacore 3000, solucién amortiguadora de corrida y de reaccién: HBS-
P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.005%, ph 7.4), 25°C. La
inyecciéon de analito fue llevada a cabo por tres minutos a 100 nM y 500 nM y
lavada con HBS-P por dos minutos. La regeneracion de la superficie fue llevada a
cabo por medio de dos inyecciones de HC! 100 mM por 1 minuto cada una. El
chip, el formato y la secuencia del ensayo de las inyecciones y los datos cinéticos
comresponden a la descripcion en la siguiente tabla 5.

Tabla

Chip | Captura Ligando Analito
CM5 | Anti-hFeg TAG34 TNFa
Anti-mFeg LC.001 CD40L

LC.005 OX40L
Anti-TNFa
Anti-CD40L

En estos ensayos, CD40L exhibid alguna unidn no especifica a todos los
anticuerpos 0 a la superficie del chip, pero después de la sustraccion de las
sefiales de fondo este ensayo demosird, que no hubo unién no especifica del
TNFa y el CD40L (hasta 500 nM) a los anticuerpos TAG34, LC.001 y LC.005
inmovilizados.

Ejemplo 11
Andlisis de afinidad de los anticuerpos LC.001-igG1 y LC.001-IgG4x

Instrumento: Biacore 3000, solucién amortiguadora de corrida y de reaccién: HBS-
P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.005%, ph 7.4), 25°C. La
inyeccién de analito fue llevada a cabo a ocho concentraciones de 0.78 nM - 100
nM por tres minutos y lavadas con HBS-P por cinco minutos. La regeneracién de
la superficie fue llevada a cabo por medio de dos inyecciones de HCI 100 mM por
1 minuto cada una. El chip, el foomato y la secuencia del ensayo de las
inyecciones y los datos cinéticos comesponden a la deacripcién en la siguiente

o
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tabla. Los datos cinéticos fueron calculados por medio de ajuste de los datos
cinéticos a un modelo de unién de Langmuir 1:1.

Tabla 6

Chip | Captura | Ligando | Analito | Ka(1/Ms) | Kd (1/s) Ko (M)

CM5 | Anti- | LC.001 | hOX40L- | 4.27x1 3.46x10 <2,3x10°"
micg His
CM5 | Anti- | LC.001- | hOX40L- | 4.85x1 7.72x107 | <2,08x10""
mFcg IgG4x His

LC.001 y LC.001-lgG4x exhiben la misma afinidad hacia hOX40L-His.

Ejemplo 12
Ensayo de ELISA para la detaccién de anticuerpos que se unen a OX40L

Las placas recubiertas con SA (placas de ELISA de base plana 98, Microcoat)
fueron recubiertas con OX40L biotinilado de 0.5 pg/mli disueito en solucidn
amortiguadora de incubacién (IB = PBS que contiene Tween 20 al 0.1% (Serva) y
proteina de bloqueo al 1%) por 1 hora a temperatura ambiente. Luego las placas
fueron lavadas dos veces empleando solucién amortiguadora de lavado (WB =
salina que contiene Tween 20 al 0.1%).

Las muestras (los sobrenadantes del cultivo celular o los anticuerpos purificados)
fueron diluidas seriaimente en IB y adicionadas a los pozos. Las placas fueron
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las placas fueron
lavadas dos veces empleando WB. Posteriormente un conjugado de un
anticuerpo de cabra en contra del igG humano y POD (Dianova) fue diluido a 50
ng/ml en IB y adicionado a los pozos. Las placas fueron incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente, las placas fueron lavadas dos veces
empleando WB y desarmolladas con solucién ABTS® lista-para-usar (Roche) a
temperatura ambiente (RT) en la oscuridad. La absorbancia fue medida a 405 nm
después de que la absorbancia de la concentracién mas alta alcanzé una OD
suficiente (Fig. 1a). Los valores de EC50 son obtenidos en el rango de 3 nM - 8
nM.

\'&

A
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Ensayo de ELISA para la deteccién de anticuerpos que inhiben la interaccién de
OX40 humano / OX40L humano

Las placas recubiertas con SA (placa de ELISA 868 de base plana, Microcoat,
Alemania) fueron recubiertas con OX40L biotinilado 0.5 pg/ml disuelto en IB por 1
hora a temperatura ambiente. Luego las placas fueron lavadas dos veces
empleando WB (solucién amortiguadora de PBS, 0.1%(p/v) Tween™ 20.

Las muestras fueron diluidas en (B a una concentracién de 1 ug/ml y adicionados
a los pozos en diluciones en serie. A fin de lograr la méxima unién de OX40 al
OX40L en algin pozo, solo se adicioné IB. Luego a cada pozo se adiciondé una
solucibn de OX40 humano conjugado con Digoxigenina (Roche Diagnostics
GmbH, DE) a una concentracién de 0.2 ug/ml. Las placas fueron incubadas por 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las placas fueron lavadas dos
veces empleando WB. POD-Oveja<Digoxigenina> (Roche) fue diluida a 50 mU/ml
en IB y adicionada a los pozos. Las placas fueron incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Finaimente, las placas fueron lavadas dos veces
empleando WB y desarrolladas con soluciéon ABTS® lista-para-usar (Roche) a
temperatura ambiente (RT) en la oscuridad. La absorbancia fue medida a 405 nm
después de 10 a 20 minutos (Fig. 1b). Los valores de IC50 fueron obtenidos en el
rango entre 1 nM y 4 nM.

Ejemplo 14
Ensayo FACS para la deteccion de HuMabs que inhiben la interaccién de OX40
humano con OX40L humano expresados en células K562 (células K562_0OX40L).

Propésito: Ensayo para la determninacién de la propiedad del hOX40L de HuMab
para bloquear la interacciéon de la protelna de fusion hOX40:hFc etiquetada con
Dig con la linea celular K582_hOX40L que expresa el hOX40L.

Procedimiento: El ensayo es llevado a cabo con hOX40:hF¢ etiquetada con Dig
como "reactivo de ensayo” y el hOX40L del HuMab como "competidor”.

Reactivo de ensayo: patron 0.5 pg/ul - 1:10 diluido en PBS), 100 ul de anti
digoxigenina - FLUOS. 1:25 diluido en PBS / 0.5% BSA / 1% reactivo de bloqueo
(Roche Diagnostics GmbH, DE).
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2x10° células K562_OX40L (cultivadas en ISF-0) fueron lavadas en 2 mi de PBS y
resuspendidas en 100 ul de PBS. Esto es seguido por la adicién del competidor
en PBS (relacion competidor/reactivo de 0:1/1:1/1.5:1/2:1/2.5:2/5:1). Esto es
seguido por un tiempo de incubacion de 30 minutos, RT y luz de dia. Luego el
reactivo (en PBS) fue adicionado; tiempo de incubacion: 30 minutos, RT y luz de
dia. Las células fueron lavadas con 2 ml de PBS y convertidas en pildoras por
centrifugacién. El anticuerpo secundario para tincidon (fluoresceina — anti-
digoxigenina, Fragmentos de Fab (Roche, 1207741)) fue adicionado e incubado
por 30 minutos, 4°C en la oecuridad. Las células fueron lavadas con 2 ml de PBS
y convertidas en plidoras por centrifugacién. Después de eso las células fueron
resuspendidas en 0.5 mi de PBS. La medida de las muestras fue llevada a cabo
en un Escédner de FACS (Fig.2).

Ejemplo 15
Ensayo funcional para la determinacion de la capacidad inhibitoria de los
anticuerpos para la generacion de sefiales hOX40/hOX40L ("Ensayo NFKB")

Las células Hela de! tipo natural (wt) y HeLa que expresan OX40 humano
(HeLa_0OX40) fueron cultivadas en Medio Esencial Minimo (MEM), 1x piruvato -
Na, 1x Aminoacidos No Esenciales (Gibco), FCS al 10% y en el caso de las
células recombinantes + 800 ug/ml de G418. K562 y K562 que expresa OX40L
fueron cultivadas en medio ISF-O, y en el caso de células recombinantes se
adicionaron 200 pg/mi de G418.

Las células Hela_wt o HeLa_OX40 fueron sembradas a una densidad celular de
3x10* células /7 100 ul en una placa de 88 pozos w/o G418 e incubadas durante la
noche en un incubador de CO,. Las células K562 _wt o K562_OX40L fueron
adicionadas en una relaciéon célula-a-célula de 1:1. Fijadas en Formalina o no
fiiadas en Formalina, las células K562 que expresan OX40L (congeladas a -70°C)
fueron descongeladas y diluidas 1:10 en MEM/FCS al 10%; las células
K562_0X40L fueron preincubadas con anticuerpo en contra de OX40L por 30 min
a RT. El tiempo de estimulacion con las células K562 OX40L fue entre 30 y 150
min. La extraccién de proteinas provenientes de los niicleos celulares tuvo lugar
de acuerdo con las instrucciones de los proveedores con el Kit - NE de Active
Motif. El ELISA - NFxB TransAM de Active Motif (el ensayo fue llevado a cabo de
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acuerdo con las instrucciones de los proveedores) fue empleado para determinar
la generacién de sefiales de OX40, la cual resulté en la activacion NFxB. La
medida fue llevada a cabo a una longitud de onda de absorcion de 450/620 nm en
un lector — MTP Tecan (Fig.3). Los valores de IC50 para todos los anticuerpos LC
fueron obtenidos en el rango entre 0.6 y 5 nM.

Ejemplo 16
Ensayo de activacion de células T

Principio del Ensayo:

Las células mononucleares sangulneas periféricas (PBL) humanas son activadas
con una concentracién sub-Sptima de la fitohemagiutinina (PHA) mitégeno de
células T, y co-estimuladas con células K582 que sobreexpresan OX40L. Bajo las
condiciones de ensayo, las células T incubadas 24 horas a 37°C producen IL-2.
La citoquina es medida en el sobrenadante empleando un ensayo ELISA. Para
determinar el efecto de bioqgueo de un Mab, las células K562_OX40L son pre-
incubadas por 1 hora con diluciones apropiadas del anticuerpo antes de co-
cultivarse con PBL.

Procedimiento:

Las células mononucieares sangulineas periféricas (PBL) humanas son separadas
a partir de sangre entera heparinizada por medio de centrifugacién por gradiente
de densidad en Histopaque®-1077 (Sigma). Después de lavar con Hanks, las
células son contadas empleando la solucibn de Turk, y las células son
resuspendidas a una concentracion de 10°ml en RPMI 1840 (Gibco),
complementadas con penicilina, estreptomicina y glutamina (Gibco 10378-018), y
FBS al 10%. Las células K582 de control (tipo natural) son mantenidas en el
mismo medio RPMI complementado como se describi6. Las células K562
transfectadas con OX40L son mantenidas en el mismo medio complementado con
Geneticina (G418, Gibco) a una concentracién final de 50 mg/ml. Las células
K562 (ya sea WT u OX40L+) son diluidas con el mismo medio en 1.5x10° células/
mi, y repartidas dentro de cada pozo de una placa de cultivo de tejidos de 96
pozos en 50 plpozo {(0.75x104/pozo). Diluciones apropiadas del Mab son
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adicionadas a las células en un volumen de 20 pl/pozo, e incubadas por 1 hr. a
37°C. Cada dilucién es probada en pozos por duplicado. Las PBL son adicionadas
a un volumen de 100 pl/pozo (10° células/pazo). La proporcién final de las PBL a
las células K562 es ~13:1. PHA (10X) (Sigma L-9132) es adicionado a 20 ulpozo
(concentracién final 0.75ug/ml). El volumen total por pozo es completado a 200 pl
con RPMI /FCS al 10%. Las placas son incubadas a 37°C en un incubador
humidificado con CO; al 5% por 24 horas. Después de la centrifugation de las
placas, los sobrenadantes son recogidos y la IL-2 probada por medio de ELISA
(BD, San Diego, CA, Cat No2627Kl), de acuerdo con las especificaciones del
fabricante (Fig.4). Para calcular la ICsy (Concentracién de Mab que bloquea el
50% de la IL-2 liberada por las PBL estimuladas con OX40L), ila concentracion de
fondo de IL-2 producida en los cuitivos de control (PBL+PHA+K562WT) fue
sustraida de la IL-2 total producida por las PBL estimuladas con células
K582xOX40L+ (Fig. 5). ICso TAG34: 0.07uM; LC.001: 2 nM; LC.005: 10 nM. Los
valores de IC50 estén en el rango entre 2 y 10 nM.

Ejemplo 17
Ensayo de tétanos (Ensayo TT') Probando el efecto inhibitorio de los anticuerpos
sobre linfocitos sanguineos periféricos estimulados por el toxoide de tétanos

Las células mononucieares sanguineas periféricas (PBMC) fueron aisladas a
partir de sangre heparinizada por medio de Ficoll Hypaque. En la mayoria de los
casos, las PBMC recién aisladas fueron empleadas para este ensayo. En algunos
casos, también se emplearon PBMC criopreservadas. El medio para este ensayo
fue RPMI que contiene suero AB de macho humano al 10% (Sigma-Aldrich);
Glutamina 2 mM y Pen/Estrep (mezcia lista para usar de antibidtico penicilina y
estreptomicina (Roche Diagnostice GmbH DE); liofilizada reconstituida en 20 mi;
se emplean 2ml por 1000m| de medio).

Para conseguir que ee adhiera al plastico, 300.000 PBMC por pozo fueron
preincubadas durante la noche en placas de 88 pozos de fondo plano.

Al siguiente dia, toxoide de tétanos (TT) (Chiron Behring) fue adicionado a los
pozos en una concentracion final de 2 a 5 ug/ml. Los pozos de control positivo
(proliferacién/estimulacién méximas) solo contenian TT, a todos los otros pozos P
adicionaron ios anticuerpos (como IgG purificados) en una concentracion final de
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10 pg/ml. El TAG-34 Mab Murino fue incluido en el ensayo (concentracion final 10

ng/mi). El medio solo fue empleado como control de fondo no estimulante. Todos
los ensayos fueron establecidos por triplicado.

Después de seis dias de incubacién adicional (37°C, CO; al 5%, humedad del
85%) se adicioné timidina-H® en una concentracién final de 1uCurie/m! (3.7 x 10*
Bg/ml} y despuéa de un periodo de incubacion adicional de 16 horas, ias placas
fueron cosechadas y la timidita-H® incorporada fue determinada en un contador
beta (Fig.8).

Ejemplo 18
Reactividad cruzada de los anticuerpos de OX40L con OX40L de ratdn

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de la invencion para la reaccién
cruzada con OX40L murino, el anticuerpo diluido en serie y los anticuerpos de
control fueron incubados con células K562-mOX40L, que expresan de manera
estable mOX40L. La unién a las células K562 WT y a las células K562-hOX40L,
que expresan de manera estable hOX40L, también fue evaluada. Como control
negativo se empled un anticuerpo HuMab dirigido contra la hemocianina de la lapa
califoniana (alfa-KLH). El anticuerpo RM134L, anti-mOX40L de rata (eBioscience,
San Diego, CA) fue incluido como control positivo para la expresién de mOX40L.
El anticuerpo TAG-34, anti-hOX40L de ratén (MBL, Nagoya, Jap6on) fue incluido
como control positivo for la expresion de hOX40L. Para la deteccién de
anticuerpos humanos enlazados, se empled un anticuerpo IgG anti humano de
cabra conjugado con fluoresceina (FITC). Para la deteccién de RM134L enlazado,
se empled un anticuerpo IgG anti-rata de conejo biotinilado (DAKO, Glostrup,
Dinamarca) en combinacién con estreptavidina, conjugado con ficoeritrina (PE)
(DAKO). Para la deteccion de TAG-34 enlazado, se empled anticuerpo IgG anti-
raton de conejo conjugado con FITC. Los calculos acerca de ios valores EC50 o la
unién méaxima a 20 pg/ml (Bmax) de los HuMabs probados fueron determinados
empleando la regresion no lineal (respuesta sigmoidal a la dosis con pendiente
variable) empleando el programa de computador Graphpad Prism.

Resultados:
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El LC.001, de acuerdo con*iainvencion, fue capaz de unirse al hOX40L como se
indicé por un valor EC50 de 5.1612.83 ug/ml y un valor de Bmax (MF|) de 385.22,
pero not al MOX40L o a laé: €8lila& WT Comio-se-demostré por los valores de
Bmax (MFI) de 11.41 y 98.87, respectivamente. Adicionaiments, el LC.001 (igG4),
de acuerdo con la invencién, fue también capaz de unirse eficientemente al
hOX40L como se indic6 por un valor EC50 de 8.18+1.05 ug/ml y un valor Bmax
(MFI) de 311.30, pero no al mMOX40L o a las células WT como se demostrd por un
valor Bmax (MFl) de 13.47 y 9.58, respectivamente. Como se esperaba, el control
negativo de alfa-KLH no se unfo a ninguna célula. (Fig.7). Por lo tanto, los
anticuerpos OX40L, de acuerdo con la invencidn, exhiben una unién al menos 30
veces menor al OX40L de ratdén comparada con el OX40L humano.

Ejemplo 18
Potencial de los HuMabs de OX40L para activar el sistema del complemento

ELISA de unibn de C1qy C3c

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de la invencién para inducir la
unién al C1q y la activacion del C3, una placa de ELISA fue recubierta con
anticuerpo diluido en serie y anticuerpos de control. Como control negativo se
empled un igG4 humano (The Binding Site, Birmingham, Inglaterra), que se une
muy débilmente al C1q. El IgG1 humano (The Binding Site) y alfa-KLH (IgG1)
fueron incluidos como controles positivos. Posteriormente, los anticuerpos
recubiertos fueron incubados con C1q o suero humano reunido, como una fuer;te
de C3. Para la deteccién del C1q enlazado, se emple6 un anticuerpo de conejo
dirigido contra C1q (DAKO) en combinacién con un anticuerpo IgG anti-conejo de
cerdo, conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (DAKO). Para la
deteccién del C3c activado (generado via activacion de C3), se empled un
anticuerpo C3c anti-humano de ratdn (DAKO) en combinacién con un anticuerpo
IgG antiratdn de conejo conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA). Para- evaluar las diferencias en eficiencias de
recubrimiento, los anticuerpos recubiertos fueron visualizados con un anticuerpo
igG anti-humano de cabra, conjugado con HRP. Los calculos acerca de los
valores EC50 o la unién maxima a 10 ug/ml (Bmax) de los HuMabs probados
fueron determinados empleando la regresidn no lineal (respuesta sigmoidal a la
dosis con pendiente variable) empleando el programa de computador Graphpad
Prism.
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El LC.001, de acuerdo con la invencion, fue capaz de unirse eficientemente al C1q
como se indicod por un valor EC50 de 2.19+0.42 pg/ml y un valor de Bmax
(OD405) de 3.088. Adicionalmente, tanto el control positivo IgG1 humano como el
anti-KLH pudieron unirse eficientements al C1q, como se indico por valores EC50
de 4.1711.08 ug/ml y 2.57+1.51 ug/mi, respectivaments y valores Bmax (OD405)
de 2.685 y 3.308, respectivamente. Como se esperaba, el control negativo IgG4
humano no se unio al C1q, como se demostréd por un valor Bmax OD405 de
0.353. Ademés, LC.001igG4x, de acuerdo con la invencién, habla perdido la
capacidad de unirse a C1q, como se demostrd por un valor Bmax OD405 de
0.357.

En linea con las capacidades de unién del C1q, la deposicién de C3c por LC.001
ocurrié en un forma dependiente de la concentracién del anticuerpo, con un valor
EC50 de 2.6710.16 ug/ml y un valor de Bmax (OD405) de 2.614. Ademés, tanto
los controles positivos IgG1 humano como anti-KLH pudieron depositar
eficientemente el C3c, como se indica por los valores EC50 de 5.45+0.36 pg/mly
2.16+0.268 pg/ml respectivaments, y los valores de Bmax (OD405) de 2.543 y
2.633, respectivamente. Como se esperaba, el control negativo IgG4 humano no
depositd C3c, como se demuestra por un valor Bmax OD405 de 0.095. Ademas,
el LC.001igG4x, de acuerdo con la invencién, habla perdido su capacidad de
depositar C3c, como se demosiré por un valor Bmax OD405 de 0.080. (Fig.8 y 9).

Eiemplo 20
Potencial de HuMabge de OX40L para unirse a los receptores Fcys |, llay lIb

La citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) inducida por IgG es
mediada por el receptor Fcys (FcyR) sobre células efectoras. Para determinar la
capacidad de los anticuerpos de la iﬁvencioh para unirse a ios FcyRs, las células
lIA1.8 (derivadas por dilucion limitada de las células liA1; Jones, B., y otros, J.
immunol. 136 (1686) 348-358) establemente transfectadas con FcyRl, FeyRlia,
FeyRllb humanos y células tipo natural fueron incubadas con el anticuerpo diluido
en serie y los anticuerpos de control. Como controles negativos, se emplearon
IgG2 humano (The Binding Site Lid., Reino Unido), que no se une al FcyRl, y igG4
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humano (The Binding Site), que no se une al FeyRIl. El IgG1 humano (The Binding
Site) fue incluido como conirol positivo para 1a unién de FcyRl y el igG3 humnano
(The Binding Site) para la unién dé FcyRIl. Los anticuerpos enlazados fueron
detectados por medio del andlisic FACS empleando un anticuerpo dirigido contra
el IgG humano conjugado con ficoeritrina (PE). Los calculos acerca de log valores
EC50 o la unidn méxima a 10 ug/ml (Bmax) del HuMab probado fueron
determinados empleando el ajuste de curva por regresion lineal (pendiente
variable) empleando el programa de computador Graphpad Prism.

El LC.001 fue capaz de unirse eficisntemente al FcyRIl (comparable al anticuerpo
de control IigG1) como se indica por un valor EC50 de 0.1110.03 pg/mi y un valor
Bmax (MFI) de 8041.54, pero no a FcyRlla y FcyRllb como se demostrd por los
valores Bmax (MF1) de 25,08 y 21,18, respectivamente.

El LC.001IgG4x fue menos eficiente en unirse al FcyRI comparado con LC.001 y
era comparable con el anticuerpo de control IgG4, con un valor EC50 de
0.8610.12 pg/ml y un valor Bmax (MFl) de 6030.07. No se observd unién del
LC.001 IgG4x al FcyRlla y FeyRlib (valores Bmax (MFI) de 21.40 y 19.27,
respectivaments), mientras que el anticuerpo de control igG3 fue capaz de unirse
(valores Bmax (MF1) de 538.85 y 418.59, respectivamente) (Fig.10). El valor EC50
para la unién al FcyRl es, por lo tanto, para LC.001IgG4x ocho veces comparado
con el valor EC50 del anticuerpo L.C.001.

Eiemplo 21
Potencial de los HuMabs de OX40L para unirse a FcyRlila en células NK

Para determinar ia capacidad de los anticuerpos de la invencion para unirse al
FcyRllla (CD18) en células Asesinas Naturales (NK), Células Mononucleares
Sangulneas Periféricas (PBMCs) fueron aisladas e incubadas con 20 pg/ml de
anticuerpo de HuMab y anticuerpos control, en la presencia o ausencia de 20
ug/mi de un anticuerpo de ratdn de bloqueo a FeyRilla (anti-CD18, clén 3G8, RDI,
Fianders, NJ), para verificar la unién via FcyRllla. Como controles negativos, se
emplearon IgG2 e IgG4 humanos (The Binding Site), que no se unen al FcyRllla.
Los IgG1 e IgG3 humanos (The Binding Site) fueron incluidoe como conlmle;
positivos para la unién a FcyRllla. Los anticuerpos enlazados en células NK
fueron detectados por medio de andlisis FACS empleando un anticuerpo CD56

1%



10

15

20

25

30

35

(marcador de superficie de células NK) anti — humano de ratén etiquetado con PE
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) en combinacién con un anticuerpo
igG (Fc) anti-humano F(ab), de cabra etiquetado con FITC (Protos
immunoressarch, Burlingame, CA). Se determiné la unibn méxima a 20 pg/ml
(Bmax) del HuMab probado.

El LC.001 fue capaz de unirse eficientemente al FcyRIlla (comparable con el
anticuerpo control IgG1) como se indicé por un valor Bmax (MFI) de 841.37. La
adicién de un anticuerpo de bloqueo contra FeyRllla suprimié la unién del LC.001
a las células NK (valor Bmax (MFI) de 194.61 comparado con una tincién de fondo
de 145.38). El LC.001 IgG4x no se unié al FcyRllla y se comportd comparable al
anticuerpo de control IgG4, con un valor Bmax (MFI) de 170.52, resuitando en un
Bmax de LC.001 igG4x que es alrededor de solo el 10% de Bmax de LC.001. La
adicién de un anticuerpo de bloqueo contra FcyRllla no tuvo efecto sobre la unién
de LC.001 lgG4x (valor Bmax (MFI) de 174.26) (Fig.11).

Ejemplo 22
Efecto de hMab_hOX40L y Mab TAG-34 que se unen a HUVEC (céluias
endoteliales de la vena umbilical primaria humana / PromoCell)

Se describié que las células endoteliales expresan hOX40L (Kotani, A, y otros,
immunol. Lett. 84 (2002) 1-7). Las células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC) expresan de manera natural al hOX40L y por lo tanto, podrian
ser empleadas como “modelo de células endoteliales”. El propésito de este
ensayo fue para determinar el destino del hOX40L en células HUVEC después de
que se une a los anticuerpos TAG-34 y LC.001.

Las HUVEC fueron descongeladas y expandidas en medio ECG-M méas FCS al
2% por 4 dlas, en frascos T175 (Sarstedt). Las células fueron colocadas en placas
de 24 pozos (10.000 células/pozo).

Después de 3 dias, el medio fue cambiado a ECG-M + FCS al 0.5 %. La adicién
del anticuerpo (<KLH> (anticuerpo en contra de la hemocianina de la lapa
califomiana), TAG-34 o LC.001 para la induccién de modulacién descendents) a
10 pg/mi e incubacién por 2,5 h 0 24 h. Tincién de nuevo de las células HUVEC
con TAG-34 o LC.001. Tincién de FACS con el anticuerpo secundario contra el
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igG murino, etiquetado con Alexa488 (=<m>) o en contra de! IgG humano,
etiquetado con Alexa488 (= <h>) cada uno con 10 pg/ml. La medida de FACS fue
realizada en el escaner de FACS (Becton Dickinson) y se calculé la intensidad
promedio de fluorescencia (MFI). '

El anticuerpo <KLH> fue empleado como control negativo, no especifico.

La Tabla 7 muestra que la adicién de LC.001 nc resulta en modulacién
descendente de la expresion de OX40L en células HUVEC ni deapués de 2,5 ni
después de 24 h (comparar la llnea 4 con las lineas 5 y 8). Sin embargo, la
adicion de TAG 34 muesira una fuerte modulacién descendents (alrededor de 3
veces) de hOX40L en células HUVEC después de 2,5 horas al igual que después
de 24 h (comparar ia linea 10 con las lineas 11y 12).

Los anticuerpos, de acuerdo con la invencion, en una concentracién de 10 pg/ml
no inducen la reguiacién descendente de la expresion de OX40L en células
HUVEC. :

Jabla 7
Mab empleado para Mab Mab ' MFI
la modulacién empleado | secundario
descendente para la para el
tincién FACS 2.5 horas 24 horas
1. medio de control | - <h> 5.17 5.39
2. medio de control LC.001 <h> 28.52 24.99
3. <KLH> - <h> 4.76 4.74
4. <KLH> LC.001 <h> 31.44 23.07
5. LC.001 - <h> 38.52 30.78
6. LC.001 LC.001 <h> 38.58 38.60
7. Medio de control | - <m> 3.66 3.18
8. Medio de control | TAG-34 | <m> 31.81 25.32
9. <KLH> - <m> 3.68 343
10. <KLH> TAG-34 | <m> 30.7¢8 31.58
11. TAG-34 - <m> 9.44 7.39
12. TAG-34 TAG-34 | <m> 8.97 14.89
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Ejemplo 23
Anélisis de inmunoelectrotransferencia (westem blot) de TAG34, LC.001 y LC005

40 y 100 ng de hOx40L-His (R&D Systems, con un tamafo tedrico de 28-34 kDa)
y el marcador de peso molecular Magik Mark XP (Invitrogen; 20, 30, 40, 50, 60,
80, 100, 120, 220 kDa) fueron preparados para electroforesis en gel. Por lo tanto,
x pl de Proteina, 2.5 pl de solucidn amortiguadora de la muestra NuPage LDS (sal
de litio de dodecil sulfato) (4x), 1 u! de Agents Reductor de NuPage (10x), y H:0
ad 10 pl fueron colocados juntos y desnaturalizado por 10 min. a 70°C. Después
de eso, las muestras fueron cargadas sobre un gel NuPage (Novex; 10% Bis-Tris)
y comidas por 1 h a 150V en Solucién Amortiguadora de Comida 1x MOPS
(Novex).

El gel fue transferido por medio de un Semi-Dry-Blot sobre una Membrana de
PVDF (Millipore; activacién de ia membrana por 5 minutos de incubacién en
metanol y 10 minutos de incubacién en solucién amortiguadora de transferencia
1x) empleando la Solucibn Amortiguadora de Transferencia NuPage 1x (1x
soluciéon amortiguadora, antioxidante al 0.1%, metanol al 10%) por 1 h 7/ 50 mA en

. una céimara semi seca. La membrana fue bloqueada en 1x PBS / 5% leche / 0,5%

Tween bajo agitacién por 1h a RT. El anticuerpo primario (pAB) fue diivido en 1x
PBS / 1% leche / 0.5 % Tween, adicionados e incubado durante la noche a 4°C.

LC.001 : 1.9 ul (1.8 pg) en un volumen total de 4 ml
LC.005: 1.1 ul (1.8 pg) / 4mi
TAG34: 1.6 ul (1.8 pg) / 4mi

La membrana fue lavada 3x por 10 minutos en 1xPBS/0.5% Tween. El anticuerpo
secundario (8AB) fue diluido en 1x PBS / 1% leche / 0.5 % Tween, adicionados e
incubado por 1.5 h a RT. Para LC.001 y LC.005, el anticuerpo policlonal contra el
IgG humano (Pierce) en una dilucién 1:10000 fue empleado como sAB; para el
TAG34, el anticuerpo policional contra el IgG de ratén IgG proveniente del kit de
inmunoslecirotransferencia (westem bloiting) Lumi-Light (Roche) en una dilucién
1:400 fue empleado como sAB. La membrana fue lavada 2x por 30 minutos con
i1x PBS / 0.5 % Tween. Para la deteccion del kit de inmunoelectroiransferencia
(westemn blotting) Lumi-Light (Roche), se emplearon las instrucciones de acuerdo

A
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con el fabricante. Los resultados de la inmunoelectrotransferencia (western
blotting) fueron mostrados en la Figura 12. El LC.001 es capaz de detectar
(dodecil sulfato) el OX40L desnaturalizado mientras que LC.005 y TAG34 no se
unen al OX40L desnaturalizado.
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Reivindicaciones de la Patente

Un anticuerpo, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L,
contiene una parte Fc derivada de origen humano y no se une al factor C1q
del complemento.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
anticuerpo no se une a los receptores del Fcy humano en células NK.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque
el anticuerpo es un anticuerpo humano.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque
el anticuerpo es un anticuerpo quimérico © humanizado.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en
donde el anticuerpo se une al OX40L con un valor Kp de menos de 10 M.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el rango de Kp
es entre 1072 a 107 M.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo de la subclase humana
IgG1, que contiene una o més mutacidn(es) de PVA236, GLPSS331 y/o
L234A/1235A (numerado de acuerdo con el Indice EU).

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo de ia subclase humana
igG4.

E! anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado porque
contiene la mutacion S228P.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 8 o 8, caracterizado porque
contiene la mutacién L235E.
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El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
caracterizado porque no activa el factor C3 del complemento.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
caracterizado porque este no induce la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC).

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
caracterizado porque este no induce Ia citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC).

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
caracterizado porque este muestra en un ensayo de ELISA inhibicién al
bloquear la interaccién del OX40L inmovilizado con OX40 soluble a una
concentraciéon de recubrimiento de 0.5 pg/ml de OX40L con un valor IC50
en ol rango de 1 nM - 4 nM.

Un anticuerpo, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L y
gue el anticuerpo comprende una combinacidn de regiones variables
seleccionada, de manera independients, a partir del grupo que consista de
las combinaciones

a) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO:1 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:2; _ _

b) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:3 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:4;

c) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ 1D NO:5 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:6;

d) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO:7 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:8§;

e) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO:9 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO: 10;
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f) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 11 O 18 y el dominio variable de cadena
pesada definido por SEQ ID NO:12

g) el dominio variable de cadena ligera (V) definido por la secuencia
de aminoédcidos SEQ ID NO:1 y el dominio variable de cadena
pesada (Vy) definido por SEQ ID NO:17;

h) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO:18 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:19;

i) el dominio variable de cadena ligera definido por la secuencia de
aminoécidos SEQ ID NO:1 y el dominio variable de cadena pesada
definido por SEQ ID NO:20.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
caracterizado porque la region variable de cadena ligera humana
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada, de manera
independiente, a partir del grupo que consiste de SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9,
11,16y 18.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizado porque la region variable de la cadena pesada humana
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada, de manem
independiente, a partir del grupo que consiste de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10,
12,17, 18y 20.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16,
caracterizado porque el anticuerpo comprende el dominio variable de
cadena ligera definido por la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:1 y el
dominio variable de cadena pesada definido por SEQ ID NO:2, 17 0 20.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18,
caracterizado porque el anticuerpo comprende al menos una mutacién de
aminoécido en la parte i=c que causa la ausencia de union al factor C1q del
complemento.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18,
caracterizado porque el anticuerpo comprende una regién constante de

&
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cadena ligera kappa como se define por SEQ ID NO:13 o la region
constante de cadena ligera de SEQ ID NO:61, 65 o 69.

El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20,
caracterizado porque el anticuerpo comprende una regién constante
pesada como se define por SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15 o la regién
constante de cadena pesada de SEQ ID NO: 58.

Un anticuerpo que se une al OX40L, que comprende una cadena variable
ligera y una cadena variable pesada, caracterizado porque la cadena
variable pesada comprende CDR3 seleccionado a partir de SEQ iD NOs :
33-38 y/o la cadena variable ligera comprende CDR3 seleccionado a partir
de SEQ ID NOs : 51-57.

El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 22, caracterizado porque la
cadena variable pesada comprende CDR1 seleccionado a partir de SEQ ID
NOs: 21-25 y CDR2 seleccionado a partir de SEQ ID NOs: 26-32 y/o la
cadena variable ligera comprende CDR1 seleccionado a partir de SEQ D
NOs: 3844 y CDR2 seleccionado a partir de SEQ ID NOs: 45- 50.

Un anticuerpo, caracterizado porque este es producido por una linea celular
seleccionada a partir del grupo que consiste de las lineas celulares
hu-Mab<hOX40L>LC.001,

hu-Mab<hOX40L>LC.005, hu-Mab<hOX40L>LC.010,
hu-Mab<hOX40L>LC.019, hu-Mab<hOX40L>LC.029

y hu-Mab<hOX40L>LC.033.

E! anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24
caracterizado porque el anticuerpo es un Fab, F(ab) o un fragmento de
cadena sencilla.

Método para la produccibn de un anticuerpo de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque la secuencia de un primer
écido nucleico que codifica la cadena pesada de un anticuerpo que e une
al OX40L con un valor Kp de menos de 10 M es modificado de tal forma
que dicho anticuerpo maodificado no se une al factor C1q del complemento
y/o el receptor del Fcy humano en células NK, dicho primer écido nucleico



10

15

20

25

30

35

27.

28.

20,

.

33.

-81-

modificado y un segundo dcido nucleico que codifica la cadena ligera de
dicho anticuerpo son insertados dentro de un vector de expresién, dicho
vector es insaertado en una célula anfitrion procaridntica o eucariéntica,
dicha célula anfitribn es cultivada bajo condiciones que permiten la sintesis
de dicho anticuerpo y dicho anticuerpo es recuperado a partir de dicho
cultivo.

Método para la produccibn de un anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 26, caracterizado porque la secuencia de dicho primer écido
nucleico que codifica la cadena pesada de dicho anticuerpo codifica la
cadena pesada de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 22.

Una molécula de 4cido nucleico que codifica una molécula de anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

Un vector que comprende la molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién
28.

Una célula anfitribn que comprende el vector de la reivindicacion 29.
S——

Un método para la preparacion de una molécula de anticuerpo dé
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 que comprende cultivar la célula
a__nﬁ_hjgn de la reivindicacién 30 bajo condiciones que permiten la sintesis de
dicha molécula de anticuerpo y recuperar dicha molécula de anticuerpo a
partir de dicho cultivo.

Una composicion que comprende una molécula de anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 o una molécula de anticuerpo
producida por el método de la reivindicacién 26 o 27.

La composicibn de la reivindicacion 32, la cual es una composicion
farmacéutica o una de diagndstico.

Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 25 y al menos un excipiente farmacéuticaments
aceptable.
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Método para el tratamiento de un paciente con necesidad de terapia,
caracterizado por administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1a23.

El uso de un anticuerpo como se define en las reivindicaciones 1 a 23 para
terapia.

El uso de un anticuerpo como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23 para la profilaxis y tratamiento de trastomos
inflamatorios.

El uso de un anticuerpo como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23 para la preparacién de un medicamento para la
profilaxie y tratamiento de trastomos inflamatorios.

Kit que comprende una molécula de anticuerpo de cualkquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, una molécula de écido nucleico de |a reivindicacion
28, un vector de la reivindicacion 29 o una célula anfitrion de la
reivindicacién 30.

Método de modificar la secuencia inicial de aminoécidoa de una CDR de
cadena pesada de un anticuerpo precursor seleccionada a partir del grupo
que consiste de SEQ ID NOs: 21-38 y/o una CDR de cadena ligera de un
anticuerpo precursor seleccionada a partir del grupo que consiste de SEQ
ID NOs: 38-57, caracterizado por proporcionar un #cido nucleico que
codifica dicha secuencia inicial de aminoécidos, modificar dicho #écido
nucleico en el que un aminodcido es modificado en la COR1 de cadena
pesada, 1-2 aminoécidos son modificados en la CDR2 de cadena pesada,
1-2 aminoécidos son modificados en la CDR3 de cadena pesada, 1-3
aminodcidos son modificados en la CDR1 de cadena ligera, 1-3
aminoécidos son modificados en la CDR2 de cadena ligera, y/o 1-3
aminodcidos son modificados en la CDR 3 de cadena ligera, expresar dicha
secuencia de aminodcidos de la CDR modificada en una esiructura de
anticuerpo, medir si dicho anticuerpo se une al OX40L con un Kp de menos
de 10®° M y seleccionar dicha CDR modificada si el anticuerpo se une al
OX40L con un Kp de menos de 10° M.

o
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Un anticuerpo, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L,
siendo de la clase igG1 humana y comprende como la cadena pesada y
SEQ ID NO: 58, 62 o 68.

Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 41, que comprende como

a)

b)

cadena pesada y SEQ ID NO:58 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:61,

cadena pesada y SEQ ID NO:62 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:85

o

cadena pesada y SEQ ID NO:86 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:689.

Un anticuerpo, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L,
siendo de la clase IgG1 que contiene la mutacion L234AN235A y
comprende como la cadena pesada y SEQ ID NO: 58, 63 0 67.

Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 43, que comprende como

a)

b)

cadena pesada y SEQ ID NO:58 y como cadena ligera kappa ia SEQ
ID NO:61,

cadena pesada y SEQ ID NO:683 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:65

o

cadena pesada y SEQ ID NO:67 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:69.

Un anticuerpo, caracterizado porque dicho anticuerpo se une al OX40L,
siendo de la clase IgG4 que contiene la mutacién §228P comprende como
la cadena pesada y SEQ ID NO: 80, 64 o 68.

Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 45, que comprende como

a)

cadena pesada y SEQ ID NO:60 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:61,
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cadena pesada y SEQ ID NO:64 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:B50

cadena pesada y SEQ ID NO:68 y como cadena ligera kappa la SEQ
ID NO:68.
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Ala Met
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Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
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50
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Thr

Tyr

Ser

Leu

Phe

Leau

Ser
95

Gly
15

Agn

Trp

Tyr

Leu

Tyr
95

Ser

Glu
a0

Arg

Phe

Val

val

Cys



WO 2006/029879

PCT/EP2005/009968

Ala Arg Asp Ser Ser Ser Trp Tyr Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 5
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
€223>  cedena liaers. reaién varisble de LC.010
<400> 5
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser
1 S 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser
20 25 30
Tyr Lau Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg
65 70 75
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser
a5 90
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Aap Ile Lys
100 1405
<210> 6
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> cadena pesads, regién varisble de 1C.010

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Serxr

Glu

80

Phe



WO 2006/029879

<400> 6
Gln Val Gln
1

Ser Leu Arg

‘Gly Met His
kL]

Ala Ala Ile
50
Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gly Thr Leu
115

<210> 7
<211> 58
<212> PRT
<213>

<220>
<222>

<400> 7

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Ser
100

Val

Val

Ser

vVal

Tyr

Thr

Ser
85

Ser

Thr

Artificial

Glu Ser Gly Gly Gly Val

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Asp Gly His
55

Ile Ser Arg

70

Leu Arg Ala

Ser Trp Tyr

Val Sexr Sar
120

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asp Lys

Asp Asn

Glu Asp
90

Arg Tyr
105

Phe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Phe

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala Val

Asp Tyr

cadena ligera, regifm variable de 1C.029

PCT/EP2005/009968

Pro Gly Arg
15

Ser Asn Phe
30

Glu Trp Val

Tyr Tyr Val

Thr Leu Phe

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln
110

Mat Lsu His Pro Leu Cys Lys Val Gly Ser His Gln Gly Ser Val Ala

!

5

10

15

Val Asp Leu Gly Gln Ile Ser Leu Ser Pro Ser Ala Ala Cys Ser Lasu

20

25

30



WO 2006/029879

-6-

Lys Ile Leu Gln Leu Ile Thr Val Asn Sexr Ile Ile Val Ser Leu Thx

kL

45

Phe Gly Gly Gly Thr Lya Val Glu Ile Lys

50

<210> 8

<211> 120
<212> PRT
<213

<220>
<223>

<400> 8
Gln val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met His
35

Ala Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gly Thr Leu
115

<210> 9
<211> 57
<212> PRT
<213>

Artificial

Leu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val

Trp Tyr

Phe Thr

Asn Ser
B85

Ser Ser

100

val Thr

Artificial

55

Glu Ser Gly

Cya Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Aap Gly His
55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Ser Trp Tyr

Val Ser Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

cadens pesada, regién variable de LC.029

Gly Val val Gln
10

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Lau
45

Lys Tyx Tyr Ser
60

Asn Ser Lys Asn
75

Asp Thr Ala Val
90

Tyr Phe Asp Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Thr

Tyr

Trp

110

Gly Arg

Asn Phe

Trp Val

Tyr Val

Leu Phe
80

Tyr Cys
95

Gly Gln



WO 20061029879 PCT/EP2905/009968

<220>
<223> cadena ligera, regifn variable de LC.019

<400> 9

Met Pro Pro Val Trp Lys Val Gly Ser His Gln Gly Ser Ala Ala Val
1 5 10 15

Asp Leu Gly Gln Ile Ser Leu Ser Pro Ser Ala Ala Cys Ser Leu Lys
20 25 30

Ile Leu Gln Leu Ile Thr Val Asn Ser Leu Ile Val Thr Leu Thx Phe
kL] 40 45

Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
50 55

<210> 10
<211> 116
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada, regifm varimblae de LC.019

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

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

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

Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
a5 90 95



W 2006029879 PCT/EF2005/009968

Ala Arg Lys Asn Trp Ser Phe Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

100 105 110

Thr val Ser Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

11

106

PRT
Artificial

cadsna ligera, regifn variable de LC.033 (a)

11

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

1

5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Gly Val Ser Arg Tyr

20 25 a0

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ils

35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Val Ser Gly

50

55 60

Ser Gly Pro Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

65

70 15 80

Glu Asp Phe Ala Val Aap Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Gln Tyr

85 90 85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile

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

<220>
€229

<400>

100 105

12

121

PRT
Artificial

cadana pesada, reglém variable da LC.033

12



WO 2006029879

Gln Lys Gln Leu Val Glu Phe Gly

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala

35 40

Ala Val Ile Trp Asn Asp Gly Ser

50

55

Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg

65

70

Leun Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Arg Asp Arg Met Gly Ile Tyr

100

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

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

<220>
<223>

<400>

115 120

13

107

PRT
Artificial

-9.-

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

cadana ligera, regifm constante

13

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val

1

5

Gln lLeu Lys Ser Gly Thr Ala Ser

20

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln

35 40

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val

50

55

Phe

Val
25

Trp

Thr

Gly Val val Gln Pro
10

Gly Phe Thr Phe Ser

30

Gly Lys Gly Leu Glu
45

Lys Tyr Tyr Val Asp
60

Asn Ser Lys Asn Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr
80

Tyr Gly Met Asp Val
110

Ile Phe Pro Pro Ser
10

Val Cys Leu Leu Aan
30

Lys Val Asp Asn Ala
45

Glu Gln Asp Ser Lys
60

Gly Arg
15

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyxr Cys
95

Trp Gly

Asp Glu

15

Asn Pha

Leu Gln

Asp Ser
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PCT/EP2005/009968

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

65

70

75

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Sex

85

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

<210> 14

<211> -330
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

100

105

<223> cadena pesads, regifm coastante

<400>

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly Val

50

Leu Ser

65

Tyr Ile

Lys Val

Pro Ala

14

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Gly

Gly

vVal

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala

55

Thr Val

70

Asn His

Ser Cys

Leu Gly

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly
120

Lau
25

Trp

Ser

Pro

Lya

105

Pro

{gamma 1)

Pro

10

Gly

Aan

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

Lau Ala

Cys Leu

Ser Gly

Ser Ser

60

Ser Leu

75

Asn Thr

His Thr

Val pPhe

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
125

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

110

Phe

85

Sex

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

2



WO 2061129879

Lys

Pro

Lys Asp Thr

130

Val

145

Tyr

Glu

RHis

Lys

val

val Asp Gly

Gln

Gln Asp Trp

Ala

Vel Asp Val

Val
165

Tyr Asn Ser

180

Leu
195

Leu Pro Ala

210

Gln

225

Leu

Pro

Lau

Pro Arg

Thr

Ser Asp

Tyr

Tyr Ser

Glu Pro

Asn Gln

245

Lys

Ile
260

Ala

Lys Thr Thr

275

Lys Leu

290

Val
305

Gln

<210>
<211>
<212>
<213

Phe

Lys

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

3as

15

327

PRT
Artificial

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

vVal

Val

Pro

Thr

Val

3lo0

Lau

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

His

Pro

-11-

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Pro
140

val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

vVal

Gly

Asp

300

His

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

205

Gln

Asn

PCT/EP2003/009964

Val Thr Cys

Phe Asn Trp
160

Pro ‘Arg Glu
175

Thr Val Lau
190

Val Ser Asn

Ala Lys Gly
LI | . s

Arg Asp Glu
.240

Gly Phe Tyr
255

Pro Glu Asn
270

Ser Phe Phe

Gln Gly Aan

His TyriThi
320

)
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<220>
<223>

<400> 15

Ala Ser Thr

1

Ser

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Tp

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Thr

130

Val

Val

Ser

Lau

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Glu

Thr

Asn
195

Lys

Glu

Pro

Thx

val

Asn

Sex

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Gly

Ser

val

Phe

val

vVal

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Pro

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
200

-12-

cadena pesada, regiém coostante

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

val

185

Cys

(gamma 4}

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Sear

Ser

S0

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Leu Ala Pro

Ser

Ser

Ser

15

Asn

Pro

Val

Phe

155

Pro

Thr

vVal

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Val
Ala
b
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu

Ieu

Asn
205

Cys

Lya

30

Leu

Lau

Thr

val

Pro

110

Lys

val

Tyr

Glu

His

190

Lys

PCT/EF2005/009968

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

Als

Pro

val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Arg

Tyr

Sez

Ser

Thr

a0

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Asp

Leuy

o5



WO 2006029879

Pro

Glu

225

Ile

Thx

Arg

Cys
305

Sexr Ser
210

Pro Gln

Gln Val

Ala Vval

Thr Pro

275

Leu Thr
290

Ser Val

Ser Leu

<210> 16
<211> 104
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 16

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu
245

Trp

Val

Asp

His

Leu
325

Artificial

cadena ligera,

Glu Ile Val Leu Thr

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Leu Als Trp Tyr Gln

a5

Lys Thr Ile
215

Thr Leu Pro
230

Thr Cys Leu

Glu Ser Aan

Leu Asp Ser
280

Lyas Ser Arg
295

Glu RAla Leu
310

Gly Lys

regién variable de

-13-

Ser Lys

Pro Ser

Val Lys

250

Gly Gln

265

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

Ala Lys
220

Gln Glu
235

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Glu Gly

300

His Tyr
315

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

" 1£.033 ()

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Lau

10

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val

25

Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg

45

PCT/EP2005/009968 \Cabkﬂ

Gln Pro Arg

Met Thr Lys
240

Pro Ser Asp
255

Asn Tyr Lys
270

Leu Tyr Ser
val Phe Ser

Gln Lys Ser
320

Ser Pro Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Leu Leu Ile
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Tyr Asp Ala Sexr Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lIle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 a0

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Thr Phe
85 90 95

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ilea
100

<210> 17

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada, regiém varisble da 1C.059

<400> 17
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 i0 15

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

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 415

Ser Ile Ile Ser Gly Sexr Gly Gly Phe Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Axg Phe Thr Ile Ser Arqg Asp Asn Ser Lya Asn Thr Leu Tyr
65 70 5 80

Leu Gin Met Asn Arg Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Lys Asp Asp Ile Pro Ala Ala Gly Thr Phe Asp Pro Trp Gly Gln
100 105 110



WO 2006/029879

-15-

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220~

115 120

18

106

PRT
Artificial

<223 cadena ligera, regién variable des f LC.060

<400>

18

Ala Ile Gln Leu Thr Gln.Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Asp Arg Val:Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Ala

20 25 30

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

35 40 45

Tyr Asp Val Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50

55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65

70 15 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Trp Thr

85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>
<223>

<400>

100 105

19

119

PRT
Artificial

cadsna pesada, regiln variable da LC.060

19

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

1

5 10 15

N1
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Ser Leu Arg lLeu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Pha Ser Ser Tyrx
20 25 30

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

Ser Leu Xle Ser Gly Ser Gly Gly Leu Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Tle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Arg Thr Leu Tyr
65 70 75 g0

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

Ala Lys ARsp Ile Leu Val Thr Gly Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 20
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificisl

<220>
<223> coadena pesada, reglén variable de 1C.063

<400> 20
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Ser Ile Ile Ser Gly Ser Gly Gly Phe Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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



*
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-17-

Leu Gln Met Ser Arg Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Phe Cys
85 . 80 95

Ala.lLys Asp Asp Ile Pro Ala Ala Gly Thr Phe Asp Pro Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 21

<211> S

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR ¢/ fragmento de anticuerpo

<400> 21

Ser Tyr Thr Met Hias
1 5

<210> 22

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
€223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 22

Ser Tyr Ala Met Ser
1 L

<210> 23

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
€223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 23

Asn Phe Gly Met His
1 5



W 2006029879

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

<220>
<223>

<400>

-18-

24

5

PRT
Artificial

CDR / fragmento de anticuerpo

24

Asn Tyr Gly Met His

1

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

<220>
<223>

<400>

5

25

5

PRT
Artificial

CDR / fragmento des anticuerpo

25

Ser Tyr Ala Met Asn

1

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

<220>
<223

<400>

26

17

PRT
Artificial

COR / fragmento de anticuerpo
26

rcrnrmsmones A\

Ile Ile Ser Gly Ser Gly Gly Phe Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly

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

<220>
<€223>

<400>

5 10

27

17

PRT
Artificial

CDR / fragmento de aaticuerpo

27

15

y
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Ala Ile Tzp Tyr Asp Gly His Asp Lys Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
€223> CDR / (fragmento de anticuerpo

<400> 28
Ala Ile Trp Tyr Asp Gly His Asp Lys Tyr Tyr Ala Tyr Tyr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 29

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 28
Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 . 5 10 . 15

Gly

<210> 30

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 230

Val 1le Txp Asn Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15



WO 2006/029879 ‘ PCT/EP1005/009968 \E‘;t’

Gly

<210>
<211>
«212>
<213

<220>
<223>

<400>

31

18

PRT
Artificlal

COR / fragmento de anticuerpo
k) |

Ile Ile Ser Gly Ser Gly Gly Phe Thr Tyr Tyr Alea Asp Ser Val Lys

1

5 _ 10 15

Gly Arg

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

18

PRT
Artificial

CDR / fragmento de anticuerpo

32

Leu Ile Ser Gly Ser Gly Gly Leu Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

5 10 15

Gly Arg

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

. <400>

a3

11

PRT
Artificial

CDR / fragmento de anticuerpo

3

Asp Ser Ser Ser Trp Tyr Arg Tyr Phe Asp Tyr

1

5 10
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-21-

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 24

Asp Arg Leu Val Ala Pro Gly Thr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 35

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
€223> CDR / pragmento de anticuerpo

<400> 35

Lys Asn Trp Ser Phe Asp Fhe
1 5

<210> 36
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220> '
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 36
Asp Arg Met Gly Ile Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10

<210> 37
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 37

Lys Asp Asp Ile Pro Ala Ala Gly Thr Phe Asp Pro
1 5 10

PCT/EP2005/009968 \Fﬂc{’
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<210> 38

. <211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 38

Lys Asp Ile Leu Val Thr Gly Ala Leu Asp Tyr
1 5 : 10

<210> 39

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / . fragmento da anticuerpo

<400> 39

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

<210> 40
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220> :
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 40
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 4]

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Tyr Leu Ala
s 5 10



<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificlal

<220>
<223> CDR / . [ragmento de anticuerpo

<400> 42

Arg Ala Ser Gln Gly Val Ser Arg Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / Iragmento de anticuarpo

<400> 43

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 44

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
€223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 44

Leu Ser Ala Ser Vel Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
1 5 10 15

Gln Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala
20

<210> 45

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<2205
€223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 45

vb
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-24 -

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 46

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 46

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 47

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CpR ; fregmento de anticuerpo

<400> 47

Met Pro Pro Val Trp Lys Val
1 5

<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> RArtificial

<220> .
<223> CDR ; fragmento de anticuerpo

<400> 48

Asp Ala Ser Asn Arqg Ala Thr
1 5

<210> 49

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 49
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-25-

Leu His Pro Leu Cys Lys Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

S0

7

PRT
Artificial

CDR / fragmento de anticuerpo

50

Asp Val Ser Ser Leu Glu Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

51

8

PRT
Artificial

COR / fragmento de anticuerpo
51

Asn Sar Leu Ile Val Thr Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

52

9

PRT
Artificial

COR / fragmento de anticuerpo

52

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<22

<400>

53

8

PRT
Artificial

CDR / fIragmento da anticuerpo

53

PCT/EP2005/009968 \,q%
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Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Phe Thr
1 5 .

<210> 54

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificlal

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 54

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Gln Tyr Thr
1 5

<210> 55

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

<400> 55

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Thr
1 5

<210> 56

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR s fregmento de anticuerpo

<400> 56

Asn Ser Ile Ile Val Ser Leu Thr
1 5

<210> 57

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> CDR / fragmento de anticuerpo

PCT/EP2005/009968 \Ej\f\
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<400> 57

- 27 -

Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Trp Thr Phe

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

58
450
PRT

58

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys
65

Gly

Leu
145

Leu

Met

Ile

50

Gly

Gln

Lys

Ala

Pro
130

Arg

Ser

a5

Ile

Arg

Met

Asp

Leu
115

Gly Cys

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Val

Ala

Leu

5

Artificial

Ser

val

Gly

Thr

Sexr

85

Leu

Thr

Pro

val

Glu

Cys

Arg

Serx

Ile

70

Leu

vVal

val

Ser

Lys
150

cadena pepada de LC.001

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Ser

135

Asp

{tipo

Gly

Ala

Ala

10

Gly

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Lys

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

Phe

IgGl humana)

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Thr

Ser

Thr

Pro

Leu

Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

Sear

Glu
155

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Arg

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Thr

val

Tyr

Gly

125

Gly

val

Pro

Asn
30

‘Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser
160
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Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr' Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val .
165 170 175

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro
180 185 - 190 -

>

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys
195 200 205

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val élu Pro Lys Ser Cys Asp
210 215 220

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Aia Pro Glu Leu Leu Gly Gly
225 230 235 240

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Mat Ile
245 250 255

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Rsp Gly Val Glu Val Hia
2715 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300 '

Val Val Ser Val leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lya Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile, Glu
325, 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 . 350 "t

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Tr
kY1) 375 380



WO 2006/029879
-29.
Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 385
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Vval
405 410 415
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 ) 425 430
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445
Gly Lya
450
<210> 59
<211> 450
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada de LC.001 {mutante IgGl humano L334A, L235A)

<400> 59
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

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

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

Ser Ile Ile Ser Gly Ser Gly Gly Phe Thr Tyr Tyr Ala Aasp Ser
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Thr Leu
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
a5 90 95

Val

Asp

His

Pro

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

S

PCT/EP2005/009968 4/0
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Ala

Gly

Phe

Leu

145

Txp

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val
a0s

Lya

Ala

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
290

vVal

Asp
Leu
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
195
Asn
His
Val
Thr
Glu
275

Lys

Ser

Arg

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

val

Lau

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Val

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr
310

Ala

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

-30-

Pro Gly
105

Ser Ala
120

Lys Ser
Tyr Phe
Ser Gly

Ser Leu
185

Thr Tyr
200

Lys Lys
Cys Pro
Pro Lys
Cys .V;l

265

Trp Tyr
280

Glu Glu

Leu His

Thr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

Val

val

Gln

Gln

Pha
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
Val
Asp

Tye

Asp
315

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asan

Pro
220

Glu
Asp

isp

Gly

Asn
300

Tyr
Gly

125
Gly
1.
val
fhe
Val
Val
205
Lys
Ala
Thr
val
val
285

Ser

Trp leu

PCT/EP2005009968

Trp Gly Gln
110

Pro Ser Val
1] . .
Thr Ala Ala

Thr Val Ser
160

Pro Ala Val
11?5 T

Thr Valzrro
19C

Amsn His Lys
Ser Cys Asp

Ala Gly Gly
240

Leu Met Ile

255
i ; 'i-p- oo '
Ser His Glu
270

Glu'val.His

Thr TyrlArg
N .

Aan Gly Lys .
320
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Glu Tyr Lys Cys Lys

325

Lys Thr Ile Ser Lya

340

Thr Leu Pro Pro Ser

355

Thr Cys Leu Val Lya
370

Glu Ser Asn Gly Gln

385

Leu Asp Ser Asp Gly

405

Lys Ser Arg Trp Gln

Glu Ala Leu His Asn

435

Gly Lys
450

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

60

447

PRT
Artificial

cadena pesada de

Glu Val Gln Leu Leu

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Ala Met Ser Trp Val

35

-3]-

Val Ser Asn Lys

Ala Lys Gly Gln

345

Arg Asp Glu Leu
360

Gly Phe Tyr Pro

375

Pro Glu Asn Asn

390

Ser Phe Phe Leu

Gln Gly Asn Val

425

His Tyr Thr Gln
440

1C.001

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Leu Pro Ala

Arg Glu Pro

Lys.Asn Gln
365

Asp Ile Ala
380

Lys Thr Thr
3985

Sex Lys Leu

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser
445

Pro

Gln

350

val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

{mtants IgG4 humsno 5228P)

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

10

PCT/EP2005/009968 /bod\

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Gly
15

Glu

Tyx

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

Gly

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Ser Tyr

25

30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40
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Ser

Lys

Alas

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Pro

Ile

50

Gly

Gln

Lya

Ala

Pro

130

Gly

Asn

Gin

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Glu

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Sexr

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

Ser

Phe

Asn

Arg

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr
260

Gly

Thr

Ser
85

"Leu

Thx

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

Ser

Ile
70

Leu

val

val

Cya

Lys

150

Leu

Lau

Thr

Val

Pro

230

Lys

Val

Gly
55

Ser

Arg

Ala

Ser

Serx

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Val

Gly
Arg
Ala
Pro
Ser
120
Arg
Tyr
Sar
Ser
Thr
200
Lys
Pro
Lys

Val

-32-

Phe

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Lau

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
265

Thr Tyr Tyr
60

Asn Ser Arg
75

Asp Thr Ala
Thr Phe Asp
Ser Thx Lys

Thr Ser Glu
140

fro Glu Prq
155

170

Ser Sar Val
Thr Cys Asn

val Glu Ser
220

Phe Leu Gly
235
)

Thr Leu Met
250

Va) Ser Gln

val His Thr

Ala

Thr

Val

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

val

val
205

Lys

Gly

Iia

Glu

PCT/EP2003/009968

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln
110

Pro Ser Val

Thr Ala Ala

Thr Vﬁl Ser

160

Pro Ala Val
1?5

Thr Val Pro
190

Asp His Lya

Tyr Gly Pro

Péo Sar val
240

Ser 'Arg Thr

Asp Pro Glu
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val

Thx

Val

305

Cya

Ser

Pro

Val

Gly

385

Asp

Trp

Ris

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Asan

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Phe

275

Pro

Thr

val

Ala

Gln
355

Gly

Pro

Ser

Glu

His
435

61
214
PRT

61

ABn

Arg

val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Trp
Glu
Leu
Asn
325
Gly
Glu
Tyr
Aan
Phe
405

Asn

Thr

Artificlal

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Mat

Pro

Aan

aso

Leu

Val

Gln

-33-

val Asp Gly Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Lys

cadena ligera de 1C.001

280

Fhe

Asp

Leu

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

Val

val

Pro
395

Thr

Val

Val

Tyr

300

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

380

Pro

Val

Mat

Ser

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

365

Trp

val

Asp

His

445

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leau

Lys

Glu

430

Gly

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cya

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Leu

h
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Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Als

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

a5

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Tzp

Thr

Thr

180

val

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Arg Gly Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyz

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

1315

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Sar

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

-34-

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Sex

10

Sar

Lys

Val

Thr

Gln
920

Ile

Asp

Asn

Lau

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Sex

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

PCT/EP2005/009968

Ser Val
15

Ser Ser
30

Ser Leu

Phe Ser

Leu Gln

Tyr Pro
95

Val Ala

110

Lya Ser

Arg Glu

Aan Ser

Ser Leu
175

Lys Val
150

Thr Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<210>
<211>

62
450

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val
1

Ser Leu

Gly Met

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Gly Thr

Phea Pro
130

Leu Gly
145

Trp Asn

cadena pesada de LC.

62

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Asn

Ser

100

Val

Gly

Artificial

Val

Ser

Val

Tyr

Ser

85

Ser

Thr

Pro

Val

Ala
165

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ser

val

Ser

Lys

150

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Ser

Ser

135

Asp

Thr

005{tipo IgGl humana)

Gly

Ala

Ala

10

His

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

-35-

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Arg

105

Ala

Ser

Fhe

Gly

Gly
10’
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Tyr
Ser
Thr

Pro

val
170

Val

Lya

Tyr

Ser

5

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

155

His

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Val

Tyr

Gly

125

Gly

val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Thr

Tyr

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly
15

Asn

Tyr

Leu

Tyr

85

Gly

Sar

Ala

val

Ala
175

Arg

fhe

Val

Val

Phe

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

val
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Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

val
308

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Gln
Ser
Ser
210
Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
290
val
Tyr
Thr
Leu
Cys
370

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

a55

Leu

Asn

Ser Gly
180

Leu Gly

Thr Lys

Thr Cys

Phe Leu

Pro Glu
260

Val Lys

Thr Lys

Val Leu

Cys Lys

325

Ser Lys

340

Pro Ser

Val Lys

Gly Gln

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

val

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
390

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Asp

Phe
375

Glu

Ser

Thr
200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

-36-

Leu

- 185

Tyr-

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
355

val

Asn

Pro

220

Glu

Rsp

Aasp

Gly

Aan

300

Trp

Pro

Asn

Ile
380

Thr

val

Val
205

Lys
Lau
Thx
Val
Val
285
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
365

Ala

Thr

Thr
190

Asn

Ser

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro
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vVal

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyx

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

1le

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
400
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Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 . 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hias
420 ) 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 63
<211> 450
<212> PRT
€213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada de LC.005 (mutante IgGl humano L234A, L235A)

<400> 63
Gln Val Gln lLeu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cya Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tzp Val
a5 40 45

Ala Ala Ile Trp Tyr Asp Gly His Asp Lys Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Phe
65 710 5 80

Leu-Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
a5 90 95

Ala Arg RAsp Ser Ser Ser Trxp Tyr Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val
115 120 125
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Leu
145

Trp

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal

305

Glu

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

vVal

Tyr

Lau

Cys

Sezx

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

215

Lys

Ser

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

Val

Cys

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys
325

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Pro

Thr
310

val

Serx
135
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
215
Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
295

val

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn
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Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

val

Gln

Gln

Ala
330

Ser
Glu
155
His

Ser

Cys

Glu

Pro
235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

15

Lau

Gly

140

Pro

Thr

val

Aan

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
300

Trp

Pro

Gly

Val

Phe

val

Val

205

Lys

Ala

Thr

val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

180

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro
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Ala

val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Mat

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile
335

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

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

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Len Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380 -

Glu Sear Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 4110° 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Lesu Ser Leu Ser Pro
435 4410 445

Gly Lys
450

<210> 64

<211> 447

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada de LC.005 (mutante IgG4 humano S5228P)

<400> 64
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
I 5 10 15

Ser Lau Arg Leu Ser Cys Rla Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
a5 40 415

Ala Ala Ile Trp Tyr Asp Gly His Asp Lys Tyr Tyr Ser Tyr Tyr Vval
50 55 60

A
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Lys
65

Leu

Ala

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Fhe

Pro

Gly

Gln

Arg
Thx
Pro
130
Gly
Aan
éln
Ser
Ser
210
Cys

Eeu

Glu

Arg

Met

Asp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
195.

Phe

Asn

Sar

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Ser
85

Ser

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Asn Thr Lys

Pro Pro Cys

Phe

vVal

Pro

Thr
260

Pro
245

Cys

Ile
70

Leu

Ser

Val

Cya

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Lys

Val

Ser

Arg

Trp

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

val

Arg

Ala

Tyr

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

- 40 -

Asp

Glu

Arg

105

Ala

Ser

Pha

Gly

Leau

185

Tyr

Arg

Glu

Rsp

Asp
265

Asn

Asp
90

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

250

Val

Ser
15

Thr

Serxr

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Leu

235

Leu

Ser

Lys

Ala

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

Val

Asn

Serx

220

Gly

Met

Gln

Asn

vVal

Tyr

Gly

125

Ser

Val

Phe

Val

Val

205

Lya

Gly

Ile

Glu
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Thr Leu

Tyr Tyr
95

Trp Gly
110

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala
175

Thr Val
190

Asp His

Tyr Gly

Pro Ser

Ser Arg
255

Asp Pro
270

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

vVal

Pro

Lys

Pro

val

240

The

Glu

A\
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val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

val

Gly

385

Asp

Trp

His

Gln

Lys
290

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Aan

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Fhe
275

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

355

Gly

Pro

Ser

Glu

His

435

65
214

PRT
Artificial

Asn

Arg

val

Ser

Lys

340

Glu

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

310

Asn Lys
325

Gly Gln

Glu Met

Tyr Pro

Aan Asn

350

Phe Leu
405

Asn Val

Thr Gln

-4] -

Val Asp Gly Val

Gln
295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Phe

Asp

Lau

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

cadena ligera de LC.005

65

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Lau

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

Thr

ABn

315

Sex

Gln

val

vVal

Pro

395

Thr

Val

val

Tyr
300

Gly

Ile

Val

Sex

Glu

380

Pro

Val

Met

Ser

His
285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Val

Asp

Hia

Leu
445

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

PCT/EP2005/009968 ’L)}*

Ala

Val

Tyr

335

Cya

Ser

Aap

Ser

415

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Lau
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Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Thr

Pro

Thr

Lys
145
Glu

Ser

Ala

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Phe

Ser

Ala
130

Val

Ser

Thr

Cys

Aan
210

val
Ala
Ala
5

Gly

Gly

Asp

Gly
Val
115
Ser
Gin

val

Leu

Leu

Thre
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Pro
100

Phe

Val

Tep

Thr

Thr
180

Glu‘val

185

Arg Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Ser

Gln

Ser

The

70

val

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cya

Gln

Arg

55

Asp

Tye

Lys

Pro

Leu
135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

val

Pro

i20

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200
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Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Asp

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Thxr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Gln

Ile

Thx

75

Gln

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu Ser

Val Ser
30

Pro Arg
45

Asp Arg

Ser Arg

Gly Ser

Thr Val

110

Leu Lys
125

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

190

Val Thr
205

PCT/EP2005/009968

Pro Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Asn

Ser

Glu

Fhe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<210>

<211> 449
<212> PRT
<€213> Artificlal

<220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ala Met

Ser Leu
S0

Lys Gly
65

Leu Gln
Ala Lys
Thr Leu
Pro Leu

130
Gly éya

145

Asn Ser

-43-

cadena pesada de LC.060 (tipo IgGl humana)

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val

115

Ala

Leu

Gly

Leu

Leu
20

Tzp

Ser

Phe

Asn

Ile

100

Thr

Pro

val

Ala

Lev Glu
Ser Cys
Val Arg
Gly Ser
Thr Ile

T0
Sar Leu
a5 -
Leu Val
Val Ser

Ser Ser

Lys Asp
150

Leu Thr
165

Ser Gly Gly

Ala Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Gly Gly Leu
Ser Arg Aap
Arg Ala Glu

Thr Gly Ala
105

Ser Ala Ser
120

Lys Ser Thr
135

Tyr Phe Pro

Ser Gly Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Leu

Ser

Glu

His
170

Len

Phe

Lys

Lys

Ser

15

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro
155

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Gln

Phe

Leu

Ala

Arg

val

Tzp

Pxo

125

Thr

Thr

Pro

Pro

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

val
175

Gly

Tyr

val

Val

Cys

Gly

Leu

Trp
160

Leu

2179



WO 2006/029879

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

Axg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Sexr
385

Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lya
290
Ser
Lys
Ile

Pro

Lau
370

Asn

Ser

Leu
195

Thr

Thx

Phe

Pro

val

275

Thr

vVal

Cys

Ser

Pro

355

vVal

Gly

Gly
180

Gly

Lys

Cys

Glu
260

Lys

Lys

Lys

Lys

340

Ser

Lya

Gln

Leu

Thr

Val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Tyr

Gln

Asp

Pro
230

Pro .

Thr

Asn

Arg

Val

3io

Ser

Lys

Asp

Glu
330

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Leu

Tyr
200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Lau

360

Pro

Asn

-44 -

Ser
185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

“Thr

Ser

Tyr

Ser

Cya

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Tep

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr Thr

395

val

val

Lys

220

Leu

Thr

Val

val

Ser

300

Lau

Ala

Pro

Gln

Ala
380

Thr

Asn
205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

365

vVal

Pro

PCT/EP2005/009968

Val
190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyx

Leu

Tep

Val

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu
400

Ve
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Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gin Gln Gly Aan Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430

Ala Ley His Rsn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 445

Lysa

€210> 67

<211> 449

€212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> cadena pesada LC.060 (mutante IgGl humano L234A, L235A)

<400> 67 .

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

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

Ser Leu Ile Ser Gly Ser Gly Gly Leu Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

leu Gln Met Asn Ser Lau Arg Ala Glu Asp Thx Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Asp Ile Leu Val Thr Gly Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
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Thr Leu

Pro Leu
130

Gly Cys
145

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ser Asn
210

Thr His
225

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys
290

Val Ser
305

Tyr Lys

Val
115

Ala

Leu

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

val

Ser

Lys

Leu
165

Ser Gly Leu

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys

Leu

Lys

Thr

Val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val
325

Serxr

Ser

Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn

Arg

Val

Ser

Lys
135

Tyr

Ser

Ser

Thrx

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

310

Ser

Asn

Ala
120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

-46-

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

val

Ala

Pro

vVal

265

Val

Gln

Gln

Ala

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Lau
330

Lys

Gly

Pro
155
Thr
val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315

Pro

Gly

Gly
140

Val

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

Val

Sex

300

Leu

Ala

Pro
125

Thx

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Ser

Ala

Val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile
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Val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
3315

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Sax

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asn

val

Glu

320

Lys

AN
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Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Sex

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

"<400>

Sex Lys
340

Pro Ser
ass

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln
420

His Asn
435

68
446
PRT

Ala Lys Gly Gln

Arqg Asp Glu Leun
360

Gly Fhe Tyr Pro
375

Pro Glu Asn Asn
390

Ser Phe Phe Len
405

Gln Gly Asn Val

His Tyr Thr Gln
440

Artificial

-47 -

Pro
345

Thr

Sar

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

cadena pesada de LC.060 (mutante IgG4

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

20

25

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Gln

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

val
350

Ser
G%u
Pro
Vval
Met

430

Ser
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Tyr Thr

lLeu Thr

Trp Glu

Val Leu

400

Asp Lya
415

His Glu

Pro Gly

humano S228P}

Val Gln Pro Gly Gly

15

Thr Phe Ser Ser Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Val
- 45
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Ser

Lys

65

Lau

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Leu

50

Gly

Gln

Lys

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

val

Ile

Azg

Met

Asp

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
195

Thr

Pro

Pro

Thr

Ser

Phe

Asn

Ile

100

Thx

Pre

Val

Ala

Gly
180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys
260

Gly

Thr

Ser

85

Leu

Val

Cyn

Lya

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

val

Ser

Ile

70

Leu

Val

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

val

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro
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TRADUCCION OFICIAL No. 022/07 de un documento escrito en ingiés, el cual
para su identificacién se seila con el sello del Traductor. Esta es una Traduccién
Oficial efectuada el dia 22 de marzo de 2007 por el Sr. Gabriel Ricaurte Echeverri,
¢. ¢. 25965 de Bogotd, Traductor Oficial segun resolucién No. 3887 de agosto 17
de 1881 expedida por el Ministerio de Justicia.
Caso 22672
Colombia
_ Declaracién

El suscrito Notario piiblico de Basilea/ Suiza, por el presents acto deciara que la
copia del traspaso autorizado es una copia fiel del documento original que fue
presentado ante mi por .
F. Hoffmann-La Roche AG
de Basilea/ Suiza,
Basilea/ Suiza, este 14-03-2007 (marzo catorce de dos mil siste)

(Fdo) Firma ilegible

Acuﬂim:adbnapamcaunidoaldoumorﬂomtasdewibunulloquellmma
leyenda en idioma Suizo. El cual va unido al documento por un cordén.

Selio de caucho con Ia siguiente inscripcién:
' Dr. Peter Kuster
Abogado y Notario
Peterskirchplatz 12

Postfach
CH-4001 Basilea

Apostilla
{Convencién de la Haya dei 5 de octubre de 1861)
1. Pals: Suiza
Este documento ptblico
2. ha sido firmado por

w;
ﬂl 3857 Ministéne de Justicig

\ de agosto 17 du 1981 Pege 1 of 6



o

3. En su funcién de ilegible
4. 'Y certificado por el sello de ilegible

Certificado
5. En Basilea 6. A los 15 dias de marzo de 2007
7. Por la cancillerfa del estado del Cantén de Basilea-Studt
8. No.2'873/4'564 '
9. Sello/Estampilla: 10. Firma
Selloc de caucho de la Cancillerla del (Fdo.) llegiblemente
Estado del Cantén de Basilea con Heidi Fischer .
escudo en el centro. -
Caso 226_72
Traspaso

YOMNOSOTROS, el{los) suscrito(s)

Josef Endl, biélogo, ciudadano Alemén
Ulmenstrasse 12,D-82362 Weilhim, Alemania
-
Elsie M. Eugui, investigadora cientffica, ciudadiana Argentina
2513 Hasting Dr, Baimont, California 84002, USA

Marfa Elena Fuentes, bidloga, ciudedana de los EUA
1413 South MAry Ave, Sunnyvale, California 94087, EUA

Yvo Graus, cientifico, ciudadano Holandés
Werdorperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Holanda

Aran Frank Labriln, cientffico, ciudadano Holandés
2e Jan van der Heljdenstraat 66-3R, NL-1074 XW Amsterdam, Holanda

b Page 2 of 6
igtert0 de Justicia
hosto 17 de 1981



MINISTERID g
RELACH
£X l't"flé,‘i'EESs

835883

J0<UMFYg DESEMPEHA
NG BArAne

N8 ASUME
EESFMS#!IUHM
TELTFYTR

AR23 A 8
JzF, LIZACIDRES

' BOGOTAD ¢

? 7



Martin Lanzendoerfer, bidlogo, ciudadano Holandés
Hofmairstrasse 25°, D-82327 Tutzing, Alemania

-t
Paul Pamren, cientffico, cludadano Holandés
Weldorpel_wurd 17, NL-3984 PR Qdijk, Holanda

Frank Rebers, cientffico, ciudadano Holandés
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Holanda

Ralf Schumacher, bidlogo, ciudadano Alemén
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania

Stefan Seeber, biblogo, ciudadano Alemén
Saalanger 34, D-82377 Penzberg, Alemania

Jan van de Winkel, cientifico, cludadano Holandés
Veriengde Siotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Holanda

Martine van Vugt, cientifica, ciudadana Holandesa
Fluwesimos 6, NL-3984 KR Houten, Holanda

CEDENTES. Por el presents acto declaramos que somos os inventores conjuntos
de la invencién titulada:

Anticuerpos Antl-OX40L
Para la cual la primera solicitud se presentd como sigue:
Pals Eecha de presentacion No. de Serie
22672EP . 17.09.2004 04022158.2
22672 EP1 23.12.2004 04030546.8

y para buena y valiosa consideracion, el recibo suficiente por el presente acto se
reconoce, nosotros hemos vendido,

Z
mER i
s8cia




titulo para y de la mencionada invencion y de la mencionada solicitud en todos los
palses del mundo al CESIONARIO:
F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basilea ( Suiza)

Requiere legalizacion

El presente traspaso s para, pero no se limita a los siguientes paises:
Argentina, Australia, Austria, Béigica, Brasil, Canad4, Chile, Colombia, Republica

_ Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, irlanda, Israel,

alia, Japén, Kasakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Palses Bajos,
Nueva Zelanda, Noruega, Pakistén, Republica Popular de China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Sudéfrica, Espafia, Suecia, Suiza,
Taiwén, Turquia, Reino Unido de Gran Bretafia ¢ irfanda del Norte, islandia,
Ucrania, Uruguay, E.U.A. y Venezuela.

Por virtud de este traspaso el mencionado CESIONARIO esté totalmente facultedo
para solicitar y obtener en su propio nombre y en cualquier otro nombre en y para
su propia cuenta y propdsito PRIVILEGIOS DE PATENTE DE INVENCION en

" todo el mundo, especialmente en los paises ariba mencionados revindicar para

los mismos el derecho de prioridad de la primera solicitud presentada en el pals
arriba mencionado de acuerdo con ios convenios intemacionales.

Firmado en
el

Firmado en

Page 4 of 6
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Yvo Graus

Aran Frank Labrijn
Paul Parren
Frank Rebers

Jan van de Winkel
Martine van Vugt

Firmado en Palo Alto, Califomnia, EUA e 8 de agosto de 2005

Eirmado por Elsie M. Eugui
Eirnado por Maria Elena Fuentes

RECONOCIMIENTO PARA TODO PROPOSITO EN CALIFORNIA

Estados Unidos de América) "SECCION OPCIONAL
Estado de California ) CAPACIDAD REVINDICADA POR EL SIGNATARIO

_ ) 88. Aunque los estatutos no requieren al Notario para |-
Condado de Santa Clara ) diligenciar los datos de abajo, al hacerio puede
El mgmm_qg_zmg. ante mi, | probar invaluablemente la conflanza de las personas
mu-mhmﬁﬂm' en el documento.
0oc id """'""Im"';"m por mi— O - [J FUNCIONARIOS CORPORATIVOS
{ *}an probado ante mi bejo bases de e

evidencia satisfacioria ser las personas | (1 ASOCIADOS [J LIMITADA
de quienes los nombres astdn suscritos [0 APODERADO [J GENERAL
en ol documento aqul contenido y| [1 FIDUCIARIO

reconocen ante mi que lo han ejecutado 0 TUTOR / CURADOR

O OTRO

en sus capacidades autorizadas,.y que | EL FIRMANTE ESTA REPRESENTANDO A:
. NOMBRE DE PE (o]
por sus fimas en el instrumento las | Asi m!'smgm REONAG) O ENTIDADER)

personas, o la entidad en nombre de
quien las personas actuaron, ejecutaron _ /

ol instrumento.

TRADUCTOR 'c:mc.:: L

- 3987 Ministerio de. gl
@9 enosin 17 Minﬁgﬂ ad
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Testimonian mi mano y el selio oficial
- * i

Fuma del Noterio
Sello oficial de caucho

Christina G Myers

Comision # 1555172

Notario Publico ~ California

Condado de Santa Clara -

Mi comisién expira 8 de marzo de 2009
En el exiremo izquierdo del sello aparece
un logo con la leyenda “El Gran selio del
Estado de California” con figura en el
centro. En los extremos derecho e
izquierdo dei sello aparece escrito las
® | ietras NNAI

SECCION OPCIONAL
ESTE CERTIFICADO DEBE ESTAR ADJUNTO AL DOCUMENTO DESCRITO A LA DERECHA

TITULO O TIPO DE DOCUMENTO : ME&S_Q_EABA_I.A_EBES.ENI_&QQN__E.M

AUNQUE LA INFORMACION REQUERIDA AQUI NO ES REQUERIDA POR LA LEY, ESTA
PODRIA PREVENIR ADJUNTOS FRAUDULENTOS DE ESTE FORMULARIO
NUMERO DE PAGINAS___ FECHADE ____

OTRAS FIRMAS APARTE DE LAS NOMBRADAS:

Derechos de traduccién: $ 102.000

i Tmouc'rca OF{Ci
ﬂﬂs. 3987 Ministerio 5e Justicls
- o 8pjosto 17 de 1961
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J SE LLOREDA CAMACHO & CO.

| o
Colombia Case 22672

Declaration

Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the copy

I, the undersigned
which hu been presented

en'ntled Assignment is & true copy of the original document

“tome by

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle/Switzerland.

Basel/S uctl-tQ this 14-03-2007 (fourtemth day of Mamhtwoﬂmusandmdscvcn)
e e _'_ . [’
—~—— .:_‘ ig”-,27 '
- \ M

/ b T N
m— o - - Dr. Peter Kusisr
’ Advokat und Notar

e~ . -_/ 7\ I
a7 - Pelerskirchplatz 12
/ Postfach
Pl - ; H-4001 Bassl
mmﬁéz_m. 4y on-aom =

- APOSTILLE
{Hague Convention of Oclober 5%, 1961)
1. Country: Switzerlan whle/Suissc)
This officlel documen
2. ie sigped L
5‘5 T F

3. in hullhcr function as Pucecgineene
4. and u-rllfu;wdm

Cerined 15, Mirz 2007

Tn Rascl (Bik:)

ll h."f lh? —ggﬁ j ﬁ.ﬂn of Rasel-Stadt ...
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Case 22672 ‘xl\/
Assignment

[/WE, the undersigned

Josef Endl, biologist, o Germuan citizen
Ulmenstrasse 12, D-82362 Weilheim, Germany

Blsie M. Bugui, rescarch scientist, an Argentine citizen
ElBHnﬁngDr.Bdmon:.Qlist"m UsA

Maris Elena Fuentes, biologist, 8 Ghilve citizen
1413 South Mary Ave, Sunnyvale, California 94087, USA

Yvo Grauws, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Aran Frank Labrijn, scientist, & Dutch citizen
2¢ Jan van der Heijdenstraat 66-3R, NL-1074 XW Amaterdam, Netherlands

Mmhnmdoﬁﬁr biologist, a German citizen
Hofimairstrasse 25a, D-82327 Tutzring, Germany

Paul Parren, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwsard 17, NL-3584 PR Odijk, Netherlands

Prank Rebers, acientist, a Dutch citizen
Adrisan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netberiands

Ralf Schumacher, bioclogist, & German citizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

Stefan Seeber, biologist, a German citizen
Saalanger 34, D-82377 Penzberg, Germany

Jan van de Winkel, scientist, & Dutch citizen
Verlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands

Martine van Vugt, scientist, s Dutch citizen
Fluweelmoa 6, NL-3994 KR Houten, Netherlands

ASSIGNOR(S), herewith dedare that [ am/we sre the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Anti-OX40L Antibodics
ﬁ:rwhidiﬂxeﬁmnpplic_lﬁm(s) was (were) filed as follows:
C Piling d Serisl N
22672 BP 17.09.2004 040221582
22672 EP1 23.12.2004 04030546.8 .

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is bereby acknowledged, YWE have
lold.l-i'ncdmdlnmfuudnllnghumduﬂemmdp from the said invention and from the said application(s) in all
countriey of the world to the ASSIGNEE: '

F. Hoffmann-La Roche AG
. 124 Grenzacherstragse
CH-4070 Baale (Switzerland)

Legnlization required



-

The present auignment is for, but is not limited to the following countries: O

Argenting, Australia, Austria, Belgium, Brezil, Canade, Chile, Colombis, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Gm&mﬂmkdanihd.luly,lmxmmxommmbo Mezico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, N , Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Anbu.SouthAﬁ'n.Spun. Switzerland, Taiwan, Turkey, UmtedhngdomofGrutBnnmmdeﬂmn
Ireland, Ukraine, Urugusay, U.S.A., Venezucla,

Bywrmeofﬂmmpm:ntthcmdASSIGNE!uﬁ:llymuﬂdmlpplyﬁ:rmdobummthﬂrmnlm:ormany
other name snd for their own purposes and sccount LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
{countries) in accordance with international conventions.

Signed at
on

Yvo Graus

Aran Prank Labrijn

Paul Parren

Prunk Rebers

Jan van de Winkel

Martine van Vugt

g //; /F’/’a ‘:’//4‘”’” 454 or- /7@‘" 4, o5

Elsie M. Eugui

Maria Flena Fuentes




CALIF RNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT P . L
United States of America) > OPTIONAL SECTt N
State of Callfornia ) CAPACITY CLAIMED BY SIGNER
)88, dous not require - || In the
County of Senta Clara ) W"""‘
_ INDIVIDUAL
On_August 9, 2005, before me, __ Christing G. Myers, Notary Publlc, 1 CORPORATE OFFICER(S)
personally appeared Eisle M. Eugul and Maria Elena Fuentes -
NAMES OF SERIER(E) TITLEM
. 1 O parmeres) Clummren
] personally known to me -on-ﬁ proved to me on the basis of [JGeENERAL
' satisfactory evidence io be the CJ ATTORNEYAN-FACT
persons whose nemes are ] T'RUST:EE(S)

subscribed to the within
instrument and acknowledged to | [] GUARDIAN/CONSERVATOR
me that they executed the same | [J oTHER:
In their authorized capacities, and
that by thelr signatures on the
Instrumant the persons, or the
entity upon behalf of which the - .
GNER i3 REPRESENTING:
persons acted, executed the
ingt t m::rﬁmmonamm

WITNESS my hand and official
seal. .

BIGNATURE OF

OPTIONAL SECTION
THIS CERTIFICATE MUST BE ATTACHED TO THE DOCUMENT DESCRIBED AT RIGHT

TITLE OR TYPE OF DOCUMENT :

NUMBER OF PAGES

Though the dei requssted hare Is not recuired by lew, it could
provent frculent restiachmant of this km. SIGNER(S) OTHER THAN NAMED;

()

St

RIEL RICAURTE EF.

TRAI JU("\ OF OFAL

RES. 3087 Ministene da Justicia
ue GHosiv 17 aa 1381
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A

Traduceidn Offclal de un docisnento escrito originsimarnte en inglés, of cusl! para identificaciin Heva of selio de Sbar
A. Espaficl Espaliol, Tradictor ¢ intisprets Oficial, segin Resclucién # 0920, 1998 del Minigterio de Jusiicia,
Repilblica de Colombia. .

APOSTILLA
(Corvencin de ia Haya Octubre 8 1881)

1. Pals. Sulza (Sch_wol: I/ Sulsse)
2. El presente Documento Oficial ha sido firmado por: (llegible)
3. actuando en calidad de: (liegible)
4. lieva el sello y estampilla de: (llegible) -gg\‘\\
SEEN
SxXal g
=g &
gn*@ -y
i = T
CERTIFICADO i = 2 a E
=5 3
5. en Basel gﬁig -y &
6. el dia veintisiete (27) de Septiembre de 2005 Sl = R .
7. por la Cancilleria Estatal del Canton de Basel-Stadt
8. Nimero: 9.240/15.217
9. Sello/Estampilla 5 W
10. Firma: (llegible) <
Sov S mes
=5 o3
S T p i
E . 8
Heidi Fisher d g
N. del T.: hay un sello Impreso: State Chancery — Basle City”
ILBAR A, ESPAROL ESPAROL
Traductor ¢ Intc:prive Oficial
Ingiés Espailo! Inghés
Resohucidn Minjusticia No. 0920
Agosto do 1996



Colombla Caso 22672

DECLARACION

Yo, el suscrito Notario Pidblico de Basle/Suiza, por medio del presente declaro que
la copia adjunta intitulada® Traspaso® es una copia fiel del documento original, el
cual me ha sido presentado por:

F. Hoffmann - La Roche AG
De Basle, Suiza '
Este dia veintiséis (26) de Septiembre de (dos mil cinco) 2005

Fima (ilegible) Dr. Peter Kuster — Abogado y Notario — Peterskirchplatz 12 —
Postfach — CH-4001 Basel.
Log. Prot. 2005 Ne 265

N. del T. el presente documento consta de cuatro (4) hojas sujetas mediante un hilo

blanco-negro, el cual a su vez esta sujeto bajo un sello/estampilla blanco, con la
leyenda: "PETER KRUSTER — NOTARIUS BASILIENSIS®



Caso 22672
TRASPASO

Yo, Nosotros, los suscritos
Josef End|, biblogo, un ciudadano Alemén
Uimenstrasse 12, D-82362 Wellheim, Alemania

Elsie Eugui, cientifico investigador, un ciudadano Argentino
2513 Hasting Dr, Belmont, California 84002, USA

Maria Elena Fuentes, biéloga, un ciudadano de U.S.A.
1480Bittem Drive, Sunnyvale, California 84087, USA

Yvo Graus, cientifico, un ciudadano Holandés
Werdorperwaard 3, NL-3984 PR Odljk, Netherlands

Aran Frank Labrijn, cientifico, un ciudadano Holandés
2e Jan van der Heijdenstraat 68-3R, NL-1074 XW Amsterdam, Netherlands

Martin Lanzendoerfer, biélogo, un ciludadano Alemén
Hofmairstrasse 25a, D-82327 Tutzing, Alemania

Paul Pamen, cientifico, un ciudadano Holandés
Werdorperwaard 17, NL-3884 PR Odijk, Netherlands

Frank Rebers, clentlifico, un cludadano Holandés
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherlands

Ralf Schumacher, bidlogo, un ciudadano Aleman
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania

Stefan Seeber, biélogo, un ciudadano Aleméan
Breunetsrieder Weg 22 D-82377 Penzberg, Alemania

Jan van de Winkel, cientifico, un ciudadano Holandés

Verlengde Siotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands y
i i - ILBAR A. ESP* ¥\ ESPAROL

Martine van Vugt, cientifico, un ciudadano Holandés S o

Fluweeimas 6, NL-3964 KR Houten, Netherlands 1 v Inghén
Resoluchin Misjusticis No. 0920
Agosto da 1996
2\9



CEDENTE (S), con el presente declara que soy/somos el Gnico/colectivamente
inventor{es) de la Invencion intitulada:

“ANTICUERPOS ANTI - OX40L"
Para la cual la primera solicitud (es) fue (fueron) registrados de la manera
siguiente:

Pals Fecha de R Serie N°
22672 EP 17.00.2004 04022158.2
22672 EP1 23.12.2004 04030546.8

Y que por una contraprestacién vélida y efectiva cuya recepcién y suficiencia se
reconoce por e_l presente Yo/nosotros hemos vendido, asignado y transferido
todos los derechos y titulo para y de dicha invencién y de dicha solicitud (es) en
todos los paises del mundo al CESIONARIO:
F. Hoffmann-La RocheAG
124 Grenzacherstrasse
CH-4070 Basle (Switzerland)
El presente Traspaso es parh. pero no esté limitado a los siguientes palses:

Argentina, Australia, Austria, Béigica, Brasil, Canad4, Chile, Colombia, Reptiblica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Idanda, lsrael,
ltalia, Japén, Kazakstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Los Paises Bajos,
Nueva Zelanda.' Noruega, Pakistdn, Repiblica de la Gente de China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Africa del Sur, Espafia, Suecia, Suiza,
Taiwén, Turquia, Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte, Ucrania,
Uruguay, U. S.A., Venezuela.

En virtud de este Traspaso, dicho Cesionario estd plenamente facultado para
solicitar y obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus
propios objetivos y consideraciones PATENTES en todo el mundo, especiaimente
en los palses antes nombrados, de conformidad con los convenios intemacionales.

Firmado en Utrecht
Fecha: ocho (8) de Agosto de 2005.

N. del T.: hay seis fimas ilegibles de: Yvo Grauss, Aran Frank Labrijn, Paul Parren,
Frank Rebers, Jan Van Winkel y Martine van Vugt,



N ARIELE BEROEPSORGANISATIE — KONINKLLJKE.

Visto por mi, Sr., Job Broos, candidato Civil Notario Legal, como substituto del Sr.,
Bart Herman Theodor Terhorst, Notario de Derecho Civil en Utrecht, Palses Bajos
(Netheriands), para la legalizacién de las fimas sobre el documento adjunto, de:

1. Mr. lvo M.F. Graus, nacido en Velsen, The Netherlands, en Marzo 1,1883,
Licencia de conducer N° 3114127438;

2. Mr. Paul Willem Henri Ida Parmren, nacido en Roermond, The Netherlands,
en Abril 30,1963, pasaporte N° NB5218950;

3. Mr. Johannes - Gerardus Joseph van de Winkel, nacido en Venray, The
Netherlandsen Marzo 1°, 1961, pasaporte N° ND2487742;

4. Mr. Aran Prank Labrijn, nacido en Amsterdam, The Netherlands, en Agosto
11,1972, pasaporte N° NE5121617;

8. Mr. Frank E.M. Rebers, l)acido en Sliedrecht, The Netherlands, en Octubre
15, 1988, licencia de conducir N° 3206168425;

6. Ms. Martine Jannigje van Vugt, nacida en Werkendam, The Netherlands, en
Marzo 3, 1870, pasaporte N° M10760558.

Firmado en Utrecht, Paises bajos
Fecha Agosto 8, 2005.

Fima (ilegible)

N. del T.: Hay un sello/emblema de tinta en la parte superior izquierda y en la
parte inferior izquierda con la leyenda: Mr B.H. TERHORST — NOTARIS te
UTRECHT.
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JOSE LLOREDA CAMACHO & cO

Colombia Case 22672

Reclaration

I, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith dedare that the
annexed copy entitled 'Auignment'isauuecopyofthcorigimldocumentwhichhu
béen presented to me by )

F. Hoffmann-La Roche AG

-

of Basle/Switzerland.

/&V%—J\.m 26-09-2005 (twenty-sixth day of September two thousand five)

/J VS \b\\ @ ,07, W/
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N~ . N . Dr. Poter Kuster
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t ofs - 2 APQOSTILLE
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Tivis efficial @l .
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3. in his/her functing
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5. i+ Pysel (Bhle) §.cn

™



c-semn@

Assignment v

I/WE, the undersigned ]

Josef Endl, biologist, a Germaa citizen
Ulmenstrasse 12, D-82352 Weilheim, Germany

Blsie M- Bogui, research scientist, an Argentine citizen
2513 Hasting Dr, Belmont, California 94002, USA

< :
mmmmmu'ww‘%ﬁ%mzuu Mo BiHern Drve

Yvo Gruus, scientist, a Dutch ctizen .
‘Werdorperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Aran Frink Labrijn, scientist, & Dutch citizen
2e¢ Jan van der Heijdenstraat 66-3R, NL-1074 XW Amsterdam, Netherlands

Martin Lanzendperfer, biclogist, a German citizen
Hofmairstrasse 252, D-82327 Tutzing, Germany . :

Paul Parren, scientist, a Dutch citizen
Werdorperwaard 17, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Prank Rebers, scientist, a Dutch citizen
Adrizsan Menninckkwartier 34, NIrﬂSﬂCI‘Utracht. Netherluands

Ralf Schumacher, biologist, s German citizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

m}imﬁphqefﬁ, Areunelsrieder béﬂ 22

Jun van de Winkel, scientist, 8 Dutch citizen
Veziengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands

Martine van Vugt, acientist, a Dutch ditizen
Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, Netherlands

-"

ASSIGNOR(S), herewith declare that I sm/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitied:

Anti-OX40L Antibodies
for which the first application{s) was (were) filed as follows:
Country Tlingdate _SerialNo,

22672 EP 17.092004 040221582
22672 BP1 23.122004 040305468

and that for end valusble consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby sckmowledged, IY'WE have
sold, and trapsferred all rights and titie to and from the said invention snd from the said applicstion(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEER:

. F.Hoffmsnn-La Roche AG
124 Grenzacherstrasse
CH-4070 Baale (Switzerland)

Legalization required .ﬁ, g / /.J_Céfc

T Nk WA e — e s -
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The present assignment ia far, but is not limited to the following countries: 4V, ;
Argentins, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombis, Czech Republic, Denmark, Pinland, Prance
Netheﬂ.ﬁdl.N Z;Illnd.N' Pnhltln.PeIot;lYle: JRepul:l:: f&m&?lgﬁp.r;onP R

cw orway, s 0
mmmmmmmhmwmmm.ummmof&mnmwm?m

Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela.

By virtue of this amignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefar the right of priority of the first filed application(s) in the abave-named country
{countries) in accordance with internarional conventions,

Signed at
on

Josef Endl

Stefan Seeber

Yvo Graws

Arun Frank Lsbrijn

Paul Parren

Prank Rebers

Jan van de Winkel

Martine van Vugt

Maria Elena Puentes




.....

Seen by me, Mr. Job Broos, candidate Civil Law Notary, as substitute of Mr. Bart Herman
Theodor Terhorst, Civil Law Notary in Utrecht, The Netherlands, for the legalization of the
signatures on the attached document, of:

1. Mr. Ivo M.F. Graus, born in Velsen, The Netherlands, on March 1, 1963,
driving license number 3114127438;

2. Mr. Paul Willem Henri Ida Parren, borm in Roermond, The Netherlands, on April 30,
1963, passport number NB5216950;

3. Mr. Johannes Gerardus Joseph van de Winkel, born in Venray, The Netherlands, on
March 1, 1961, passport number ND2487742;

4. Mr. Aran Frank Labrijn, born in Amsterdam, The Netherlands, on August 11, 1972,
passport number NE5121617,

5. Mr. Frank EM. Rebers, born in Sliedrecht, The Netherlands, on October 15, 1968,
driving license number 3206168425;

6. Ms. Martine Jannigje van Vugt, born in Werkendam, The Netherlands, on Ma:ch 3,

1970, passport number M10760556.
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Traduccién Oficial N*® 02-26-133

Traduccidn Oficial de un documentn estrito originaiments en inglés, ol cual pare identiiicaciin ffeve of seilo de ¥bar
A. Espafiol Espafiol, Tracuctor e intirprets Oficial, ssgin Rescluciin # 0020, 1898 del Ministurio de Justicis,
Repiibiica de Colomble.

APOSTILLA
(Corrvencidn de ia Haya Octubre 5 1981)
FEEN &
22y 3B%
228\ )
o B o™ &
| 'f_r:,,:._‘ B o =
1. Pals: Sulza (Schwelz / Sulsse) ‘a;,’-‘a!::“g% =
fo .
2. Eipresente Documento Oficial ha sido firmado por: (Iloglﬁiw!‘l o
3. actuando en calidad de: (ileglble)
4. lleva el sello y estampilla de: (llegible)
2% ¢
=R a =’-.=
CERTIFICADO SWR N .agi
SV 2 ]
5. en Basel = a"-'
1-5; » E
8. el dia veintisiete (27) de Septiembre de 2005 - ) -a -
7. por la Cancillerfa Estatal del Canton de Basel-Stadt 3
8. Ndmero: 9.241/15.218
9. Sello/Estampilla
10. Fima: (liegible)
Heidi Fisher
N. del T.: hay un sello impreso: State Chancery — Basie City”
ILBAR A. ESPAROL ESPAROL
Teaductor ¢ Entevpetre Oficlal
Agoste de 1986 -



Colombia ' Caso 22872

DECLARACION

Yo, el suscrito Notario Plblico de Basle/Sulza, por medio del presente declaro que
la copia adjunta Intitulada® Traspaso® es una copia fiel del documento original el
cual me ha sido presentado por:

F. Hoffmann — La Roche AG
De Basle, Suiza
Este dla veintiséis (26) de Septiembre de (dos mil cinco) 2005

Fima (ilegible) Dr. Peter Kuster ~ Abogado y Notario — Peterskirchplatz 12 —
Postfach - CH-4001 Basel.
Log. Prot. 2005 N° 286

N. del T. el presants documento consta de seis (6) hojas sujetas mediante un hilo
blanco-negro, el cual a su vez esta sujeto bajo un sello/estampilla blanco, con la
leyenda: "PETER KRUSTER —~ NOTARIUS BASILIENSIS®

_&.

mxmm
Traductor ¢ tnierpewrs Oficlal
Ingiés Eapalial Inglée
Minjusticis No. 0920
Agoste & 1996
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Caso 22672

Yo, Nosotros, los suscritos:

Josef Endl, bidlogo, un ciudadano Aleman
Ulmenstrasse 12, D-82382 Weilhelm, Alemania

Elsle Eugui, cientifico investigador, un ciudadano Argentino
2513 Hasting Dr, Belmont, Califomia 94002, USA

Maria Elena Fuentes, biéloga, un ciudadano de U.S.A.
1490Bittem Drive, Sunnyvale, Califomnia 94087, USA

Yvo Graus, cientifico, un cludadano Holandés
Werdorperwaard 3, NL-3884 PR Odijk, Netherlands

Aran Frank Labrijn, cientifico, un ciudadano Holandés
2e Jan van der Heljdenstraat 668-3R, NL-1074 XW Amsterdam, Netherlands

Martin Lanzendoerfer, biblogo, un ciudadano Alemén
Hofmairstrasse 25a, D-82327 Tutzing, Alemania

Paul Pamen, cientlifico, un ciudadano Holandés
Werdorperwaard 17, NL-3884 PR Odijk, Netheriands

Frank Rebers, cientifico, un ciudadano Holandéa
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherlands

Ralf Schumacher, bidlogo, un ciudadano Alemén
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Alemania

_ Stefan Seeber, bidlogo, un cludadano Aleméan
Breunetsrieder Weg 22 D-82377 Penzberg, Alemania -

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Imerpetre Oficial
Jan van de Winkel, cientffico, un ciudadano Holandés e sasicia No, 090
Veriengde Slotiaan 80, NL-3707 CK Zelst, Netherlands Agosts ds 1996



4 ,@p

Martine van Vugt, cientlfico, un ciudadano Holandés
Fluweelmos 6, NL-3884 KR Houten, Netheriands

CEDENTE (S), con el presents declara que soy/somos el (nico/colectivamente
inventor(es) de la invenclén intitulada:
“ANTICUERPOS ANTI — OX40L"

Para la cual la primera solicitud (es) fue (fueron) registrados de la manera
sigulente:

Pals Fecha de Registro Serja N°
22672 EP ~ 17.09.2004 04022158.2
22872 EP1 23.12.2004 04030548.8

Y que por una contraprestacion vélida y efectiva cuya recepcioén y suficiencia se
reconoce por el prasente Yo/nosotros hemos vendido, asignado y transferido
todos los derechos y titulo para y de dicha invencién y de dicha solicitud (es) en
todos los paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La RocheAG
. 124 Grenzacherstrasse
CH-4070 Basle (Switzerland)

El presente Traspaso es para, pero no esta limitado a los siguientes palses:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemanla, Grecla, Hungria, Irianda, Israel,
Italia, Japén, Kazakstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Los Paises Bajos,
Nueva Zelanda, Noruega, Pakistén, Reptblica de la Gente de China, Filipinas,
Polonia, Portugal, Rusia, Arabia Saudita, Africa del Sur, Espafia, Suecia, Suiza,
Taiwén, Turquia, Relno Unido de Gran Bretafia e Ifanda del Norte, Ucrania,
Uruguay, U. S.A., Venezuela.

En virtud de este Traspaso, dicho Cesionario estd plenamente facultado para
solicitar y obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus
propios objetivos y consideraciones, PATENTES en todo el mundo, especiaimente
en los paises antes nombrados, de conformidad con ios convenios internacionaies.

ILBAR A. ESPANOL ESPAROL
memuﬁi
n-u-u-'m'mm

Ao B
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N. del T.: hay seis firmas llegibles de: Josef Endl, Martin Lanzendoerfer, Ralf
Schumacher y Stefan Seeber.
Fimadas en Penzberg, en Agosto 23, 2005; Agosto 02, 2005; Agosto 23,
2005; Agosto 8, 2005, respectivaments.

N. del T. Hay tres (3) hojas identificadas con los nimeros URNr. K 1544 / 2005,
facha: Penzberg, Agosto 2, 2005; K 1598 / 2005 fecha: Penzberg, Agosto

08, 2005; Firmadas por Nikolaus Klocker, Notario en Wellheimi. OB.
URNr.D1241 / 2005. fecha: Penzberg, Agosto 23, 2005, firmada por Dr.
Wolfgang Drasch LL.M., Notario en Weilheim i. OB.
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Colombia - Case 22672

Declaration

1, the um'l.er:igned Notary public of Busle/Switzerland, herewith declare that the
annexed copy entitled 'Assignment' is a true copy of the original document which has
been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

)

of Basle/Switzerland.

-'\,,; . \ Q{t ()l W/W
| _

~ -:..\ N 1\) 't,-/\.his 26-09-2005 (twenty-sixth day of September two thousand five)
\'y w7 o
S

el

) v Dr. Peter Kuster

_j < \ Advokat und Notar
' . - Petsrskirchpiatr 12
\:\ A ( Poetfach -
AN o CH-X00TBIsT

/‘ pes [ APOSTILLE
. Convention of October 5%, 1961)
' No, 296G (Hegeo :
Lep. Pruwe . ’NO---—- 1. Country: Switzerland (Schweiz / Suisec)
’ ' This ofTicial d

2.0 %hy @?‘
4.

Cl:ﬂiﬁcd z?l sepl m

. in Pazel @I_lle) €. nn

- by upniiye Chepcery of e Ceacn: of Dassi-Biadt ...
o o.‘? ...... 4 ‘}4.//4{‘ T2
/stamp: 10. Signature: .
sl A‘/CA.




© . Assignment /670\

1/WE, the undersigned

Josef Badl, biologist, a German citizen
Ubnenstrasse 12, D-82362 Weilheim, Germany

Elsic M- Bugui, research scientist, an Argentine citizen
2513 Hasting Dr, Belmont, California 94002, USA

us
Maria Elena Fuentes, biologist, « Ghrilesscitiven . )
433 South Mazy Awe, Sunnyvale, California 94087, USA 490 BiHern Dive

Yvo Graws, scientigt, s Dutch citizen
Werdarperwaard 3, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Arun Prank Labrijn, scientist, a Dutch citizen
2¢ Jan van der Heijdenstrast 66-3R, NL-1074 XW Amsterdam, Netherlands

Martin Lanzendoerfer, biologist, a German citizen
Hofmairstrusse 254, D-82327 Tutzing, Germany

Paul Parren, scientist, 2 Dutch citizen .
Werdorperwasrd 17, NL-3984 PR Odijk, Netherlands

Frank Rebers, scientist, 2 Dutch citizen
Adriaan Menninckkwartier 34, NL-3554 CT Utrecht, Netherlands

Ralf Schumacher, biologist, 2 German ditizen
Hochfeldstrasse 78, D-82377 Penzberg, Germany

AL AT

st

Seeber, biologist, a German citizen . .
mmD-aﬂ%;nzbug. Germany Breunelsrieder Weq 22

Jan wan de Winkel, scientist, a Dutch citizen
Vexlengde Slotlaan 80, NL-3707 CK Zeist, Netherlands

Martine van Vugt, scientist, a Dutch citizen
Fluweelmos 6, NL-3994 KR Houten, Netherlands

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor{s) of the invention entitled:

Anti-OX40L Antibodies
for which the first application{s) was (wexe) fled as follows:
C Filing dat Serial N
22672 BP 17.09.2004 04022158.2
22672 EP1 23.12.2004 04030545.8

and that for and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sald, assi and trunsferred all rights and title to and from the sid invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
124 Grenzucherstrasse
CH-4070 Basle (Switzerland)

Legalization required




The present assignment is for, but is not limited to the following countries: ' ‘ lg
Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombis, Czech Republic, Denmark, Pinland, Prance,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Kores, Luxembowrg Mexico, Monsca,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
Ireland, Ukraine, Urugnay, U.SA., Venezuela,

By virue of this assignment the said ASSIGNEE ia fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and sccount LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-

named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the sbove-pamed country
(countries) in accordance with international conventions,

Signed at

_Dg))é/{ é/ / Josef Endl Vomale \ .Z.'l\m'l ﬁul-,\ \-\' 206

ﬁ%‘ L :; Z Martin Lanzendoerfer  Penzberg, August Z"d, 2005
/A

1

/_/"/W Stefan Seeber Penzberg, August Bth. 200!

Signed at
on

Yvo Graus

Aran Prank Labrijn

Paul Parren

Prank Rebers

Jan van de Winkel

Martine van Vugt

Signed at
on

ElsiaM: Bugui

Maria Flena Fuentes




URN:r. K 1544 /2005
vom 2. August 2005 /i

Ich beglaubige die vorstehende, vor mir vollzogene Unterschrift von

Herrn Dr. Martin Lanzendétfer, geboren am 29. Januar 1964, Dipl. Biologe,
Hofmairstr. 25 a, 82327 Tutzing,

ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildausweis.

Penzberg, 2. August 2005

Notar in Weilheim i. OB,




URN:. K 1598 /2005

vom 8. August 2005 /L

Ich beglaubige die vorstehende, vor mir vollzogene Unterschrift von

Herm Dr. Stefan Seebet, gebaren am 22. September 1960, Dipl. Biologe,
Breunetsrieder Weg 22, 82377 Penzberg,
ausgewiesen durch amtlichen Lichthildausweis.

Penzberg, 8. August 2005

oy

Notar in Weilheim i OB,



URN:. D 1241 /2005

vom 23. August 2005 / ki

Ich beglauhige die vorstehenden, vor mir vollzogenen Unterschriften von

Herm Dz. Ralf Schumacher, geboren am 12. Februar 1963, Bicloge,
Hochfeldstralle 78, 82377 Penzberg,
ausgewiesen durch amtlichen Lichtbildaugweis, und

Herem Dr. Josef Georg Endl, geborten am 31, Juli 1950, Biologe, UlmenstraBle 12,

82362 Weilheim, ;
E ausgewicsen durch amtlichen Lichtbildanswes. '
&
ﬁ‘_ Penzberg, 23. August 2005
b S
& \
3 ' ~.
£ - Y
' .
i
g _ Dr. Wolfgang Drasch LL.M.,
3 Notar in Weilhein i. OB.
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Industria y'(,Conmdo
SUPERINTENQDAC
ADENTIA
REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT
%
PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
R !
¢ Indicaci6n de que se solicita la concesién de una patente } - [x ]4
© Datos de dentificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ x']4
¢ Descnpcion de la invencién teart fx]Qo
Q Dibujos de ser estos pertinentes 223
Q Comprobante de pago de las tasas establecidas Ex]o
COMPLETA [x] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industnal [ ]
© Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicritud [ ]
o Representacion grafica y fotogrédfica del Disefio Industnal o muestra del [ !] !
matenal que incorpora el disefio ;
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas []
!
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

T

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

9 Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado
© Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud
¢ Representacion grafica del esquema trazado

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas
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Bogoté D.C.,

Doctor(a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

Apoderado({a) y/o Representante de
¥, HOFFMANN LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacién No. 7 32757
Solicitud internmacional PCT/EP2005/009968
Fecha inicio fase nacional 17/04/2007

Trimite 11
Evento are
Actuaciém 416
Oficio ¥No. 3433
Folios 1

Teniendo en cuemta que la solicitud de privilegioc de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisifn 486 de la Comipién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperaclfn en
Materia de Patemtes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propledad Industrial.

Ctmplase |
Dado en Bogotd DC,

ALIX CARMENEA CE I
Jefe de la divipién de Nuevas Creacicnes
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