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ANEXOS 

Comprobante do pago do Is tasa do presentacfOn do la solicitud. 

Documento quo acredita Is existencia y representaciOn legal cuando el sole tante se persona juridica. 

Documento de Representacion Legal. 

Documento de cesiOn del inventor al solicitante o a su causante. 

El. Declaracionos 

Copiade Is solicitud intŁrnaciórial. (Resumen, descripción, reiviædlcacionet) 
� Traduceión de Is solicitud internacional al castellano. (Resurnen, desoripc on, reM dicaclones, listado 

do secuenclas, dibujos) 

0 Copla del reporte preilminar hternaclonal sabre patertabIIldad. 

TraducciOn del reporte preliminar internaclonal sobre patontablfidad. 

�

 

El De ser of caso, copla del contrato do accesa. S 

De ser 01 caso, documento quo acreditØ Is licencla o autrizaokn do us-0 do conociniientos- -. 

� tradiclonales do las comunidades Indfgenas. 

O Atle Final l2Xl2. 7 

De ser el caso, lnforrnack5n sabre otras solicitudes de patente a ttuIos obt nidos e el extranjero par el 
mismo titular a su causante, relacionados parcial ototalmente con Is inven iOn do sta soIcitUd. 

� 0 Do ser el caso, modIflaciones efectuadas a Is solicitud internaciorial. 

Otros: Publicaciôn Cofl su traducciOn. 

' FlURAARACTERlSTlA: 

H 

Solicito la Concosion de ia patonte, 

NOMBRE/ ALICIA LLOREDA RICAURTE 

FIRMk ??,A 

C.C. 39.690.73 TP, 53,215 
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ANEXO 

El documento que acredita la calidad de 

REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores 

ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yb 

IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para 

TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA 

PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad petcionaria, que 

faculta a cada uno de dichos abogados para actuar 

individualmente, se estÆ presentando con esta solicitud. 

En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerla 

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 Øl contenida. 

ICIA LORED??RICMUIPTE 

T.P. No. 53.21.5 

.................. 



TraducciOn OfftiaI NO 10.31-191 

Traducclón Oficlal do un documento escrlto orlçjlnalmente  an ingiØs, ol cual pars identificaci6,7 I/eva el 
solo del/bar A. Espaflol Espaflol, Traductor e IntØrpreto Oficlal, se,gUn ResoIucIôn #0920, 1996 del 

Minlsterio do Justicia, Repablica de Colombia, 

APO8TILLA 
(Convenciôn de la Hap Octubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 

2. El presente Documento Püblico ha sido firmado por: TERI LEE 

3. actuando en calidad de: Notarlo PübIico Estado de California 

4. tleva el sello y estampilla de TERI LEE, Notarlo Püblico 

CERTIFICADO 

5. en Sacramento, California 

6. el dia tres (3) de Octubre, aæo 2005 

7 por. el Secretano Adjunto de Estado, Estado de California 

8. Nümero:  258064 

9. SeIIo/Estampflla S S 

0 

10. Firma: (He_gj,].  
U jC"’.n, j44_ 

. � �.�’ � LA 

Secretario de Estado 
27 JUl,.200I 

"The N. del T.: hay un seilo dorado, soco, en relieve: Great SeaMtheaie of Californiaj 

tLBARASPA?Z1OLE/’ 

inIØs EspafuI IR&ØS 
Resolucion Mrnjustila No. 0920 

Agosto de 1996 



� a) - 

I 

CZ) 

- 

Art 

;g L 
QTARIO TO LCIRCtLQ 

’.....O OA,HAGO ON%  LA I 

iA fOIIC r.c, IL ORIGINA 
I 

� i-fl r.- U & Lj. VTA 



41 

CALIFORNIARECONOCIMIENTO PARA TODO FIN 

Estado de California ) 
)SS. 

Condado de San Mateo ) 

El dIa 1. de Septiembre, aft 2005, ante ml, TERI LEE, Notario POblico, compareciô 

personalmente TIMOTHY R. SCHWARTZ, a quien personalmente conozco coma la 

persona cuyo nombre suscribe el documento, y quien reconociO en ml presencia haber 

formalizado el mismo dentro de su investidura, y que mediante su firma en el documento, 

la persona o entidad en cuyo nombre actuO, formalizó el documento. 

En TESTIMONIO firmo y sello 

Firma (ileqjb!a 

N. del T: hay un sello: TERI LEE, ComisiOn NO 1514234, Notario PUblico, California, Condado de San Mateo. 

OPCIONAL 

Descripción del documento adjunto 

TItulo o Clase de Documento: Colombia Power 
Fecha: 9/13/2005 
f’Jtmero de paginas: I 
Firma diferente de la mencionada anteriormente: Ninguna 

PODER DE REPRESENTACION LEGAL 

Documento escrito en idioma lngles y Espaæol, suscrito por Genentech, Inc., 

COMO ti’. <I . ’-C%-,-101..6  � 
.o 

con domicilio en I DNA Way, South San Francisco, CA 9Q8O. 

DADO Y FIRMADO EL DIATRECE (13) DE Septiembre aæo 2005 
27) UL  2/ 

Firma (ileqible) 

JtP,’F I.’A. U 
�’�’l� ��. 

�,.,.’_t....�t�. ..s..�.:.,p.�... 

N. del T. Hay un sello de tinta: Timothy R. Schwartz, Ph. 0.- Asesor SecciOi, do Patentes - Genentech, Inc. � 

Signatario Corporativo Autorizado. 

ILBAR A. RSPA1OL ESP, RQ/ 
Tductore Irnerpclre OciaI  

InglØs EspaISol IjgMs 
Resolucion Mkouakis No 0920 

Agostode 1996 
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SECRETARY OF STATE 

APOSTILLE 
’Convention de La Haye du 5 octobre 1961) 

1. Country. United States of America 
This public document 

2. has been signed by TER! LEE 

3. acting in the capacity of Notary Public, State of California 

4. bears the seal/stamp of TERI LEE, Notary Public, 
State of California 

CERTIFIED 

5. At Sacramento, California 

6. the 3rd day of October 2005 

7. by Deputy Secretary of State, State of California 

8. No. 258054 

9, Seal/Stamp: S 

A (AV. 4.05) 

’ COM1 Hcms-ao ttt. 1t!LQ ’ 
OE 011.k HA .C. 0;JF LA 

..ci L 

10 Signature A 

27 JUL  
/ ’’ ’, 

4 
ji 

.iUANr$Ar4’L BOTER0E ’A 
4OTARO 

xv &:. 

Secretary of State 

OSP 05 $0772 

C 



CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT 

State of California 

County of & Lr\ I , 
On I  before m 

Date 

personally appeared 

(iersonaIIy known to me 
Li proved to me on the basis of satisfactory 
evidence 

to be the person,(4 whose nameç4  is/ca-
subscribed to the within instrument and 
acknowledged to me that h&l’tley executed 
the same in his/herItheii authorized. 
capacityiav and that by 
signatur48on the instrument the persos& 
the entity upon behalf of which the persos)--

- QPTIONAL -
Though the information below is not required bylaw, it may prove valuable 

to 

persons relying on the document and could prevent 
fraudulent removal and reattachment of this form to another document. 

DØscripton of Attached Document in 
Title or Type of Document: Ct\V’\..VJ 

Document Date: .   f 1319 )cY5 Number of Pages: II 

Signer(s) Other Than Named Above: LI 

Capacity(ies) Claimed by Signer 

Signer’s Name: 

O Individual 
Ii Corporate Officer ---Title(s): 
O Partner �0 Limited Li General 
O Attorney-in-Fact 
O Trustee 
0 Guardian or Conservator 
El Other: 

:u LA 

rA 
FF 

27 JUL 2007 

Signer Is Representing:  JUfMANULL;RO 

1999 NaUonal Notary AesoOration ’9350 On Solo Ave., P.O. 900 2402 � Chalswoim, CA 91313-2402 � ww.n90onaln2w9 Prod. No, $907 Reorder. Coil ToU4re 1400-8764897 
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FRQ1: JOSE LLQRE)A 
CIN(Cr,

PHONE NO. : 6069703 JUL. 14 2005 5:5PJ1 PS 

Los abajo firmedos, The undersigned. 

GENENTECH, INC. 
Una sociedad organizada y existente. 
baja las byes del Esado de Delaware 

Genentech, 
A Corporate 

Inc 
organized and existing. under th 

Estdos tJnidos de Americt1. d3mollodot laws od State of ’Delaware I.U..A 
con domio1O an 

1 DNA Way 
1 DNA Y South San Francisco, CA 94080, USA 
South San Francisco, CA 94080, USA 

nombramos par el presente aJlClA LLOREDA yb 
GUSTAVO TAMAVO yIn. 1cNACFp SANTAMARIA 
y/o ENPJQUE ALVAREZ,’ qil1aios on Bogot& 
Colombia, con oficinas on dlthciudad, Calla 72 No. 
5-83, pIso So.. nuestros representantes legalus y 
verdaderas en Bogota, con facultades pars recibir 
notificeclones y nombrat apoderados judlcieles a 
extrajudlcleles, con of fin 4e der cumplimiento at 
paràgrafo 10. del arttculo 543 del deOreto 410 de 
1911, 

Los doctoros ALICiA LLOREDA y/o GUSTAVO 
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y10 ENRIQUE 
ALVAREZ, a los eptiderados quo Gulqulera do ellos 
designs, quedan espetialmente facultados para 
representarnos ante (as autoridaaes colonibianas, 
administrativas, judiclales a tie plita, en todos los 
trmites relativos a Ia propiedad industrial, a cuy) 
efecto lee facultamos pare der ante diohas 
autorldades lodes los pasos ncesuis at objeto 
Indicado; etevsr soiicitudcs, dee(araclones, reclamos, 
recursos y presenter desistimlantos; formuler 
descrlpciorios, onrniundau, limitur ul ulcance de las 
soilcitudos, prosontar opolclono5 y apelaclones; 
Instaurar cancelaclones, renunolar total a 
parcialmerite a los registros, *boner todos los 
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago 
determinado par la by; recibir todos los documoritos 
y valores, dando of descargo respectivo; ltenar 
cualosqulera oh-os esquisitos y torriar, an fin, todas 
las medidas quo cr-eyeren conducentes at resguardo 
do nuestros Interesee: y en caso do producirse 
oposickSn, pasando los antecedentcs a los 
tribunales, quedan faoultados pars tamer 
inter%’enoIón coma dernandantes o demandados ante 
Jos jueces quo sean conlpetentesrpudiendo transer, 
somoter a kbltros, deslstir, percibir y apelar, con 
tOdas lea demSs fcultadee qua resulten necesarias, 
y par el prosOtilo dociaramos dasde Morn vitlido y 
buena cuanto dichos representantes yio los 
apoderados quo cualquiera do ells nombre hicieren 
an nuestro beneficbo. 

Asirnismo, fecuttamas a los doctoros AL1CIA 
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAVO y/o IGNACIO 
$ANTAMARIA y10 ENRIQUE ALVAREZ, para 
solicitor an Is Oflclna do Própiedad Industrial 

la 

protocoflzaelón do esta’ documento y do cuakiuier 
poder quo cualquisra do ells otQrgue is nombre 
nuestro. 

Dadayfirmado a los 13 dias de Sep. 2005 

Timothy R. Schwartz, Ph.D. 
Section Patent Counsel 
Genentech, Inc. 
Authorized Corporate Signatory 

hereby appoint. ALICIA LLOREDA and/or 
GUSTAVO TAMAYO widtor IGNACIO 
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ. of 
Bogota, Colombia, with offices In said town, Cafe 72 
No. 6-83, Sixth Floor, our true and legal 
representatives in Bogota, with power to receive 
notifications and to appoint judicial or extrajudlctat 
agents, so as to comply with paragraph 1g. of article 
543 of decree 410 of 1971. 

Doctors AUCIA LLOREDA and/or GUSTAVO 
TAMAVO end/or IGNACIO SANTAMARIA and/or 
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of 
them appointed, are especially empowered to 
represent us before the admlnlstratfve, judicial or 
police authorities of Colombia, 

in 

all proceedings 
pertaining to Industrial property, for which purpose 
we authorize them to take before the said authorities 
all the necessary steps for ’the said end; to file 
petitions, declarations, clskns, recourses and 
withdrawals, to drew up speclticallona; to tile 
amendments, to limit the scope of applications, file 
oppositions; file cancellations total or partially waive 
registrations, to pay all Installments and effect all 
other payments prescribed by law, to receive proper 
receipts, to comply with all other requirements and. In 
short, to take all those measures which they may 
deem fit for the protection of our Interests; and In 
case of opposition, where the proceedings be passed 
over to the courts, we authorize said agents to act on 

our behalf, as complainants as well as defendants, before the competent judges, with full powers t make arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to collect, to appeal and, In short, with all such 

further powers as may be required, and we hereby 
declare from now on as valid and goad all that said 

representatives and/or the agents by any one of them 
apoInlod may do for our benefit. 

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA 
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO 
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply 

for protocollzation of this document and of any power of attorney by any one of them conferred In our 

name, before the Office of lhdustrlal Property. 

Given and signed this_1_. 7Z J NOTA RY SHOULD PAGE 5/6* ROD AT 711412005 3:56:2 PM IPacic Day1igl Tlme’SVR:SVC$U 110 * DNIS:6657* C810:6059?3 IDURA71ON COMo 4*lO IE a ,CJ1-.fl Q11 LA Ci 

Ci Ci 
1L C Uft 2007 JUft. M rc rut 8 
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Traducción Oficlal NO 10-31-192 

Traducclón Of,cIal de un documento escrito orIgina1mehe en In914$, el cuel pare ldentiflcaclôn Ileva el 
e1lo do IlbarA. Espaflo! Espaæol, Traductor e IntØrprete Of/cia!, segOn Resolución #0920, 1996 del 

Mm/steno de Just/cia, RepUblica do Colombia. 

APOSTILLA 
(ConvenciOn de la Haya Otubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 

2. El presente Documento Pbtico ha sido firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando en caHdad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. Ileva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado 

� S CERTIFICADO 

5. en Dover, Delaware 

6. el dia siete (7) de Oct ubre, aæo 2005 

7. por el Secretarlo de Estado, Departamento de E 

8. Nmero: 0265282 

9. Sello/Estampilla 

10. Firma: ifiepible) 

Secretarlo de Estado 

COhC) 
UQt1,110/TO  

OC4OT.,14AGO
 

roc ci,c r :’. 

’,_ , 

2007Ur
 ij TA 

JUL  

JU J ANUj iij (ONA 

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware" 

MBAR A. ESPAOt ESPAFOL 
Ttsdtet c lnteieue OfieiaA 

hglØs - �J’ 
RaohWft M*ju**Lcza N*. .0920 

AgosW do 1996 





DEJ..AWAR 

EL PRIMER ESTADO 

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE 

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE "GENENTECH, INC." ESTA 

DEBIDAMENTE INCORPORADO BAJO LAS LEVES DEL ESTADO DE 

DELAWARE Y GOZA DE BUENA REPUTACION Y TIENE EXISTENCIA 

CORPORAT1VA LEGAL, TAL COMO LO MUESTRAN LOS REGISTROS DE 

ESTE DESPACHO, EN LA FECHA DEL SIETE (7) DE OCTUBRE, AIO 2005. 

Y ADEMAS CERTIFICO QUE DICHO "GENENTECH, INC." FUE INCORPORADO 

EL DIA VEINTITRES (23) DE DICIEMBRE DEL AO 1986. 

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS REPORTES ANUALES HAN SIDO 

RADICADOS HASTA LA FECHA. 

V ADEMAS CERTIFICO QUE LOS IMPUESTOS DE FRANQUICIA HAN SI DO 

PAGADOS HASTA LA FECHA. 

Firma (iIeiibIeJ 

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado 

AUTENTICACION: 4212779 

- -’a.-
COMO N.1#.10 JL 
OE %OAC., AG -. Q,t, . - LA 
POTOCOP14�  Mclou .;r -": 

- 

2flhJ 2007 

JUAN M,P.0 
-kAR-

 L- 
-N
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N. del T.:. Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary’s Office Delaware" 

MBAR A. ESPAOL EAOI * 
Troducior e Tht;Vere 0f1cW 

I44s Espaikt fiNgl4s 
Rcsolución M justicia No. 0920 

Algosw do 1996 

I 
: 
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4’lte 
poet 

t 

(Convention de La ilaye du 5 Oct ob.re 1961) 

1. Country: United States of America 

This public document: 
2. has been signed by Harriet Smith Windsor 

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware 

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State 

S. at Dover, Delaware 

6. the seventh day of October, A.D. 2005 

7. by Secretary of State, Delaware Department of State 

S. No. 026528 

9. Seal/stamp 10. Signature: 

,L.41 1z4 

ry ? 

CMO NCrAmo CeX70J CI.11.)LO 
ne BOG’TA. HArl  cSj �; LA 
OTOCOP  I CM’’r l 

OU’ E Til.’t) JFA 

21JUj00 ’ 

Nc’Trio 
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DeCaware PAGE 1 

’The f"Irst State 

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

DELAWARE, DO MØPEBY CERTIFY "GENENTECH, INC." IS DULY 

INCO PQRA TED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DEIAWARE AND IS IN 

GOOD STANDING AND HAS A LEGAL CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE 

RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF OCTOBER, 

A’. D. 2005. 

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "GENENTECE, 

INC " WAS INCORPORATED ON THE TWENTY-TEIP!) DAY OF DECEM?2R, A. D. 

2996. 

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE 

BEEN FILED TO DATE. 

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FR?NCHISE TAXES 

HAVE BEEN PAID TO DATE. 

22 1254 

050923; 

4�) 

Harriet Smith Windsor, Secretary of State 
AUTHENTICATION: 4222779 

DATE: 20-07-05 

MI’ NOTAMO *O rCcCULO 
-

 

DIE BOGOTA, I W r.ONITAR (-?Ue LA 
4 C: N EL (D RMMAI 

f. - LA 

� .Jj., -
 -U) T}LNA 
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Traducción Oficlal N° 10-31-193 

Traducción Oficiaf do un documento escrito originalmente on InglØs, el cual para klentfflcaclón 
I/eva el 8e110 do IlbarA. Espaflol Espaflol, Traductor e IntØrprete Oficlal, segan Resoluclón #0920, 

1996 del Minlsterlo do Just/cia, RopUblica do Colombia. 

APOSTILLA 
(ConvenciOn de Is Haya Octubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DEAMERICA 

2. El presente Documento Püblico ha a.!do firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. lleva el sello y estampifla del Despacho del Secretarlo de Estado 

CERTIFICADO 

5. en Dover, Delaware 

6. el dia siete (7) de Octubre, arIa 2005 

7. por el Secretarlo de Estado, Departamento de Estado Delaware 

8. Nümero: 0265283 

9. Sello/Estampilta 

10. Firma: (legible) S 

Secretario de Estado S 

N. del T.: hay un 50110 dorado, seco, en relieve: "Secretary’s Ofrie - Delaware"
 

ILBARA. ESPA1OL ESPAOL 
Traductor c biterpee Ota1 

Jngl4s tpai1oI IegIØ3 

� Reso!ucjon Mmjuticia No. 0920 
M. OMO NOTA’t r".tTu , goqdç 996 

oc nui!r?.. c j’.’, CON TAP. .�’�H: , 
’r,lc,co’IA I.’ ." c  ’Ii L 0KRUNAL 

(iL;. Ifl ’ ’ Ia TA 

a 
2001 

JLIf.  N .. r 0 1..L,II.1A �,� 
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DELAWARE 

EL PRIMER ESTADO 

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE 

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO 

ADJUNTO ES UNA COPJA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO 

REFORMULADO DE "GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE 

DESPACHO EL DIA VEINTIDOS DE JULIO DEL AIO 1999, A LAS 9:00 A.M. 

Firma (ileqible) 

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado 

AUTENTICACION: 4212780 
S FECHA: 10-07-05 

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware" 
/k7 I 

ILBAR A. ESPA1OL ESPA4OL 
Traducter C Interpetre Oficial. 

1486s EspaoI lftgis5 
Resotuciôn Minjusticia No. 0920 

Agostodc 199 

O !COTA
 

1E: 
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CERTIFICADO DE INCORPORACIÔN 

MODIFICADO Y REFORMULADO 

DE GENENTECH, INC. 

Genentech, Inc. (la "Corporaciôn"), una corporación organizada y 

existente bajo y en virtud do la Ley Corporativa General del Estado de 

Delaware, por el presente modifica el Certificado de lncorporación de la  

Corporación, quØ fue registrada originalmente el 23 de diciembre,1986 bajo el 

nombre "Genentech Delaware, Inc’, y posteriormente modificado. 

El Certificado do lncorporacion de la Corporacion es por el presente 

reformulado y adicionalmente modificado, para leerlo en su integridad como 

sigue: 

ARTICULO I 

El nombre de la Corporación es: Genentech Inc. 

ART1CULO 2 

La direcciôn del domlcilio social de la Corporación en el Estado de Delaware es 

Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of Wilmington, 

Condado do New Castle, Delaware 19805. El nombre de su agente registrado 
Oct rjrC6j()
 

LIT 
Fr 

U 0 � 

en tat dirección es Corporation Service Company. our "OMINA] 

ART1CULO3 27 
iv’ 

jp 

El objetivo social de la CorporaciOn es Ilevar a cabo 
cNA

 

ualquir aft o a ividad 

Ilcita para la cual puedan organizarse las corporaciones bajo 

General del Estado de Delaware como la misma existe o cOrno pueda J.." 

moclificarse de ahora en adelante ("Ley do Delaware"). 

ILBARA. ESPAOL ESPAJOL 
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ARTICULO 4 

SECCION 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporaciôn estÆ autorizada para 

emitir dos clases de acciones a ser denominadas respectivamente, acción 

preferencial y 

acciôn ordinaria. La cantidad total de acciones que la Corporación östÆ 

autorizada para emitir es de cuatrocientos millones (400.000.000) de acciones. 

Cien millones (100.000.000) se denominarÆn acciones preferenciales, valor 

nominal $0.02 por acción ("Acción Preferenciar). Trescientos millones 

(300.000.000) se denominarªn acciones ordinarias, valor nominal $0.02 por 

acción ("Acción Ordinaria") La Acción Ordinara de la Corporación, serâ toda 

de una clase. 

(b) El nümero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de acciones 

se puede aumentar o disminuir (pero no per debajo del nümero de acciones de 

las mismas, entonces circulación) mediante el voto afirmativo de una mayoria 

con poder de voto de la acciones en circulación de la Corporacion tituladas 

para votar sobre ello, independiente de las disposiciones de la Secciôn 
CU?.. )TAIIn ..ET(i �.j�-, -i.- 

242(b)(2) de Ley de Delaware 
P:’’

 HAG
 LA 

SECCION 4.02. Acciôn ordinaria. (a) Emisión y Considcraciói:j 

AcciOn Ordinaria de tesoreria o no emitida, puede emitirse 
para/6

 

��  
consideraciOn segün puede fijarse de acuerdo c8 law . .Ie 

periOdicamente por la Junta IDirectiva. 

tLBAR A. ESPAOL ESPAOL 
Ttaductor e inerpetrc O&a4 
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(b) Dividendos. Sujeto a los derechos do los titulares de las Acciones 

Preferenciales, los titulares do las Acciones Ordinarias tendrÆn derecho .a 

recibIr, cuando y cómo lo declare la Junta Directiva, de los recursos de la 

Corporación que par by estân disponibles para e115 dividendos pagabbeso en 

dinero en efectivo, a en propiedades, a en acciones y los titulares de Acciones 

Preferenciales no tendrÆn derecho a participar de tales dividendos (a menos 

quo la Junta Directiva Jo disponga do otra manera mediante una resoluclón, 

estipulando la emisiOn do una sene do Acciones Preferenciales). 

SECCION 4.03. Ace/ones Preferenciales 

(a) Series y Limites de Variaciones entre las Series. Cualquler acción de 

tesoreria a no emitida do Acciones �Preferenciales puede emitirse 

periódicamente en una o mÆs series para tat consideraciOn, segthi puede 

fijarse periódicarnente por la Junta Directiva. Antes de Ia emisión de alguna 

serie particular de Acciones Preferenciales, se debe registrar Un certificado 

ante la SecretarIa de Estado do Delaware manifestando la designación, 

derechos, privilegios, restricciones, y condiciones a ser adjuntas a las Acciones 

Preferenciales do tal serie y cualesquiera otros asuntos que sean requeridos, y 

la Junta Directiva fljarâ y determinarÆ; y por la presente estâ expresamente 

facultada para fijar y determinar, en la manera prevista par la toy, los 

pormenores do las acciones de tal serie (en tanto que no 
............... LA 

INAL 
........... 

. ...c 

con las disposiciones de este Articulo 4 aplicables a toas las sØriŁ. d’’ 
27 JUL 07 

Acciones Preferenciales), incluldo, pero no Iimithdo a lo siguiente:.41
 AiN 

(i) Is designaciOn caracteristica de tal serie y elINA 

constituirÆn la misma, cuya cantIdad puede aumentarse (excepto cuando la 

Junta Directiva 10 disponga do otra manera en Ia 
Traductot lnter$Ve Oficial 

RIuci6nMhustithallo. 920 
Agosto do 996 
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disminuirse (pero no par debajo del ncmero de acciones de las mismas 

entonces circulantes) periódicamente mecflante acción similar de la Junta 

Directiva. 

(ii) la tasa anual de dividendos pagabtes sobre acciones de tat serb, las 

condiciones sabre las cuales tales dividendos serÆn pagables y la fecha desde 

cuando los dividendos serÆn acumulativos; en tat evento la Junta Directiva 

determinarª quØ dividendos serÆn acumulativos; 

(iii) si tat serie tendrÆ derecho a voto, ademØs do los derechos do votaciôn 

proporcionados par la by, y si es asi, las condiciones de tales derechos a voto; 

(iv) si tat serie tendrÆ privilegios de conversion y, en ese caso, los tØrminos y 

condiciones de tat conversion, incluldo, pero no limitado a, disposiciones para 

el ajuste de la tasa de conversiOn en tales eventos y en tat manera cOma to 

determinarÆ la Junta directiva; 

(v) si o no, las acciones do tat serie serÆn redimibles y, en ese caso, los 

tØrminas y condiciones do tat redenciOn, inctuso la fecha a fechas en o despuØs 

do que eltas sean redimibbes, y la cantidad pagable par acciOn en caso de 

redención, cuya cantidad puede variar baja condiciones diferentes y en fechas 

diferentes do redención; 

(vi) si tat serie tendrØ un fonda do amortizaciOri para la 
DE POCKI?TA 

..... 
LA 

acciones do esa serie y, en ese caso, las condiciones y cantidad 5Ł-tafondo 
271’ 1Ifl? 

do amortzacion; 

(vii) los derechos do las acciones de tat serb en caso de liqidai yqti,ptariaNA 

o involuntaria, disolución o liquidaciOn do la CorporaciOn, y los derechos de 7; 

prioridad relativos, silos hay, de pago do acciones do esa serie; y _4 ’ 

LBAR A ESPAOL ESPAF4OL / 
Trsducwr, k*terpeve Oflça1 

InglØs Esp*1 I*$Łs 
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(viii) cualesquiera otros derechos relacionados preferencias y limitaciones de tat 

serie. 

ARTICULO 5 

SECCION 5.01. Modificación do los Estatutos per/os Directores. (a.) En apoyo 

y no en limitaciôn a los poderes conferidos por el estatuto, la Junta Directiva 

estÆ autorizada expresamente para formular, modifiôar, corregir, derogar, y 

rescindir los estatutos de la Corporación, sujeto a las Secciones 501(b) y 

5.01(c) del presente. 

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, y 5.06, do los 

estatutos solo pueden ser modificados, corregidos, derogados, o rescindidos 

mediante el vote afirmativo do los titulares de capital accionarlo facultados para 

votar sobre elto y que representen mªs del 60% do las acciones tituladas para 

votación sobre las mismas. 

(C) Las secciones 3.03(c) y 3.15 do los estatutos solo pueden modificarse, 

corregirse, derogarse, o rescindirse, mediante el veto afirmativo do los titulares 

de capital accionarlo titulados para votar sobre ello, y que representen mÆs del 

90% do las acciones tituladas para votacion sobre 
las"Oil LL 0.11INALR.1 

27i(J12007J 

SECCION 5.02. Modificación del Certificado do Inc 064.. La secciO5.01;. 
�U�iJ 

...(,r-l.1A �L 
(b) de este Certificado do IncorporaciOn solo puede’ mod.flrse,Qru,Y 

derogarse, o rescindirse, mediante el vote afirmativo do los titulares do capital 

accionarlo facultado para Votar sobre ella, que representen mÆs del 60% de 



las acciones tituladas para ser votado sobre elIo La sección 5.01 (c) y los 

Articulos 8 y 9 de este Certificado de lncorporaciOn solo pueden modificarse, 

corregirse, derogarse, o rescindirse mediante el voto afirmativo de los titulares 

de capital accionarlo facultado para votar sobre ello, que representen mÆs del 

90% de las acciones tituladas para ser votado sobre ello 

ARTICULO 6 

SECCION 6.01 ElecciOn de Dire ctores por los Titulares do Acciones 

Preferenciales. 

Durante cualquier periodo cuando los titulares de alguna Acción Preferencial o 

una o mÆs series de las mismas, votando como una clase, sean titulados para 

elegir un nümero especifico de directores, por razOn de dividendos vencidos u 

otras disposiciones otorgÆndoles el derecho para hacerlo, entonces y durante 

ese periodo de tiempo mientras continue el derecho (I) el entonces autorizado 

nümero de directores se aumentarÆ portal nümero especificado de directores, 

y los titulares de tales Acciones Preferenciales o tal serie de las mismas, 

votando como una clase, se facultarÆn para elegir a los directores adiclonales 

previstos, de conformidad con las disposiciones de tat AcciOn Preferencial o 

serie; (ii) cada director adicional desempeæarâ el cargo durante tal tØrmino y 

tendrÆ tales poderes de votaclOn como sea expresado en las disposiciones 

relacionadas con las Acciones Preferenciales 0 serie; y (iii) cuando los titulares 

de alguna Acción Preferencial o serie de las mismas son despojados de tales 

derechos para elegir un nCimero especifico 

clase, conforme a las disposiciones de tal 

periodos del cargo de todos los 

Acciones Preferenciales o serie, votando 

una ZQvtaWr,.ç.9mP  
,.r CON i A WI,’- t 

J,  FL I. 

s ie, los 
.?7 JUL 2001 

elegidos por los titq ares de 

tales 
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disposiclones, a eligieron Ilenar alguna vacante resultante de la muer’te, 

dimisión o remoôiOn de directores elegidos. por los titulares de Acciones 

Preferenciales o series terminarâ inmediatamente  y el nimero autorizado .de 

directores por consiguiente, se reduclrÆ. 

SECCION 6.02. Papeletas de votaciOn. Las elecciones de directores en una 

asamblea anual o especial, no necesitan ser mediante papefetas escritas, a 

menos que los estatutos de la CorporaciOn to dispongan de otra manera. 

SECCION 6.03. Eliminación de Ciºrta obligacion Personal de los D!rectores. (a.) 

Un director de la CorporaciOn no serÆ responsable ante la Corporación o ante 

sus accionistas par los daæos y perjuicios por contravenciOn de deberes 

fiduciarios monetarios como director, hasta el punto mÆximo permitido por la 

Ley de Delaware. 

(b) Cada persona (y los herederos, ejecutores o administradores de tat persona) 

quiØn era o es una parte o as amenazada ser hecha una parte a, a est 

involucrada en alguna amenaza, pendiönte 0 a cumplirse, de acción, dernanda 

o procedimlento, sea civil, penal, administrativo o investigativo, por causa del 

hecho que tat persona es o fue un director de la Corporación, o es 0 estuvo 

desempeando un cargo a petición de la CorporaciOn como un director de otra 

corporaciÔn, sociedad, empresa conjunta, fideicomiso u otra empresa, serÆ 

indemnizada y serâ exonerada de responsabilidad por (a Corporación, hasta el 

punto mÆximo permitido por (a Ley de Delaware - El derecho a indemnizaciOn 

conferida en esta SecciOn 6.03 tambiØn incluir6 el derecho a ser Daqado por la 

CorporaciOn por los gastos incurridos en 
or NOTARI(} 

xrrJ DEL ClRJ1LQ 

A LA V) 

27 JUL 20 

� ." 
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procedimientos, anticipadarnente a la disposiciOn final, hasta el rnÆximo punto 

autorizado per la Ley de Delaware. El derecho a indemnización conferida en 

esta Sección 6.03 serb un derecho contractual. 

(c) La Corporaciôn puede, mediante la accion de su Junta Directiva, 

proporcionar la indemnización a tales funcionarios, empleados y agentes de la 

Corporación hasta el alcance y hasta tal efecto coma Jo determine la Junta 

Directiva que sea apropiado y autorizado por la Ley de Delaware. 

(d) La Corporacion tendrÆ la facultad para .adquirir y mantener seguros en 

nombre de cualquier persona que es o .fue director, funcionarlo, empleado o 

agente, de la Corporaóión o es a estuvo desempeando un cargo a petición de 

la Corporación como director, funcionarlo, empleado o agente, de otra 

:corporaciôn, sociedad, empresa conjunta, fiduciaria u otra empresa; contra 

cualquier gasto, obligación a pØrdida, incurrida por tal persona en cualquier 

äapacidad a surgida de su status coma tal, la CorporaclOn tuviera o no la 

lacultad para indemnizarlo contra tal obligaciôn baja la Ley de Delaware. 

(e) Los dereehos y autoridad .conferidos an esta SecciOn 8.03 no serØn 

excluyentes de cualquier otro derecho el cual cualquier persona de otra manera 

pudiera toner a adquirlr de ahora en adelante. 

(f) Ni la modificaciOn, correcciOn, derogaciOn o rescisiOn, de esta SecciOn 6.03, 
/ 

ni la adopcion de cualquier provision de este Ceificado de IncorporaciOn o los 

Estatutos de Ia Corporaciôn, tampoco, al alcance mÆximo permitido por la Ley 

de Delaware, cualquier modificaciOn legal, eliminarÆ o reducirÆ el efecto de esta 
tL0 

Secciôn 6.03 con respecto de cualesquier actos u omisiones que ocurran antes 0 -. 

de tal modificaciOn, correccion, derogacion, rescisiOn, adopcion o modificaciOn. 

COLIC’ NTAUIO EEXTO 

fl. ’.QCT., HA’O tOI’%R IØ.T LA ’ 

FlJ1TI:n’l........;,,:i .:c,,, RL n(fwriAL, 
C’iIr �;�. ......1.’ lLA’,.i. as 
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o. 
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ARTCULO 7 

SECC ION 7.01. SecciOn 203 de Ley do Delaware. La CorporaciOn por el 

presente, elige no ser regida por la Sección 203 de Ley de Delaware. 

ARTICULO 8 

SECCION 8.01. Rolación con Roche. En anticipaciOn a que la CorporaciOn deje 

de ser una subsidiaria totalmente propiedad de Roche Holdings, Inc., pero que 

Roche (como se definió  en la Sección 8,05) siga siendo accionista de la 

Corporación, y en anticipación a quo la CorporaciOn (como se definió  en la 

secciOn 8.05) y Roche puedan involucrarse en similares o en (as mismas 

actividades o Ilneas comerciales, y tengan interØs en las mismas areas de 

oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser 

derivados POT la Corporadiôn a travØs de sus continuas relaciones 

contractuales, cororativas y comerciales con Roche (incluyendo el serviclo de 

funcionarios y dirctores de Roche como directores de la Corporaclon) y (ii) las 

dificultades inherntes a cualquier director quien desea 
y 

se esfuerza 

plenamente para satisfacer tales obligaciones fiduciarias del director, en la 

determinar el alcarce total do tales obligaciones en una situación particular, (as 

disposiciones de ete ArtIcuto 8 son expresadas .para regular, definir y guiar la 

H .. 
coriducta de cierts negocios de la Corporacion por cuanto ellos pueden 

- p 

involucrar a Roche’ y a sus funcionarios y directores, y las facultades, derechos / 

obligaciones y reponsabiIidades de la Corporación y sus funcionarios, 

directores y accionistas en conexiOn con las mismas. : 

SECCION 8.02. Actividades Comercialos S/mi/ares. Excepto que ’ 

Roche Holdings, ln - pueda de otro modo aceptar por 
E 130GOrA, 410;0

 
FOTOCO’,.. C-;! ’1 
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(a) Roche no tendrÆ ua obligaciOn do abstenerse, do comprometerse directa o 

indirectamente, on las mismas o sirnilares actividades comerciates o tineas 

comerciates como la corporación, y 

(b) ni Roche ni ningn funcionarlo a director del mismo serÆn responsables 

ante la CorporaciOn o ante sus accionistas por la trasgresión do cualquier deber 

fiduciarlo per causa/ do cualquiera do tales actividad do Roche o do la 

participaciôn en otto Oe  tat persona. 

En case quo Roche tenga conocimiento do una transacciOn potencial o materia 

quo pueda ser una oportunidad corporative para Roche y la Corporación; 

Roche no tendrÆ el Oeber do cornunicar u ofrecer tat oportunidad corporative a 

la Corporación. y no serÆ responsable ante la Corporación o ante sus 

accionistas por la trsgresión do cualquier deber fiduciario come accionista do 

la Corporación a persona controtadora do un accionista por el hecho quo 

Roche prosiga o aquiera tat oportunidad corporative para si misma, dirija tat 

oportunidad corpoativa a otra persona a entidad o no comunique la 

informaciOn refererte, o no ofrezca tat oportunidad corporative a la CorporaciOn. 

SECCION 803. j0pottunidedes Corporativas. En caso que un director, 

funcionario o empeado de la CorporaciOn quo tmbiØn es director, funcionarlo 

o empleado dooche, tenga Qonocimiento do una transacción potencial 0 

material que pueda ser una oportunidad corporative pare la CorporaciOri y 

Roche (si tat tranacciOn potencial o material es propuesta por un tercero 0 05 

concebida por tl director, funcionarlo o empleado de la Corporacion), tat 

director, fund 

corporative a l 

o empleado tendrÆ el privilegio do ofrecer tat oportunidad 

Corporación o a Roche, segUn tat director, 

OMo NQTAC!I1 VtO tE 
DE EGUA, WGfl CQp,) ’ 
FflTOrOPI Cc’;p.,t t -

 r07 JUL  

NO F � ) - 
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empleado, to juzgue aropiado bajo las crcunstancias y a su entera discreciOn; 

y ningün director, fjncionario o empleado, .serÆ responsable ante la 

Corporación o ante us Accionistas por la infracciôn de cualquler deber 

fiduciario o deber de lattad o falta de actuar en (o no opuesto a) los mejores 

intereses de la CorpoaciOn o la derivaciOn de cualquier beneficlo personal 

improplo por causa dØl hecho que (I) tat director, funcionarlo o empleado, 

ofreció tat oportunidad corporativa a Roche (en lugar de la CorporaciOn) o no 

comunicó la informaión referente a tat oportunidad corporativa a la 

Corporación o (ii) Roche prosigue o adquiere tat oportunidad corporativa para si 

mismo o dirige tal optrtunidad corporativa a otra persona o no comunica la 

informaciôn referente a tat oportunidad corporativa a la Corporación. 

SECC16N 8.04. Imp/bite de los Accionistas. Cuafquier persona 

o enticiad comprando o adquiriendo afgn InterØs en cualquier acciOn del capital 

acclonario de la 

consentido a las 

SECCION 8.05. 

serØ considerada que ha teni.do aviso de y ha 

de este Articulo 8. 

Para los propósitos de este Articulo 8 y Articulo 9 

solamente, (I) el tØrmiro "Corporación’ signiflcarÆ la CorporaciOn y todas las 

corporaciones, 

entidades on las 

indirectamente) 

circulación, poder de 

"Roche" signiflcara 

empresas conjuntas 

ades, empresas conjuntas, asociaciones y otras 

la CorporaciOn posea beneficiosarnente (directa o 

por ciento o ms de las acciones votantes en 

o intereses de votaciôn similares, y (ii) el tØrmino 

Holdings, Inc. y todas (as corporaciones, sociedad4 

asociaciones y otras entidades (diferentesdf 
IaAGO

 

,.. .. .- ......� ror4 r, Nnr. TQ OF. ’IRL 
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12 

Corporaciôn, definida do acuerdo con la clÆusula (I) de esta Secciôn 8.05) que 

son las "afihiadas" (cono se definió en la Norma 12b-2 bajo las Leyes de la 

Bolsa de Valores (Secu 

Holdings. Inc. 

SECCION 8.06. T 

Exchange) de 1934, (segün enmienda) de Roche 

iOn: Efecto VincuIante No obstante algo al contrarlo 

en este Certificado de Incorporación, las disposiciones anteriores de este 

Articulo 8 expirarÆn en’ la fecha cuando Roche deje de poseer Acciones 

Ordinarias que represehten por to menos el 5% del nUmero de acciones 

circulantes de Acciones Ordinarias de la Corporación y ninguna persona que 

siendo director o funciØnario de la Corporación, sea tambiØn director a 

funcionario de Roche. Tmpoco tat expiraciôn, ni  la modiflcaciOn, correcciôn, 

camblo a derogación,  do cualquier provision de este Articulo 8, tampoco la 

adopciOn de cualquier provisiOn de este Certificado de IncorporaciOn 

Enmendado y ReformuIdo, inconsistente con cualquier provisiOn de este 

Articulo 8, eliminarÆ o rducirÆ el efecto de este Articulo 8 con respecto de 

cualquier asunto que Ocurra o cualquier causa de acciôn, demanda a 

reivindicación quo, pero para este Articulo 8, se acumutara o surgiera, antes 

de tat expiraciOn, modificciOn, correcciOn, revocaciOn o adopciOn. 

SECCION 8.07. Articulo 

las disposiciones del Arti 

SECCION 9.01 

transacción (0 cualquier 

Las disposiciones de este Articulo 8 son adiciones a 

ulo (MM) Nfl RI tr,  ifl  
I. Hnpnut LA 

r 
IT(�’ I’ C....�,I. 

’. 
II............................... 

ARTICULO9 
2710120u1/ 

no Invalidados. Ningün contrato, acuerdo, agjo a 

a termn orreccion, modificacion iOn de etts) enfre 



la CorporaciOn y 

que Roche es 

directores o 

2-
13 

serâ invÆlldo, nulo o anulable, solamente por la razón 

de las panes de ellos ’0 solamente porque algunos 

de (a Corporación quienes estÆn afihiados con Roche, 

estÆn presentes ep o participan en la asamblea de la Junta Directiva o comitØ 

de los mismos, lo, cual autoriza el contrato, acuerdo, arreglo, transacciOn, 

corrección, modifitaclOn o terminaciôn, o solamente porque su o sus votos se 

cuentan para tat propôsito; pero tat contrato, acuerdo, arreglo o transacciOn (0 

cualquier correccin, modificaciôn o terminaciôn de los mismos) se regirØ por 

las disposiciones de estos Estatutos de la CorporaoiOn Modificados y 

Reformulados, los Estatutos de la CorporaciOn, la Ley de Delaware y alguna 

otra ley aplicable. Para los propôsitos de este Articubo 9, las expresiones la 

"Corporación" y "Roche" tienen los significados manifestados en (a SecciOn 

WOM 

SECCION 9.02. Qu3rum. Los Directores de la CorporaciOn que tambiØn son 

directores o funoicnarios de Roche pueden ser contabilizados en la 

determinaciOn de la presencia de un quOrum en una asamblea de la Junta 

Directiva o de un 

arreglo 0 transacciO 

Las Acciones Circuk 

para (a determinac 

accionistas que aul 

transacciOn (o correc 

itØ que autoriza o aprueba a(gn contrato, acuerdo, 

(o correcciôn, modificaciôn o terminaciOn del mismo). -.., 

tes Ordinarias poseidas por Roche pueden contabilizarse 

n de la presencia de un quorum en una asamblea de 

iza o aprueba cualquier contrato, acuerdo, arreglo o 

On, modificaciOn o terminaciOn de.l mismg). �.. ., ................. 
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SECCION 9.03 - Ningina Responsabilidad Por Actividades do Buena Fe. 

Roche ni cualquier funcinario a director serÆ responsable ante (a Corporación 

a ante los accionistas paa (a infracción de cualquier  deber fiduciarlo a deber de 

lealtad a falta para actiar en (a no opuesto a) los mejores intereses do la 

CorporaciOn o la derivaiOn de cualquier beneficlo personal impropio por el 

hecho de que Roche algün funcionario o director del mismo, emprende 

cualquier acción 0 ej 

cualquier aprobaciôn en 

y Ia CorporaciOn. Ning(z 

persona que es director, 

es sufragado o tal per 

director de esta Corp 

derecho por o Un 

contrato. 

SECCION 9.04. 

algunos derechos 0 entrega o retiene de buena fe 

IaciOn con cualquier acuerdo o contrato entre Roche 

voto sufragado u otra acciôn tomada par alguna 

ncionario u otro representante de Roche, cuyo voto 

emprende una acciOn en su capacidad como 

constituirÆ una acción de a el ejerciclo de un 

de Roche. para los efectos de aJgn acuerdo a 

Implicito do los Accionistas. Cualquier persona 

a entidad comprando a adcuiriendo algün interØs en cualquier acción del capital 

accionarlo de (a Corporacin serª considerada que ha tenido aviso de y ha 

S consentido a las disposiciores de este Articuto 9. 

SECCION 9.05 - Contratos Protegidos. Para los propôsitos de este ArtIculo 9, 

cualquier contrato, acuerdol! 

cualquier corporación, socic 

en (a cual la Corporaciôn 

cincuenta por ciento o mÆs 

0 

arreglo a transacción con la CorporaciOn o con 

lad, empresa conjunta, asociacion u otra entidad 

posea beneficios (directa a indirectamente) del 

do (a acciones votantes en circulación, p er de 
Como ’a 

L 
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voto o intereses do votaciOn slimilares, so juzgarÆ ser un contrato, acuerdo, 

arreglo o transacción con la 

SECCION 9.06. Efecto Ni la modifioaciôn, correcciôn, camblo o 

derogación do cualquier provisôn de este Articulo 9, tampoco la adopciôn do 

cualquier provision inconsistene con cualquier provision de este Articulo 9, 

eliminarÆ o reducirÆ el efecto Ide este Articulo 9 con respecto do cualquier 

asunto quo ocurra o cualquier causa de acción, demanda o reivindicación que, 

pero para este Articulo 9, se acumulara o surgiera, antes de tal alteraciôn, 

modificaciôn, camblo, revocación o adopciOn. 

SECCION 9.07. Articulo 8. Las disposiciones do este Articulo 9 son en adiciOn 

a las disposiciones del Articulo 8. 

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de lncorporaclón Modificado y 

Reformulado, habiendo sido debidamente adoptado de acuerdo con las 

Secciones 242 y 245 de .la Ley Corporativa General del Estado de Delaware y 

por el consentimiento escrito dl ünico acelonista do la Corporación de acuerdo 

con la Sección 228 do Ia .Ley Oorporativa General del Estado de Delaware, ha 

sido otorgado este dia vol 

GENENTECH, INC. 
Par: Is/ Stephen G. Juel 
Nombre: Stephen G. Jt. 
T1tulo; Vicepresidente 
Asesor General y Secre 

(22) de Julio, 1999. 
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This public documen 

2. has been signed by arrict Smith Windsor 

3. acting in the capa4ty of Secretary of State of Delaware. 

4. bears the słal/s tam of Office of Secretary of State 
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S. at Dover, Delaware 

6. the seventh day of )ctober, A.D. 2005 
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re 

I, HARRIET S To WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF 

LERE Y CERTIFY TH ATTACRED IS A TRUE AND CORRECT DELAWARE, DO  

COPY OF THE RESTA ED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC. ", FILED IN 

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

O’CLOCK A.M. 

OR SODOM 
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AMENDED AND RESTATED 

CERT11f CAPE OF tN1COR’ORAUON-

GENENTECRI INC. 

Genentech inc. (the Corporatlou7’) a corporation organized and existing 
under and by virtue of the (oncral Corporation Law of the State of Delaware, 
does hereby amend the Certtticate of incorporation of The Cotporation, which was 
ozigivally filed on Decmber 23, 1986 under the name "Genentech Delaware. 
1nc.’, and subsequently amended. 

The Certificate of incorporation of the Corporation is hereby restated and 
further ainencled to read in its entirety as follows: 

ARTICLE I 

The name of the Corporation is: Qeneutecl, Inc. 

ARTICLE 2 

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

ARTICLE 3 

The purpose of the Corporation is to engage in any lawful act or activity 
for which oorporeions may be organized under the General Corporation idaw of 
Ow State of Delaware as the same exists or may ]iereafter be amended (’Delaware 
Law - 
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ARTICLE 4 

SEctioN 4.01. CapItal Stock. (a) The Coxpo ation is authorized to issue 
two classes of stock to be designated, respectively, prefe*vcd stock and common 
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue Is 
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000000) 
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share ("Preferred 
Stock’). Three hundred million (300,000,000) shares hull be designated 
common stock, par value $0.02 per share (’Cctuntozt Stock") The Common 
Stock of the Corporation shall be all of one class. 

(b) The number olauthorized shares of any class or classes of stock may 
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof than 
ouLtwftng) by the alLinathre vote of a n rityin vat ug power of ft 
outstanding stuck of the .Coiporation entitled to vote thereon irrespective of the 
provisions of Section 242(b)(2) of Delaware Law. 

Se=OW 4.02. Common Stock (a) £suwwe and Consideration. Any 
t,thssued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such 
consideration as may be fixed ii’ accordance with applicable law from time to 
Time by the Board of Directors. 

(b) Dividsnª. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock, 
the holders of the Common Stock shalt be emitted to receive, when and as 
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation v’lilch an 
by law available therafor, dividends paya1le either in cash, in property, or in 
shares of gtqok and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to 
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of 
Dfrectors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock). 

Sacrlc4 4.03. Ftc/erred Stock. 

(a) Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or 
treasury shares of the Preferred Stock may be issues front time to time in one or 
more series for such consideration as may be fixed from time to time by the Board 
Of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any particular series shall be 
issued, a cexttftcate shall be filed with the Secretaty of State of Delaware setting 
forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached 
to the Preferred Stoic of such series and such other matters as may be required, 
and the board of Directors shall fix and detennine, and is hereby expressly 
empowered to fix and determine, in the manner provided by law, the Pafliculars of 
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LA ’ Firy c r , 

27J :07 



U* *Ato of such sen (so to as not igouzlswwththe provlsionof this. 
Article 4 apphcablcto all series of Preferred Stock), including, but not limited to 
the fol lowing: 

� (i) the distinctive designation of such series and the munber of 
shares which shall consuttzte such settee, which number may be increased 
(except whm oTherwise provided by the Board of Directors in creating 
such series) or decreased (but not below the number of shares thereof then 
outstanding) from time to time by like =don of the Board of Dtrectors 

(ii) the annual =of dividends payable on shares of such series, 
the conditions upon which owh dividends shall be payable and the date 
from which dividends shall be cumulative in the event the Board of 
Directors detemtines that divided shall be cumulative; 

(iii) whether such series shall have voting xitth, in addition to the 
voting rights provided by law and itsô the terms of such voting xlgbts 

(iv) whether such sales" have conversion privileges and, If 
so, the terms and conditions of such conversion, including, but not limiter] 
to, provision for adjuatmeut of the coiwersion rate upon such events and In 
such rnawlcr as the Board of Directors shall determine; 

(v) whether or not the shares of such series shall be redeemable 
A44 if so, the terms and conditionsof such redemption, including the d*to 
or dates upon or after which they shall be redeemable, and the ainomt per 
share payable in case of tedernpnoii1 which anouctinay vary under 
different conditions and at different redemption dates; 

(vi) whether such series shall have a sinking fund for the 
redemption or purchase of shares of Thai sezee and, if so, the terms and 
amount of such sinking lisnd � 

(vii) the rights of the shares of such series in the event of 
volunta*y or Involuntary liquidation, drssolution or winding up of the 
Corporation, and the relative rights otprronty, if any, of payment of shares 
of that series; and. � 

(vui) any other relative *ights, prefrences and limitations of such 
series.. 

3 
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ARflCL1 5 

SEcTQN 5.01. Amendment ofylzw: by Dfre1ors, (a) In Wheranco and 
not in limitation of the powers conferred by statute, the Board of Directors is 
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the 
Corporations 

subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof. 

(1,) Sections 2.02,3.02., 3.03(a). 3.03(b), 3.04,3.05,3.14, and 5.06 of the 
bylaws may only be altered, amended, repealed, or reseindeti by the affinnalive 
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 
60% of the shares entitled to be voted thereon. 

(c) Sections 3.03(c) and 315 of the bylaws may only be altered, 
amended, repealed, or rescinded by the iffirniative vote ot’boldcrs of capital stock 
entitled to vote thereon representing more than 90% of the sbares entitled to be 
voted thereon. 

SECTiON 5.02. 4inendinena ofCertificate of1ncoi,ora1ion. Section 
5.01(b) of this Certificate of boorporadon may only be altered, amended, 

..
 

repealed, or rescinded by the afflnuative vote of holders of capital stock entitled 
to vote thereon representing more than 60% of the 9mm entitled to be voted 
thereon. SeCtion 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Incorporation 
may only be altered, amended, repealed, or resciuded by the affinnative vote of 
holders of capital stock entitled to vote thereon representing mom than 90% of the 
shares entitled to be voted thereon. 

ARTICLE 6 

StCTI0N 6.01- BThctlon ofDlreccors byffolder.t of?refŁrredStocI 
During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more 
series thaeo4 voting as a c1ass shall be entitled to elect a specified number of 
dIrectors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the 
right to do so, then and during such time as such right continues (i) the then 
otherwise authorized number of directors shall be increased by snob specifled 
number of director& and the holders of such Preferred Stock or such series 
thereof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so 
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; (ii) each 
such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as 
shall be stated in the provisions pertaining in such Preferred Stock or series; and 
(iii) whenever the holders of any such Preferred Stock or series thereof are 

t4Oi.o CI.,JLO 
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divested of such rights to elect a. specftied number of directors, voting as a class, 
pursuant to the provisions of such Prefrnd Stock or series, the tetma of office of 
all directors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a 
class pursuant to such provisions r elected to till any vacancies resulting fi’om the 
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such 
Preferred Stock or styles, shalt forthwith terminate and the authorized number of 
director shall be reduced accordingly-

SEC’IlON 6.02. Rallots. Elections of directors at an annual or special 
meeting of stockholders need not be by writcen ballot unless the bylaws of the 
Corporation shall provide otherwise. 

SECTION .O3. Elimination of Certain Personal iJabilky of Directors. (a) 
A director of the Corpoitlon shall not be liable to the Corporation or its 
stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to 
the fullest extent permitted by Delaware Law, 

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such 
person) who was or is a party or is OneAnod to be made a party to, or Is involved 
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether dvii, 
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is 
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the 
Corporation as a director of another corporation, partnership joint venture, trust 
or other enterprise, shall be indemmufied and held harmless by the Corporation to 
the fullest extent permitted by Delaware Law. The tight to indemnification 
cozferred in this Section 6.03 shall also Include the tight to be paid by the 
Corporation the expenses incurred in cecnecdon with any such proceeding in 
advance of its final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law 
The right to indenmiflcatioa conferred In this Section 6.03 shalt be a contract 
right. 

(c) The Corporation may, by action of its floerd of Directors, provide 
indemnification to such of the officers, einpbyces and agents of the Corporation 
to such extent and to such effect as the Board of Directors shall determine to be 
appropriate and authorized by Delaware Law. 

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintain 
insurance on behalf of any person who Is or was a director, otcer, employee or 
agent of the Corporation, or is or was serving at the request of the Corporation as 
a director, officer, employee or agent of another corporation, partnership, joInt 
venture, trust or other enterprise against any expense, liability or loss incurred by 
such ptrsun in any such capacity or arising out of his status as such, whether or 
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not the Coporalion would have the power to ndernnif’ him against such liability 
�undor  Delaware Law. 

(e) 

The rights and authority conferred in this Section 6.03 shalt not be 
exclusive of any other right which any person may otherwise have or hereafter 
acq 

() Nelther the alteration, amendment, repeal or recission otthis Section 
6.03, nor the a4ption of any prevision of this Certificate of Incorporation or the 
bylaws of the Corporation, nor, to the Mao extent permitted by Delaware Law, 
any modification oflaw, sball eliminate or reduce the effect of this Section 6.03 in 
respect of any acts or omissions occurring prior to SUCIt alteration, amendment, 
repeal, recisslan, adoption or modification. 

AR.TIC.IWB 7 

� Scnaw 7.01. SectIon 203 ofI)e!aware jaw. The Corporation hereby 
dads not lobe governed by Section 203 of Delaware Law. 

ARTZLi3 8 

SEcrioN 8.01. ReIatIothlp With Roche. In anticipation that the 
Corporation will cease to be a wholly owned subsldlaq of Roche Hoiduigs Inc., 
bit that Roche (as defined in Section 805) will remain a Stockholder o(tbe 
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05) 
and Roche may engage im the same or smi1ar activities or lines of business and 
have an interest in the same areas otcoiporate opportucitles, and in recognition of 
(1) the benefits to be derived by the Corporation threugh its continued contractual, 
corporate and business relations with Roche (including service of ocers and 
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difticulties 
attendant to any director, who desires and endeavors f* to satisfy such 
director’s fiduciary duties, in determlnliig the fall scope of such duties in any 
particular situation, the provisions of this irticlo $ ate set forth to regulate, define 
and guide the conduct of certain affairs of the Corporation as they may involve 
Roche end its officers and directors, and the powers, rights, duties and liabilities 
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of the Corporation and fts officers, directors and stockholders in connection therewith. 

SECTION 8.02. Similar Business Activities. Except as Roche Hóldlugs, 
Tnc. may otherwise agree in writing, 

(a) Roche shall nor have a duty to refraIn tivm engaging directly or 
indirectly in the same or similar business activities or lines of business as the 
Corporation, and 

(b) neither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the 
Corporation or Its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any 
such activities of Roche or of such person’s participation therein. 

in the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or 
znattcr that may be a corporate oppornmity for both Roche and the Corporation, 
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to 
the Corporation and shall not be liable to the CorporatIon or Its stockholders for 
breech of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling 
person of a stockholder by reason of the thet that Roche pursues or acquires such 
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another 
person or entity, or does not communicate information regarding., or oer, such 
corporate opportunity to the Corporation 

SECTION 8.03. Corporate ()pporzunüfes.. In the event that a director, 
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee 
of&ocbe acquires knowledge of a potential trsnsaction or matter that may be a 
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether suck potential 
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such 
director, otticer or employee of the Corporation) such director, officer or 
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation 
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the 
cucurnstances in his sole discretion, and no such director, officer or employee 
shall be liable to the Corporation or its stockholdow for breach of any fidualay 
duty or duty of loyalty or failure to act in (or not opposed to) the best interests of 
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by teasou of 
the fact that (1) such director, officer or employee offered such corporate 
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate 
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (ii) Roche 
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or directs such corporate 
opportunity to another person or does not communicate information regarding 
such corporate opportunity to the Corporation. 
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SECTION 8.04, Deemed CnseiiI ofStokho!dei’s. Any person or entity 
purchasing or otherwise acquiring any interctt in any shares of capital stock of the 
CoporaLion shall be deemed to have notice of’and to have consented to the 
provisions of this At*oJe 8. 

SECTIOW 8.0$. J)efinition.v. For purposes of this Article 8 and Article 9 
only, (I) the tenn "Corporation" shall mean the Corporation and all coradons, 
partnerships, joint ventures, associations and other entitles In which the 
Corporation beneciaIly owns (directly or indirectly) fifty percit or more of the 
outstanding voting stock, voting power or similar voting itercsts, and CH) the 
tenn "Ioc1ie" shall mean. Roche aoldings, Inc. and all corporations, partherships, 
joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, dened 
in accordance with clause (1) of this Section 8.05) that are afflliates" (as defined 
in Rule 12b-2 under the Securitics Echango Act of 1934, as amended) of Roche 
Holdings, Inc 

SEcTIoN 8.06. Thrmlncnion: 1 tndfn fficL Notwithstanding anything in 
Us Certificate of bcoporation to the contrary, the foregoing provisions of this 
Article 8 shall expire on the date that Roche ceases to own beneficially Common 
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common 
Stock oldie Corporation and no person who is a director or orneer of the 
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the 
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor The 
adoption of any provision of this Amended and Restated Cer1i1cate of 
tucoxporation inconsistent With any provision of tins Article 8 shall dlln’tnatc or 
reduce the etteOt of this Article 8 in respect of any. matter occurring, or any cause 
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would accrue or arise, prior to 
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption. 

SECtiON 8.07, Article 9, The provisions of this Article S are in addition to 
the provisions of Article 9. 

ARTICLE 9 

SsCrIoN 9.01. Contracts Not Void. No contract, agreement, airaugement 
or transaction (or any amendment, modification or tennination thereof) between 
the Corporation and Roche shalt be void or voidable solely for the reason that 
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the 
Corporation who are ai1iated with Roche are present at or participate 

in 

the 

OMO NOTAR40L- ) 
E 

14 
. 

- �Li 

- 7 

JUAN N F-0 
r _’1N4 



0 

meeting of the Board of Dfrectors or committee thereof wbith authorizes the 

Contract, agreement, arrangement, transactIon, amcndment, modification or 
termination or solely because his or their votes are counted for such purpose, but 
any such contract, agreement, anangentent or transaction (or any amendment, 
modication or termination thereof) sbal.I be governed by the provisions ofthis 
Amended and Restated Certificate ofnorporation, the Corporation’s Bylaws, 
Delaware Law and other applicable law. Per purposes of this Article 9, the two 
the ’Corporation" and "Roche" have the meanings $et forth in Section 8.05, 

SSC11OrN 9.02 Qiwnm. Directors of the Corporation who are also 
directors or officers of Roche may be counted in deteuriining the presence of a 
quorum at a meeting of the Board of Direetors, or of a committee that anthotizes 
or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or 
amendment. modification or termination thereol). Outstanding shares of Common 
Stook owned by Roche may be counted in determining the presence ofa quorum 
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract, 
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or 
termination thereof). 

StCnON 9.03. No Liability For Good Faith Actions. Neither Roche nor 
any officer or director thereof shall be liable to the Cctporatlon or its stockholders 
for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not 
opposed to) the best interests of the Corporation or the derivation of any improper 
personal benefit by reason of the fact that B.ode or an officer of director thereof 
In good faith takes any action or excjclses any rights or gives or withholds any 
consent in connection with any agroemcn*.or contract between Roche and tire 
Corporation. No vote cast or other action u&m by any person who is an officer, 
director or other representative of Roche. which vote is cast or action is taken by 
such personIn his capacity as a director of this Corporation, shalt constitute an 
action of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purpose of any 
such agreement or contract. 

SECtiON 9.04. Deemed Consent by $Joakholder.r. Any person or entity 
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the 
Corporation shall be domed to have notice of and to have consented to tt 
provisions of this Article 9. 

, SECTION 9.05.. Confrqcfr Covsre4, For purposes of this Article 9, any 
contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation or any 
corpomtio; partnership, joint venture, association or other entity in whIch the 
Corporation beneficiafly owns (directly or Indirectly) fifty percent or more of the 
outstanding voting stock, voting power or süuil*r  voting interests shall be deemed 
to be a contract, agreement, ausngement or transaction with the Corporation. 
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SECTION 9.06. Binding Effea. Neither the alteration, amendment, change 
Or repeal of  any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision Inconsistent with any provision of this Article 9 shall elinijnai.e or reduce the 
effct of this Article 9 in respect of any matter occuinng, or any cause of action, suit or claim that, but for this Article, 9, would accrue or arise, prior to such 
altezation, amendment, change, repeal or adoption. 

SECTION 9.07. drtkle 8. The provisions of this Article 9 are In addition to 
the provisions of Article S. 
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N WITNESS WREKOP, this Amended and Restated CertLficate of 
1ncoipoxadon, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245 
Of the Gencn1 Corporation Law of the State oeawm’e and by the written consent of the sole stockholder of the Corporation in accordance with Section 228 
Of the GenerI Corporation Law of the Stare of Delaware, has been executed this 22nd day ot’SuIy, 1999. 

GENENTcB, INC. 

Thy: At tephen 
a Jue1eg 

Name: Stcplteii 
a Sucjsgaazd 

Tftle: Senior Vice President, 
GeneiBi Coux*sel and Secretary 
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Traducc!ón Oficlal NO 10-31-194 

Traduce/on Of/c/al de un docurnento escrlto originalmenfo on InglØs, el cual pare !dentificaclOn Ileva el 
se/Jo de I/bar A. Espaflol Espaflol, Traduetor e intØrprete Of/cia!, segün Resoluclón #0920, 1995 del 

Ministorlo do Justicla, RepUblica do Colombia. 

APOSTILLA 
(Convención de la Hap Octubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 

2. El presente Documento Püblico ha sido firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. Ileva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado 

CERTIF1CADO 

5. en Dover, Delaware . 

6. & dia siete (7) de Octubre, aflo 2005 

7. pore! Secretario de Estado, Departamento de 
rLt:.,.q4 

7. I.?I.
 E Or 7!.,, 

,, ’. ���4t 

8. Nümero: 0265284 
27 JUL 20fl7f 

9. Sello/Estampilla . 
JUAN r.I., . 

10. Firma: (llgible) ��... ,-;.. . ;/ -fl
 
J, 

Secretario de Estado 

N del T hay un sello dorado, seco, en relieve "Secretary’s Office Delaware" 
ILBAfl.A. ESPAOL ESPANOL 

Traducto IntepetTe OciL 
Iq0ft Espsiei II$t6 

B.cott6* MAiijustic*s )4o. 0920 
&goto4e 1996 



0-
Ln 

<i. 
�\ ij 

- ’ � 

_d 

0 

1-3 

6A i 

c, NOTAUQ $EXTQ O- Cfl?CUD.1 
1.0.1.i4AGO CONSTAR UE U&. POGOTA, 
yOYOGPAO(NCUf CON W. ORfafNACI 

TWO A LA V5Th 
f 

2 L2061 
. ...., 

JUANMAFWiL fO FEOINA 
AOTAO 

I 

� 



n 

DELAWARE 

EL PRIMER ESTADO 

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE 

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO 

ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO DE 

MODIFICACION DE "GENENTECH, INC?, REG1STRADO EN ESTE DESPACHO 

EL DIA QUINCE (15) DE MAYO DEL A10 2000, A LAS 5:00 P.M. 

Firma (ilegible) 

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado 

AUTENTICACION: 4212781 FECHA: 10-07-05 

N. del T. Hay un seilo dorado, en relieve: "Secretary’s Office, Delaware" 
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ESTADO DE DELAWARE 
SECRETARIA DE ESTADO 

DIVISION DE CORPORACJONES 
ARCHiVADO 0500 PM 05/15/2000 

001245251-2112,549 

CERT1FICADO DE MOD1FICACJON 
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACIÔN MODIFICADO V REFORMULADO 

Genentech, Inc. una corporación organizada y existente bajo y en virtud de la Ley 

Corporativa General del Estado de Delaware. 

POR LA PRESENTE CERTIFICA: 

PRIMERO: Quo en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se 

adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modiflcaciOn 

al Certificaclo de lncorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion, 

declarando que dicha modificaciOn era aconsejable y convocando una asamblea 

de los accionistas de dicha corporación para la consideraciOn de ello. La 

resolución expresando la propuesta modificaciOn es la siguiente: 

RESUELTO, que el Certificado de lncorporaciön Modificado y Reformulado de 

esta corporación se modifique cambiando "SecciOn 4.01 (a)" del Articulo nürnero 

"4." para que una vez modificada dicha SecciOn y dicho Articulo so lea como sigue: 

"Sección 4.01. Capita! Accionario. (a) La Corporación estÆ autorizada para 

emitir dos clases de acciones a ser denominadas: acciôn preferericial y 

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la 

CorporaciOn estÆ autorizada para emitir es de setecientos millones 

ILBAR A. ESPAfiOL ESPAROL 
Trsductor e Interpere Oficia! 

InglØc EspaAol lii&ös  
Roselucion Minjusticia N.. 0920 

Agnsiode 1996 
����.�y  

GUE

  : �, rw’i .. 

4�L

 

i.

 

. ;:t,c ,T,t, f �  
�
 

.�,-. 

-_,
 

A 

t’_INA( ."! 

2
7 fi

 

),r7

 

- -: . ..........., 

r:-. 



(700.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominarân 

acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 par acciOn ("AcciOn 

Preferencial"). Seiscientos millones (600.000.000) se denominarÆn acciones 

ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por acción ("Acción Ordinaria"), 

La Acción ordinaria de la CorporaciOn serÆ toda de una clase." 

SEGUNDO: Qua posteriormente, de acuerdo con la resolución de su Junta 

Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporación fue 

debidamente convocada y notificada de acuerdo con Ia SecciOn 222 de la Ley 

Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nümero 

necesarlo de acciones requeridas pot los estatutos votó a favor de la modificaciOn. 

TERCERO: Que dicha modiflcaciOn se adoptó debidamentede acuerdo con las 

disposiciones de la SecciOn 242 de la Lay Corporativa General del Estado de 

Delaware. 

CUARTO: Que el capital de la corporaciOn no se reducirÆ bajo o por causa de 

dicha modificaciOn. 

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha. ordnado que este 
to ’’� o 

hF 1, �r;r. : ’.. ’,. . -. , , i LA Certificado de Modlficaciôn sea suscrito par Stephen" :’:4ielsgaad,t .�;’UAJ  

Funcionarlo Autorizado, este dIa quince (15) de Mayo, aæo 2000. 27 .1 UI. 2 

GENENTECH, INC. 
iU;, M.’.!. . 

NOTARIO 

Por: (firma ileQible) ...... -. ........."�.  

Nombre: Stephen G. Juelsgaard 

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretarlo. 
USBAR A. ESPAfiOL ESPAFOL 

Trsductor e hzterpette Oficiai 

InglØs Espao1 I*gIØs 
Resoluciôn Minjusticia No. 0920 

AgsTode 1996 
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Traducàiôn Oficial N° 10-31-193 

TraduccIón Oficiai do un documento escrito origina/mente on IngMs, el cual para identiflcación 
i/eva el sello do 1/bar A. Espaæoi Espafiol, Traductor e IntØrprete Of/cia!, segón Resofución #0920, 

1996 del Ministerio do Justkia, Repübiica do Colombia. 

APOSTILLA 
(Convencón do Is Hays Octubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UN (DOS DE AMERICA 

2. El presente Documento PCrblico ha sido firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. lleva el sello y estampilta del Despacho del Secretario de Estado 

CERTIFICADO 

5. en Dover, Delaware 

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005 

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Delaware 

8, Nimero: 0265283 
COMO t46TAR,O 
$EXT�

 

9 SeIIo/EstamplllaLO
 

e* QUM HE TF.MirOU A LA TA 

10 Firma: (liegibIe 21 JUL 2 

Secretario de Estado 5’ 
....... NOTAc> 

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en reIie’e: "Secretary’s Office - Delaware" 

� iLBARA. ESPA10L ESP AOL 
Traductc e lnterpetre O&ai 
146 Espool IsgJŒs 

Rsaoluctón Minjugicia No. 0920 
AgOStOdO 1996 
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11-a’stillt 
(Convention de La .Eaye du 5 Qc to.bre 1961) 

1. Country: United States of America 

This public document: 
2. has been signed by Harriet Smith Windsor 

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware 

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State 

5. at Dover, Delaware 

6. the seventh day of October, A.D. 2005 

7. by Secretary of State, Delaware Department of State 

8. No. 02652841 

9. 
Seal/stamp.. 10. Signature: 

AV,aZL1 

r 
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DeCaware PAGE 

he yirst State 

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

DELAWARE, DO EEREBY CERTLY TEE ATTACE2D IS A TRUE AND COPP2CT 

COPY OF TEE CERTIFICATE OF AMKNDBNNT OF "GENENTECH, INC ", FILED 

ZN awlS OFFICE ON TEE FI1ENTE DAY OF WY, A. D. 2000, AT 5 

O’CLOCK P.M. 

2122549 

0509237. 

LiE 

4’RA L) 

Harriet Smith Windsor Secretary of State 
AUTHENTICATION.: 4212781 

COMO 
’ rt 

£D1
 thOrL 

OE it FOTOC . O,p4 r j GPM! 

2 27 UL2007 

-Ø1UAu 1 �i’.Li  iVtDINA NÜTAFit)  



STATE OF O5LAh1AR  
- -* .Ec’R5TARY OF SVZ’E 

DIVISION OF COR?0JMZONS 
FZZED 05:00 PW 05/15/2000 

00224 5252 2112549 

CERTIFICATE OF AMENDMENT 
OF AMENDED AND RESTATED 

CERTIFICATE OF INCORPORATION 

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

DOES HEREBY CERTIFY: 

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

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

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

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

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

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

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

GENENTECH, INC. 

By: 
Name: Stephen G. Juelsgaard 
Title: Senior Vice President, GneraI unsc1 

and Secretary r 
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Traducclon Of/cia! N° 10-31495 

Traducc!ôn Of/cial do un documento escrito or/glnahnente on JngJ6s, el coal para ldentificaclón Ileva el se/Jo do I/bar A. Espaæol Espaflol, Traductor a IntØrprete Of/cia!, $egUn Resoluclón #0920, 1996 del Mm/steno do Just/cia, RepØbilca do Colombia. 

APOSTILLA 
(Canver,dón de is kayo Octubre 1961) 

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 

2. El presente Docurnento Ptbiico ha sido firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. lleva el seflc y estampiHa del Despacho del Secretario de EŁtado 

CERTIFICADO 

5. en Dover, Delaware 

6. el dia siote (7) do Octubre, aflo 2005 * 

7. por el.Secretario de Estado, Departamento de Estado Delaware 

8. Nümero: 0265285 

9 Sello/EstamptllaOmo 
I rOTQJ 

10 Firma ltecbl 
QUE  

IMAL 

21 JUL Q 

TA A 
Co IV 

Secretano de Estado 

N. del T.: hay un setfo clorado, seco, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware" 1’ / 

MBAR A. ESPAQL ESPA$OL 
Treductor e Inteipetre Ofics1 

Jngks Espaol I*g6s 
Resoucift 

MiIjU**jC* No. 0920 
Agostodel9% 
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DELAWARE 

EL PRIMER ESTADO 

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE 

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL IDOCUMENTO 

ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO 

MODIFICADO DE "GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESIE DESPACHO 

EL DIA DIEZ (10) DE MAYO DEL AfJO 2001, A LAS 2:05 P.M. 

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado 

AUTENTICACION: 4212782 FECHA: 10-07-05 

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: I*Secretarys Office - Delaware" 

’S... 

LBAR A. EsPA1qoL ESPAOL 
Traduotor e lntcrpc*rC Oficat 

InglØs EspaoI Inglis 
Resolución Mizj1stc1a No. 0920 

AgotO dc 1996 

II 
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ESTADO DE DELAWARE 
8ECRETARIA DE ESTADO 

DIVISION DE CORPORACIONES 
ARCHIVADO 02:05 PM 05/10/2001 

010226224-2112549 

CERTIFICADO DE MODIFICACION 
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACIÔN MODIFICADO Y REFORMULADO 

Genentech, Inc. una corporación organizada y existente bajo y en virtud de la Ley 

Corporativa General del Estado de Delaware. 

POR LA PRESENTE CERTIFICA: 

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se 

adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificación 

a! Certificado de lncorporación Modificado y Reformulado de dicha corporaciOn, 

declarando que dicha modificaciOn era aconsejable y convocando una asamblea 

de los accionistas de dicha corporaciôn para  la consideraàiOn de ello. La 

resoluciôn expresando  la propuesta modificaciOn es la siguiente: 

RESUELTO, que el Certificado de lncorporación Modificado y Reformulado de 

esta corporación se modifique cambiando "Sección 4.01 (a)" del Articulo nmero 

"4" para que una vez modificada dicha Sección y dicho ArtI(,:,(ea,LII! I’.)i.I.IT.LI. Hi’..l’ t: 1.�.I LA 

Ai 7TA 

27.1 L2IJU1 

"SecciOn 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporaciórestaautorizadapaat.  

emitir dos clases de acciones a ser denominadas: acciOn preferencial y 

acciOn ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la 

Corporación estÆ autorizada para emitir es de ml! trescientosmillones . 7�’- 
IL8ARA. ESPANOL ESPANOL 

Traductor a 1nterpea Oficlal 
In&Øs EspaoI bigiØs 

Pesobci6n Miiijuticis No. 0920 
Agostode 1996 



(1.300.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominarân 

acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 par acción ("AcciOn 

Preferencial). Un mil doscientos millones (1.200.000.000) se deriominarÆn 

acciones ordinarias con an valor nominal de $0.02 par acciOn ("AcciOn 

Ordinaria"). La AcciOn Ordinaria de la CorporaciOn serâ toda de una class," 

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resoluciOri de su Junta 

Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporaciOn fue 

debidamente convocada y notificada de acuerdo con la SecciOn 222 de la Ley 

Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nmero 

necesarlo de acciones requeridas por los estatutos votó a favor de la modificaciOn. 

TERCERO: Que dicha modificaciOn se adoptó debidamente de acuerdo con las 

disposiciones de la SecciOn 242 de la Ley Corporativa General del Estado de 

Delaware. 

CUARTO: Qua el capital de la corporación no se reducirÆ bajo o por causa de 

dicha modificaciOn. 

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado ue este 

Certificado de Modificación sea suscrito por Step! .’;’’du&s un 
IlAqa 

Funcionario Autorizado, este dia diez (10) de Mayo, and 2001. 
27 P L 2Uji 

GENENTECH, INC. 

Por: (firma ilegibi JUAN
. , -. 

, 

io 

Nombre: Stephen G. Juelsgaard  

Titulo. Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretaria. 
ILBAR A. ESPAOL ESPAOL 

Traductor e Iterpctre Oc41 
1*&s Bow  I&SW 

ResobsMJnJwticiallo. 0920 
A106 1996 
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’?Njjjaefilft 
(Convention de La Hays du 5 Octobre 1961) 

1. Country., United States of America 

This public document: 
2. has been signed by Harriet Smith Windsor 

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware 

4. bears the seal/stamp of Office of Seoretazy of State 

AT v..Lertifijeb 

5. at Dover, Delaware 

6. the seventh day of October, A.D. 2005 

7. by Secretary of State, Delaware Department of State 

8. No. 0265285 

9. Seal /Staiz 10, Signature: 

titMi, 
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f 
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECERTARY OF STATE OF THE STATE OF 

DZiAWAn, DO HERZBY CERTL&T THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT 

COPY OF THE CERTXFXCATE OF )I2ND1NT OF "GENENTZcH, INC.", LgD 

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF IdAY, A. 1). 2001, AT 2:06 

O’CLOCK P.M. 

o 

2112549 

0508237. 

l COJqo 
D SE 

r "011 

001 
0 

007 

OT NUA
 14 

OTOINA 

Harriet Smith Windsor Secretary of State 
AtITJrnNTICA2’XoN: 4212782 

DATE: 10-07-05 
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H 5RY O" S2’2 
VZVZSZOM OF cORPORTZON$ 

.*F1iza 02:05 PM 05/20/2002 
020226224 - 2112549 

CERTIFICATE Of AMENDMENT 
OF AMENDED AND RESTATED 

CERTIFICATE OF INCORPORATION 

S ..7AZZ/ØF/ X.W///J V 7 
T ///% ,’łY/$’2’X2Z//7// 0 
.3 0VZ0ZW1JW100XWXWX0X011 -r 
14 IX Ø/g/łł/AWWXł/2JYX/  

SI’ Sandy 1012o3 

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

DOES HEREBY CERTIFY: 

FIRST: That at a meeting of the board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly 
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Ceaificatn of 
Incorporaian of said corporation, decluing said amendment to be athisajle and calling a 
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting 
forth the proposed amendment is as follows: 

RESOLVED, that the Muended and Restisted Ceartificae of Incorporation of tnh cotporetion be 
amended by changing Section 4.01 (nY’ of the Article thereof numbered 4" so that, as amended, 
said Section ofald Ankle shall be aud read as follows: 

Section 4.01. Capita! Stock. a) The Corporation is autltotizd to issue 
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common 
stock. The total number of shares which the Corporation is authori2ed to issue is 
one billion three hundred million (1300,000,000) shares. One hundred million 
(100,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per 
share (Preferred Stock’). One billion two hundred million (1,200,000,000) 
shares shall be designated common stack, par value $0.02 per share ("Common 
Stock"). The Common Stock of the Corporation shall be all of one cJas’?’ 

SECOND: That thereafter, pursuant to tesolutiun of itBoard of Directors. the regular meeting 
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with 
Section 222 of the General Corporation Law of the Stare of Delaware at which meeting the 
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment. 

THIR.D: Thtt said 4rnendmcnt was duly adopted in accordance with the provisions of Section 
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware. 

FOURTH; Thai the c.tpiraI of said corporation shall not be reduced under, or by reason of said 
amendment. 

IN WNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment to be 
signed by Stephen C. Juelsgaard, an Authorize4 Officer, this 10th day of May, -2001. 

e747 

CINENTCH, INC. 

By: 
Name: Stephen G. Juetsgaar 
Title; Senior Vice President, Gncral Counsel 

and Secretary 
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Traducciôn Of/cia! NO 10-31-196 

Traduccldn Oficial cie un docwnento escr!to originaim onto en Inglds, 01 cual pars identificaclOn ileva e1 
sello do Mar A Espaflol Espaæol, Traductor e IntØrprete Of/cia!, se gun Resoluclon #0920. 1996 del 

Mm/steno c/c Just/cia, Repabilca do Colombia. 

APOSTILLA 
(Convenclón de la Hays Octubre 1981) 

1. Pals: ESTADOS UNIbOS DE AMERICA 

2. El presente Documento Pübtico ha sido firmado por: Harriet Smith 

Windsor 

3. actuando on catidad de: Secretaria de Estado de Delaware 

4. ileva el sello y estampilla del Despacho del Secretarlo de Estado 

CERTIFICADO 

5. en Dover, Delaware 

6. el dia siete (7) de Octubre, ai’o 2005 

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Delaware 

8. Nümero: 0265286 

9. SelloIEstampflla ... 
’ �’Ir .. - 

-. Cc�Iq.,. ,..LA 

10. Firma: (ljeibIe) ... 
U i 1I L  j Secretarto de Estado 

............ 
jj(i �-’ I 

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary’s.Office - Delaware’ 

t.LBAR A. ESPAfiOL ESPMOL / 
Traductor e h*terpcve OficiaI 

uww Espaot laglØs  
Rłoluctón MnJua*N0. 0920 

Agoto de 1996 
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DELAWARE 

EL PRIMER ESTADO 

51’ 

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE 

DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO 

ADIJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO 

MODIFICADO DE UGENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO 

EL DIA DIEZ YSEIS (16) DE ABRIL DEL AO 2004, A LAS 7:39 P.M. 

. Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado 

AUTENTICACLON: 4212783 FECHA: 10-07-05 

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware" 
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ESTADO DE DELAWARE 
SECRETARIA DE ESTADO 

DIVISION DE CORPORACIONES 
ARCHIVADO 07:39 PM 04/16/2004 

040281669-2112549 

CERTIFICADO DE TERCERAMODIFICACION 
DEL CERTIFICADO DE INCORPORAcION MOD1FICADO V REFORMULADO 

Genentech, inc. una corporaciOr, organizada y existente bajo y en virtud de la Ley 

Corporativa General del Estado de Delaware. 

POR LA PRESENTE CERTIFICA: 

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se 

adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificaciOn 

at Certificado de lncorporaciOn Modificado y Reformutado de dicha corporación, 

declarando que dicha modificaciôn era aconsejable y convocando una asamblea 

de los accionistas de dicha corporaciOn para la consideraciOn de ello. La 

resolución expresando la propuesta modificaciOn es la siguiente: 

RESUELTO, que el Certificado de incorporaciOn Modificado y Reformulado de 

esta corporación se modifique cambiando "$ecciOn 4.01 (a)" del ArtIculo nümero 

"4" para que una vez modificada dicha Secciôn y dicho ArtIculo se lea óomo sigue: 

"Sección 4.01. Capital Accion�ario. (a) La CorporaciOn estÆ autorizada para 

emitir dos clases de acclones a ser denominadas: acciOn preferencial y 

acch5n ordinaria, respectivamente. La cantidad total do acciones que la 

CorporaciOn estÆ autorizada para emitir es de tres mil den millones 
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V 
(3.100.000.000) de acciones. Cien mfllones (100.000.000) se denominarÆn 

acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por acción ("Acción 

Preferenciar). Tres mil miflones (3.000.000.000) se denominarÆn acciones 

ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por acción ("Acciôn Ordlnaria"). 

La Acciôn Ordinaria de la Corporacion serÆ toda de una clase." 

SEGUNDO: Qua posteriormente, de acuerdo con la resoluciOn de su Junta 

Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporaciOn fue 

debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Sección 222 de la Lay 

Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el nümero 

necesarlo de acciones requeridas por los estatutos votó a favor de la modiflcación. 

TERCERO: Qua ditha modificaciOn se adopto debidamente de acuerdo con las 

disposiciones de la SecciOn 242 de la Lay Corporativa General del tstado de. 

Delaware. 

CUARTO: Que el capital de la corporación no se reducirÆ bajo o por causa de 

dicha modificaciOn. 

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha orderiado qua este 

Certificado de Modificación sea suscrito par Stephen C. Juelsgaard, un 

Funcionarlo Autorizado, este dia diez y seis (16) de’  Abril, aæo 2004. 

GENENTECH, INC. 

Por: Ifirma .ilegible’ 

Nombre: Stephen G. Juelsgaard 

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario. 
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(Convention de La Ray du 5 Qatobre 1961) 

1. Country: United States of America 

This public document: 
2. has been signed by Harriet Smith Windsor 

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware 

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State 

5. at Dover, Delaware 

6. the seventh day of October, A.D. 2005 

7. by Secretary of State, Delaware Department of State 

8. No. 026528’ 

9. Seal/Stain; 
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10. Signature: 
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CERTIFICATE OF THIRD AMENDMEN1RV 040281669 - 2122549 I’ZTZ 

OF AMENDED AND RESTATED 
CERTIFICATE OF INCORPORATION 

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

DOES HEREBY CERTIFY: 

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

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

Section 4.01. Capital Stock. ( The Corporation is authorized to issue two chases of stock to be 
designated, respectively, preferred stock andeommon stock. The total number of shares which the 
Corporation is authorized to issue is three billion one hundred million (3,100,000,000) shams. One hundred 
million ()O0,O00.00O) shares shall be desigesied preferred stock, par value $0.02 per share (’Preferred 
Stock"). Three billion (3,000,00000) shares shalt be designated common stock, par value $0.02 per share 
("Common StoclC)..The common stock of the Corporation shall be all of one class. 

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

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

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

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendment 
to be signed by Stephen 0. .tuelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day of April, 2004. 

GENENTECH, INC. 

By: h ?-? t -,-A- ?-
Name: Stephen G. Juelsgaard 
Title: Executive Vice President, General Counsel 

and Secretary 
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) Datos relafivos a la presentación de is solicitud POT 

Fecha de presentación de  la solicitud: 31-01-06 
No. de solicitud PCT/US20061003577 

Titulo: ANTICUERPOS DE 0R5 Y SUS USOS 

Resumen - Reivindicaciôn(es): 

Reivipdicaciôn .nmero 1.-

(72) inventor(es) ADAMS, Camellia, W. 

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE 

(87) Pub! icaciOn intemacional 
Fecha: 10-08-06 
No publicaciôn: WO 2006/083971 A2 

Un ancuerpo an-DR5 que comprende por Ia menos una rnutaciôn en la cadena pesada y/o ligera del anticuerpo de 

(origitud completa 16E2 (SEC ID NOS: 11 y 13, respectivamente), a uno de sus fragmentos, en el cual dicho anticuerpo o 

fragmento de anticuerpo tiene una afinidad mayor para 0R5 que .dicho anticuerpo de tongitud completa 16E2, y/b exhibe 

una mayor activiclad biologica y/o potencia que dicho anticuerpo de longitud completa 16E2. 
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ANTICUERPOS DE DR5 Y SUS USOS 

RESUMEN-OBJETO V FINAUDAD DE LA INVENCION 

La invención se refiere a anticuerpos anti-DR5 con propiedades mejoradas, 

composiciones que comprenden tales anticuerpos, mØtodos y medios para preparar 

tales anticuerpos y su usa terapØutico, en particular en el tratamiento del cØncer. 
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ANTICUERPOS DE DRS V SUS USOS 

CAMPO DE LA INVENCION 

La presente invenciôn se refiere, en general, a anticuerpos de DR5, 

incluyendo anticuerpos agonistas, y a mØtodos pars usar dichos anticuerpos de 

DR5, 

FUNDAMENTC) OE LA INVENC16N 

Varios ilgandos y receptores que pertenecen a la superfamilia del factor de 

necrosis tumoral (TNF) se han identificado en el arte. Se incluyen entre dichos 

ligandos el factor de necrosis tumoral-alfa (’TNF-atfa"), factor de,necrosis tumoral-

beta ("TN F-beta" o "linfotoxina-alfa"), linfotoxina-beta ("LT-beta"), Iigndo CD30, 

ligando 0027, ligando 0040, ligando OX-40, ligando 4-I BB, LIGHT, ligando Apo-1 

(tambiØn denominado ligando Fas o ligando CD95), ligando Apo-2 (tamblØn 

denominado Apo2L a TRAIL), ligando Apo-3 (tambiØn denominado TWEAK), APRIL, 

ligando OPG (tamblØn denominado ligando RANK, ODF, a TRANCE), y TALL-1 

(tambiØn denominado BIyS, BAFF o THANK) (Ver, por ej., Ashkenazi, Nature 

view, 2:420-430 (2002); Ashkenazi y Dixit, Science, 281:1305-1308 (1998); 

Ashkenazi y Dixit, Qurr. ODin. Cell Biol.. 11:255-260 (2000); Golstein, Curr. Biol., 

7:750-753 (1997) Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, pages 377-

411; Locksley et at., Cell, 104:487-501(2001); Gruss y Dower, Blood, 85:3378-3404 

(1995); Schmid et al., Proc. NatL Acad. Sci., 83:1881 (1986); Dealtry et at., Eur. J. 

Immunot., 17:689 (1987); Pitti et at., J. Blot. Chem., 271:12687-12690 (1996); Wiley 

et at., Immunity, 3:673-682 (1995); Browning et at., Cell, 72:847-856 (1993); 

Armitage et at. Nature, 357:80-82 (1992), WO 97/01633 publicada el 16 de enero de 

1997; WO 97/25428 publicada el 17 de Julio de 1997; Marsters et al., Curr. Blot., 

8:525-528 (1998); Chicheportiche et at., Bid. Chem., 272:32401-32410 (1997); 

Hahne et at., J. Exp. Med., 188:1185-1190 (1998); W098/28426 publicada el 2 de 

julio, 1998; W098/46751 publicada el 22 de octubre 1998; WO/98/18921 publicada 
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el 7 de mayo de 1998; Moore et al., Science, 285:260-263 (1999); Shu et al., J. 

Leukocyte Biol., 65:680 (1999); Schneider et al., J. Exp. Med., 189:1747-1756 

(1999); Mukhopadhyay et al., J. Biol. Chem, 274:15978-15981 (1999)). 

La inducción de varias respuestas celulares mediadas por dichos ligandos de 

la familia del TNF se inicla normalmente por su union a los receptores celu(ares 

especificos. Algunos, aunque no todos los ligandos de la familia del TNF se unen a, 

e inducen varias actividades biolOgicas, a travØs de "receptores de muerte" de Is 

superficie celular para acticar las caspasas, o enzimas que Ilevan a cabo la via de 

apoptosis o muerte celular (Salvesen at al., Cell, 91:443-446 (1997). Se incluyen 

entre los miembros de la superfamilia del receptor de identificados hasta la fecha 

TNFRI, TNFR2, TACt, GuRU CD27, OX-40, C030, CD40, HVEM, Fas (tambiØn 

denominado Apo-1 o CD95), DR4 (tambiOn denominado TRAIL-RI), DR5 (tambiØn 

denominado Apo-2 o TRAIL-R2), DcRI, DcR2, osteoprotegerina (OPG), RANK y 

Apo-3 tambiØn denominado DR3 o TRAMP) (ver, por ej., Ashkenazi, Nature 

Reviews, 2:420-430 (2002); Ashkenazi y Dixit, Science, 281:1305-1308 (1998); 

Ashkenazi y Dixit, Curt-. Opin. Cell Biol., 11:255-260 (2000); Golstein, Curr. Biol., 

7:750-753 (1997) Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, pages 377-

411; Locksley et al., gell, 104:487-501 (2001); Gruss y Dower, Blood, 85:3378-3404 

(1995); Hohman at al., J. Biol. Chem., 264:14927-14934 (1989); Brockhaus et al., 

Proc. Natl. Acad. ScL, 87:3127-3131 (1990); EP 417,563, publicada el March 20, 

1991; Loetscher et al, Cell, 1.:351 (1990); Schall et al., ji, E361 (1990); Smith et 

al., Science, 24:1019-1023 (1990); Lewis et al., Proc. Natl. Acad. Sc., 88:2830-

2834 (1991); Goodwin et al., Mol. Cell. Biol., 11:3020-3026 (1991); Stamenkovic et 

al., EMBO J., 8:1403-1410 (1989); Mallett et al., EMBO J., 9:1063-1068 (1990); 

Anderson et al., Nature, 390:175-179 (1997); Chicheportiche et al., J. BioL, Chem,, 

272:32401-32410 (1997); Pan et at., Science, 276:111-113 (1997); Pan et al., 

Science, 277:815-818 (1997); Sheridan at al., Science, 277:818-821 (1997); Degli-

3 



Esposti et al., J. Exp. Med., 186:1165-1170 (1997); Marsters et al., Curr. Biol., 

7:1003-1006 (1997); Tsuda et al., BBRC, 234:137-142 (1997); Nocentini et al., Proc. 

Natl. Acad. Sc, 94:6216-6221 (1997); vonBulow et at, Science, 278:138-141 

(1997)). 

La mayoria de estos miembros de la familia del receptor TNF comparten la 

estructura tipica de los receptores de la superficie celular incluyendo las regiones 

extracelular, transmembrana e intracelular, mientras que otros se encuentran 

naturalmente como proteirias solubles que carecen de dorninio de transmembrana e 

intracelular. La porciôn extracelular de los TNFR tIpicos contiene un patron 

reiterativo de la secuencia de amirioÆcidos de multiples dominios ricos en protelnas 

(CRD), que se inician a partir del tØrmino NI-12. 

El ligando denominado Apo-21- o TRAIL se identiflcO hace varios aæos como 

miembro de (a familia TNF de citoquinas. (Ver, par ej., Wiley et al., Immunity, 3:673-

682 (1995); Pitti et at, J. Biol. Chem., 271:12697-12690 (1996); WO 97/01633; WO 

97/25428; Patente de los Estados Unidos 5.763.223 concedida el 9 de jun10 de 

1998; Patente de los Estados Unidos 6.284.236 concedida el 4 de septiembre de 

2001). La secuencia humana nativa de longitud completa del polipØptido 

Apo2L/TRAIL es una proteina de transmembrana del Tipo II de 281 aminoÆcidos de 

longitud. Algunas celulas pueden producir una forma soluble natural del polipØptido, 

a travØs de la disociaciOn enzimÆtica de la regiOn extracelular del polipØptido 

(Mariani et al., J. Cell. Biol., 137:221-229 (1997)). Estudios cristalogrÆficos de las 

formas solubtes de Apo2L/TRAIL revelan una estructura homotrimØrica similar a las 

estructuras de TNF y otras proteinas relacionadas (Hymowitz et al., Molec. Cell, 

4:563-571 (1999); Cha et al., Immunity, 11:253-261 (1999); Mongkolsapaya et al., 

Nature Structural Biology, 6:1048 (1999); Hymowitz et al., Biochemistry, 39:633-644 

(2000)). Se descubriO que Apo2L/TRAIL, a diferencia de otros miembros de Is 

familia del TNF sin embargo, tiene una caracteristica estructural ünica en el sentido 
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que tres residuos de cisteina (en la posición 230 de cada subunidad en el 

homotrImero) juntos coordinan un Ætorno de zinc, y que la uniOn del zinc as 

importante pare la establildad del trimero y la actividad biolOgica. (Hymowitz et al., 

referenda anterior; Bodmer et al., J. Bid. Chem., 275:20632-20637 (2000)). 

Se ha informado en la bibliografla qua Apo2L/TRAIL puede cumplir una 

funciOn importante en la modulaciOn del sistema inmune, incluyendo enfermedades 

autoinmunes tales como artritis reumatoide (ver, por ej., Thomas et al., J. ImmunoL, 

161:2195-2200 (1998); Johnsen et al., Citoquina, 11:664-672(1999); Griffith et al., J. 

Exp. Med., 189:1343-1353(1999); Song et al., J. Exp. Med., 191:1095-1103(2000)]. 

TamblØn se ha informado que las formas solubles de Ap02LITRAIL inducen 

la apoptosis en una variedad de cØlulas cancerosas, inctuyendo tumores de colon, 

pulmón, mama, prOstata, vesicula, riæôn, ovarios y cerebro, coma tambiØn 

melanoma, leucemia, y mieloma mUltiple (ver, por ej., Wiley et al., referenda 

anterior; Pitti et al., referenda anterior; Patente de los Estados Unidos 6.030.945 

concedida el 29 de febrero de 2000; Patente de los Estados Unidos 6.746.668 

concedida at 8 de juno de 2004; Rieger at at., FEBS Letters, 427:124-128 (1998); 

Ashkenazi at al., J. Chn. Invest., 104:155-162 (1999); Walczak et at., Nature Med., 

5:157-163 (1999); Keane at at;, Cancer Research, 59:734-741 (1999); Mizutani at 

al, Clin. Cancer Res., 5:2605-2612 (1999); Gazitt, Leucemia, 13:1817-1824 (1999); 

Yu at at., Cancer Res., 60:2384-2389 (2000); Chinnaiyan at al., Proc. NatL Acad. 

Sc., 97:1754-1759 (2000)). Estudios realizados in vivo en modelos de tumor 

murinos sugieren adernØs qua Apo2UTRAIL, solo o combinado con la quimioterapia 

y la terapia con radiaciOn, puede ejercer efectos antitumorales sustanciales (ver, por 

ej., Ashkenazi at at., referencia anterior; Walzcak at al., referenda anterior; Gliniak at 

al, Cancer Res., 59:6153-6158 (1999); Chinnaiyan et at., referenda anterior; Roth at 

al., Biochem, Biophys. Res. Comm., 265:1999 (1999); Solicitud por PCT 

US/00/1 5512; Solicitud por PCT US/01/23691). En contraste con muchos tipos de 
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cØlulas cancerosas, la mayoria de los tipos de cØlulas normales son resistentes a Ia 

inducción de  la apoptosis a travØs de ciertas formas recombinantes do Apo2LITRAIL 

(Ashkenazi et al., referenda anterior; Walzcak et al., referenda anterior). J0 et al. he 

inforniado que una forma soluble marcada con polihistidina de Ap02LITRAJL indujo 

Ia apoptosis in vitro en normal hepatocitos humanos aislados, aunque no humanos 

(Jo et al., Nature Med., 6:564-567 (2000); ver, ademÆs, Nagata, Nature Med., 6:502-

503 (2000)). Se cree que ciertas preparacionØs recombinantes do Apo2UTRAIL 

pueden varier en cuanto a ]as propiedades bioquImica.s y actividades biológicas en 

varies cØlulas normales en contraposiciôn a [as enfermas, dependiendo, por 

ejemplo, de la presendia o ausencia do una motØcula etiqueta, el contenido de zinc, 

y el contenido porcentual de trImero (Ver, Lawrence et al., Nature Med., Letter to the 

Editor, 7:383-385 (2001); Qin et al., Nature Med., Letter to the Editor, 7:385-386 

(2001)). 

Se he encontrado que Apo2LJTRAIL se une por lo menos a cinco receptores 

diferentes. Por lo menos dos de los receptores que se unen a Apo2LITRAIL 

contienen un dominto de muerte funcional citoplÆsmica. Uno do dichos receptores 

se he denominado "DR4" (y altemativamente TR4 o TRAIL-RI) (Pan et at., Science, 

276:111-113 (1997); ver, ademÆs W098/32856 publicada el 30 do Julio de 1998; 

W099137684 publicada of 29 de Julio do 1999; WO 00/73349 publicada el 7 do 

diciembre de 2000; US 6,433,147 concedida el 13 de agosto do 2002; US 6.461.823 

concedida el 8 de octubre de 2002, y US 6.342.383 concedida el 29 de enero do 

2002). 

Otro de dichos receptores para ApQ2LJTRAIL so he denominado DR5 

(tambiØn se he denominado en forma alternative Apo-2; TRAIL-R o TRAIL-R2, TR6, 

Tango-63, hAP08, TRICK2 0 KILLER) (ver, por ej., Sheridan et al., Science, 

277:818-821 (1991), Pan et al., Science, 77.:815-818 (1997), W098/51793 

publicada el 19 de noviembre de 1998; W098/41629 publicada el 24 de septiembre 
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de 1998; Screaton et at., Curr. Biol., 1:693-696 (1997); Walczak et at., EMBO J., 

16:5386-5387 (1997); Wu et al., Nature Genetics, 17:141-143 (1997); W098/35986 

publicada el 20 de agosto de 1998; EP870,827 publicada el 14 de octubre de 1998; 

W098/46643 publicada el 22 de octubre de 1998; W099/02653 publicada et 21 de 

enero de 1999; W099109165 publicada et 25 de febreri de 1999; W099/11791 

publicada el 11 de marzo de 1999; US 2002/0072091 publicada el 13 de agosto de 

2002; US 2002/0098550 publicada el 7 de diciembre de 2001; US 6,313,269 

concedida el 6 de diciembre de 2001; Us 2001/0010924 publicada el 2 de agosto de 

2001; US 2003/01255540 publicada el 3 de julio de 2003; US 2002/0160446 

publicada el 31 de octubre de 2002, US 200210048785 publicada el 25 de abril de 

2002; US 6,342,369 concedida en Febrero de 2002; US 6,569,642 concedida el 27 

de mayo de 2003, US 6,072,047 concedida et 6 de junio de 2000, US 6,642,358 

concedida el 4 de noviembre de 2003; US 6,743,625 concedida et I de junio de 

2004). Al igual que DR4, se informa que DR5 contiene tres dominios con alto 

contenido de cistelna en su porción extracelular y un ünico dominlo de muerte 

endoplasmtica y es capaz de seæalizar la apoptosis luego de la union al ligando (o 

luego de unirse a una molØcula, tal como un anticuerpo d(agonista, que imita la 

actividad del ligando). La estructura de cristal del complejo formado entre Apo-

2LITRAIL y DR5 se describe en Hyrnowitz et al., Molecular Cell, 4:563-571 (1999). 

Luego de la uniOn al ligando, tanto DR4 como DR5 pueden desencadenar la 

apoptosis de manera independiente reclutando y activando el iniciador de apoptosis, 

caspasa-8, a travØs de la molØcula adaptadora. que contiene el dominio de muerte 

denominada FADO/Mortl [Kischkel et al., Immunity, 12:611-620 (2000); Sprick et al., 

Immunity, 12:599-609 (2000); Bodmer et al., Nature Cell Biol., :241-243 (2000)]. En 

particular, DR5 seæala la apoptosis a travØs de la via "extrinseca a la cØlula", que es 

independiente del gen supresor de tumores p53 (Ashkenazi y Dixit, Science 

281:1305-8 (1998); Ashkenazi, Nat Rev Cancer 2:420-30 (2002)). La activaciOn de 
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esta via incluye Is formación invasiva de un complejo de sefialización inductor de 

muerte (DISC) an el dominlo activado de muerte citoplasmtica del receptor. 

Primero, Is molØcula adaptadora FADD se une a DR5 a travØs de Is interacciôn con 

el dominio de muerte homofthca (Kischke) at al., referenda anterior, Sprick et al., 

referenda anterior, Bodmer at al., referenda anterior. Posteriormente, FADD 

recluta las proteasas iniciadoras de apoptosis caspasa-8 y caspasa-1 0, mediando su 

activación por proximidad inducida. Caspasa-9 y caspasa-1 0 sufren auto-

procesamiento, liberando Is capasa activa an sub-unidades citoplasmÆticas, donde 

se asemejan a las capasas qua efectüan el corte, tales como caspasa-3 y caspasa-

7. El corte produce Is activaciOn de las capasas efectoras, qua transportan an 

programs de cØlula apoprotix Thomberry y Lazebnik, Science 281:1312-6 (1998)). 

Se ha informado qua Apo2LJTRAIL se une a aquellos receptores 

denominados DcRI, DcR2 y OPG, que, segün so considers, funcionan como 

inhibidores, an lugar de transductores do seæal (ver, por ej., DCRI (tamblØn 

denominado TRID, LIT o TRAIL-R3) [Pan at al., Science, 27:111-113 (1997); 

Sheridan et al., Science, :818-821 (1997); McFarlane at al., J. Biol. Chem., 

2:25417-25420 (1997); Schneider at al., FEBS Letters, 4.1:329-334 (1997); Degli-

Esposti at al., J. Exp. Med., 1:1165-1170 (1997); y Mongko(sapaya at al., J. 

Immunol., 160:3-6 (1998); DCR2 (tamblØn Ilamado TRUNDD a TRAIL-R4) [Marsters 

at al., Curr. 8ioL, 1:1003-1006 (1997); Pan at al., FEBS Lettejs, 44:41-45 (1998); 

Degli-Esposti at al., Immunily, 1:813-820 (1997)J, y OPO [Simonet at al., referenda 

anteriorl. En contraste con DR4 y DR5, los receptores DcRI y DcR2 no seæalan Is 

apoptosis. 

Ciertos anticuerpos quo so unen a los receptores DR4 y/o DR5 so han 

mencionado an Is bibliografia. Por ejemplo, los anticuerpos anti-DR4 dirigidos al 

receptor de DR4 y quo tienen actMdad como agonista a apoptôtica an ciertas 

cØlulas de mamIferos se descrben an, por ej., WO 99/37684 publicada el 29 do Julio 



de 1999; WO 00/73349 publicada el 12 de Julio de 2000; WO 03/066661 publicada el 

14 de agosto de 2003. Ver, adems, por ej., Griffith et at., J. ImmunoL, 162:2597-

2605 (1999); Chuntharapai et a)., J. lrnmunoL, 166:4891-4898 (2001); WO 

02/097033 publicada el December 2, 2002; WO 03/042367 publicada el 22 de mayo 

de 2003; WO 03/038043 publicada el 8 de mayo de 2003; WO 03/037913 publicada 

el 8 de mayo de 2003. Del mismo modo, se han descrito ciertos anticuerpos anti-

DR5, ver, por ej., WO 98/51793 publicada el 8 de noviembre de 1998; Griffith et at., 

J. ImmunoL, 162:2597-2605 (1999); Ichikawa et al., Nature Med, 7:954-960 (2001); 

Hylander et a)., "An Antibody to DR5 (TRAIL-Receptor 2) Suppresses the Growth of 

Patient Derived Gastrointestinal Tumors Grown in SCID mice", Abstract, 2d 

International Congress on Monoclonal Antibodies in Cancers, Aug. 29-Sept. 1, 2002 

Banff, Alberta, Canada; WO 03/038043 publicada el 8 de mayo de 2003; 

W003/037913 publicada el 8 de Mayo de 2003. AdernÆs, ciertos anticuerpos que 

tienen reactividad cruzada con ambos receptores de DR4 y DR5 se han descrito 

(ver, por ej., Patente de los Estados Unidos 6252.050 concedida et 26 de junto de 

2001). 

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La invención proporciona anticuerpos 0R5, los cuates se pueden unir 

especificamente at DR5 humano y/o pueden modular las actividades biológicas 

asociadas con DR5 y/o su(s) ligarido(s), en particular la apoptosis, y de esta manera 

son Otiles para el tratamiento de diversas enfermedades y afecciones patologicas, 

que incluyen cancer o enfermedades inmunes relacionadas. 

En un aspecto, la invenciôn se refiere a anticuerpos anti-DR5 que 

comprenden at menos una mutaciOn en Is cadena pesada y/o ligera del anticuerpo 

completo 16E2 (SEC ID NOS: 11 y 13, respectivamente), o urio de sus fragmentos, 

en el que of anticuerpo o fragmento de anticuerpo muestra a! menos la misma 

afinidad por DR5, y/o muestra al menos la misma actividad biologica y/o potencia 
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qua el anticuerpo 16E2. En una realización particular, et anticuerpo o fragmento de 

anticuerpo se unirÆ esencialmente at mismo epItope qua at anticuerpo completo 

16E2. En otra realización, el anticuerpo anti-0R5 presentarª mayor afinidad por 

DR5 que el anticuerpo completo 16E2 y/o muestra aumento de la actividad 

biolOgica y/o aumento de la potencia as relación con el anticuerpo completo 16E2. 

En otra realizaciOn, los anticuerpos anti-DR5 y fragmentos de anticuerpos de la 

presente invenciôn muestran at menos la misma afinidad por DR5 y/o muestran at 

menos la misma actividad biolOgica y/o potencia qua la cadena simple Fe del 

anticuerpo anti-DR5 16E2 descrito en WO 98/51793. 

En una realizaciôn, at anticuerpo anti-DR5 comprende una cadena pesada 

y/o ligera qua tiene at menos una sustituciOn menclonada en cualquiera de las 

Tablas I a 7, y 9-12, o uno de sus fragmentos. 

En otra realizaciôn, el anticuerpo anti-0R5 comprende una 0 mÆs mutaciones 

en el marco del dominlo variable de la cadena pesada del anticuerpo 16E2. 

En otra reatizaciôn, el anticuerpo anti-DR5 comprende una mutaciôn del 

marco seleccionada del grupo qua consiste en Q6E, VIIL, EI2V, RI3Q, y KI05Q. 

En otra realización, al anticuerpo anti-DR5 comprende todas las mutaciones 

del marco Q6E, Vi IL, EI2V, RI 3Q, y KIOSQ. 

En otra realización, el. anticuerpo anti-DR5 comprende at menos una 

mutaciôn de la cadena pesada (SEC ID NO: 11) del anticuerpo completo 16E2, o su 

fragmento. 

En una realización diferente, el anticuerpo anti-DR5 comprende al menos una 

mutación seleccionada del grupo qua consiste en 128/k, 033A, M34L, M34A, M341, 

M34S, N53Q, N53Y, y 1-IO2Y, en lasecuencia de aminoÆcidos de la SEC ID NO: 

II, o uno de sus fragmentos. 
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En otra reahzación, el anticuerpo anti-DR5 comprende at menos una de (as 

mutaciones G99A y RI OOA en (a secuencia de aminoâcidos de (a SEC ID NO: 11, o 

uno de sus fragmentos. 

En otra realización, el anticuerpo anti-DR5 comprende un conjunto de 

mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en (I) N53Q, 1-102Y, (ii) M34L, 

N530, L1 02Y; (iii) N53Y, LI 02Y;(iv) M34L, N53Y, L1 02Y; (v) 033A, N530, L1 02Y; 

(vi) M34L, N53Y, 1-102Y; (vii) G33A, N53Q, L1 02Y-, (viii) G33A, N53Y, LI 02Y;(ix) 

T28A, N53Q, 1-102Y; y (x) T28A, N53Y, LI02Y en (a secuencia de aminoÆcidos de 

(a SEC ID NO: 11, o uno de sus fragmentos. 

En otra realización, el anticuerpo anti-DR5 comprende at menos una 

mutaciOn de (a cadena ligera (SEC ID NO: 13) del anticuerpo completo 16E2, o uno 

de sus fragmentos. 

En una realización particular, (a cadena ligera es una cadena lambda. 

En otra realizaciOn particular, Ia mutación de Ia cadena ligera es en CDR LI. 

En otra realizaciôn, (a mutaciOn de Ia cadena ligera se selecciona del grupo 

que consiste en Q24A  024S, G25A, D26E, S27A, L28A, R29A, S30A, Y31 A, Y31 K 

Y32H, A33G, S34A, y S34Y en (a secuencia de aminoÆcidos de la SEC ID NO: 13. 

En otra realización mÆs, Ia mutaciOn de (a cadena ligera se selecciona del 

grupo que consiste en (I) Q24S, D26E, Y31 K, S34Y; y (ii) D26E, Y31 K en (a 

secuencia de aminoÆcidos de la SEC ID NO: 13. 

En una realización diferente, (a mutaciOn de (a cadena ligera es en CDR U. 

De esta manera, por ejemplo, (a mutaciôn se puede seleccionar del grupo 

que consiste en G50A, G50K, 050$, K5I D, N52A, N52S, N52L, N52Q, N53A, 

N53E, N53Q, N53S, P55A, y S56A en (a secuencia de aminoâcidos de (a SEC ID 

NO: 13. 

En otra realización, el anticuerpo puede contener un conjunto de mutaciones 

seleccionadas del grupo que consiste en (i) 050K, K52S, N53E; (ii) 0505, K5ID, 
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N52S, N53E; (H) N52S, N53E; y (iv) N52Q, N53S, en la secuencia de aminoÆcidos 

de la SEC ID NO: 13. 

En otra realizaciôn,  la mutación de Ia cadena ligera es en la CDR L3. 

En otra realizaciOn, el anticuerpo comprende al menos una mutación 

seleccionada del gripo que consiste en, N89A, N89L, N89Q, R9IA, S93A, N95aA, 

N95aT, N95aQ, H95bA, N95bY, V96A, V97A en la SEC 1D NO: 13. 

Alternativamente, el anticuerpo anti-DR5 puede comprender un conjunto de 

mutaciones seleccionadas del grupo que consiste on (I) N89L, R9IA, N95aT, 

H95bY; y (H) N956T, H95bY en la secuencia de la SEC ID NO: 13. 

En otra reallzaciOn, of anticuerpo comprende un conjunto de mutaciones de Ia 

cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en (i) Q24S, 050K, K51 D, 

H95bY; (ii) Q24S, K51 A, D92S, S93Y; y (iii) 024S, K51 A, R91  en la secuencia de 

aminoâcidos de  la SEC ID NO: 13, y adicionalmente puede comprender un conjunto 

de mutaciones de cadena pesada seleccionadas del grupo que consiste en (ii) 

M34L, N53Q, LI02Y; (ii) M34L, N53Y, LI02Y; (iii) 033A, N53Q, LI02Y; (iv) 033A, 

N53Y, LI02Y; (v) M34L, N53Q, LI02Y; (vi) M34L, N53Y, LI03Y; (vii) G33A, N53Q, 

1-IO2Y; (viii) G33A, N53Y, LI02Y; y (ix) T28A, N53Q, LI02Y en la secuencia de 

aminoÆcidos de la SEC ID NO: II, y opcionalmente un conjunto de mutaciones del 

marco enumeradas en la Tabla 5. 

En una realizaciôn particular, el anticuerpo anti-DR5 comprende las 

siguientes mutaciones: G33A, N53Q, LI 02Y en Ia secuencia de la SEC ID NO: II y 

Q24S, K5IA, R9IA en la secuencia de la SEC ID NO: 13, y adicionalmente puede 

comprender al menos una mutación del marco, la cual puede, por ejemplo, tener al 

menos uno de los residuos 6, 11, 12, 13, y 105 de Ia SEC ID NO: 11. 

En una realizaciôn especifica, el anticuerpo anti-DR5 se selecciona del grupo 

que consiste en los Apomab 1.1, 2.1, 3.1, 4.1, 5.1, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 1.2, 2.2, 3.2, 

4.2, 5.2, 6.2, 7.2, 8.2, 9.2, 1.3, 2.2, 3.3, 4.3, 5.3, 6.3, 7.3, 8.3 y 9.3. 
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En una realizaciôn particular, el. anticuerpo anti-DR5 se selecciona del grupo 

que consiste en los 5.2, 5.3, 6.2, 6.3, 7.2, 7.3, 8.3 y 25.3. 

En otra realizaciOn particular, el anticuerpo anti-DR5 es Apomab 7.3 o 

Apomab 8.3, especialmente Apomab 7.3. 

En otra realizaciOn, el anticuerpo anti-DR5 es un fragmento del anticuerpo, el 

cual se puede seleccionar del grupo que consiste en los fragmentos Fab, Fab’, 

F(ab’)2, y Fv, diacuerpos, molØculas de anticuerpos de cadena simple y anticuerpos 

multiespecificos farmados a partir de fragmentos de anticuerpos. 

En otras realizaciones, el anticuerpo puede ser una anticuerpo de cadena 

simple. 

Los anticuerpos anti-DR5 pueden por ejemplo, tener actividad anticancerosa, 

tal como, por ejemplo, silos pueden poseer la capacidad de activar o estimular la 

apoptosis en las cØlulas cancerosas. 

El cancer incluye, par ejemplo, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y 

leucemia. 

Ejemplos mÆs especificos de cancer incluyen el cancer de cØlulas 

escamosas, cØncer pulmonar de cØlulas pequenas, cancer pulmonar de cØlulas no 

pequeæas (NSCLC), linfoma no Hodgkin, blastoma, cØncer gastrointestinal, cØncer 

renal, cØncer ovØrico, cancer hepØtico, cancer de estomago, cancer de vejiga, 

hepatoma, cØncer de mamas, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer 

pancreÆtico, carcinoma endometrial, carcinoma de glÆndulas salivales, cancer renal, 

cØncer hepÆtico, cØncer de prostata, cancer de vulva, cancer tiroidea, carcinoma 

hepÆtico y cancer de cabeza y cuello. 

Los grupos particulares de cØnceres incluyen cancer de pulmôn (por ej,, 

carcinoma pulmonar de cØlulas no pequenas - NSCLC); o adenocarcinoma, el cual 

puede, por ejemplo, ser adenocarcinoma colorrectal, pancreÆtico, a metastÆtico. 

TambiØn se incluyen los cØnceres hematolOgicos. 
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Los anticuerpos quimØricos, humanizados y humanos estÆn dentro del Ærnbito 

del presente memoria descriptiva tat como los anticuerpos que median la 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). 

En una realización preferida, el anticuerpo anti-DR5 comprende Apomab 7.3, 

o Apomab 8.3, o uno de sus fragmentos. 

Los anticuerpos pueden estar en forma dimØrica y/o en forma cruzada, por 

ejemplo, con una region Fc de IgO antihumana. 

En otras realizaciones, los anticuerpos anti-DR5 de la presente memoria 

estÆn fusionados a un epitope de secuencias identificadas. 

En otro aspecto, la invención se reflere a una motØcula quimØrica que 

comprende un anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo de (a presente 

memoria, fusioriado a una secuencia de aminoâcidos heterôlogos, donde (a 

secuencia de aminoÆcidos heterologos puede por ejemplo, comprender una 

secuencia de inmunoglobulina, tat como una regiOn Fe de IgO antihumana. 

En otro aspecto, la invenciOn se refiere a molØculas de Æcidos nucleicos 

aislados que codifican los anticuerpos anti-DR5 a fragmentos de anticuerpos de la 

presente memoria, los vectores comprenden tales molØcutas de Æcidos nucleicos, 

celulas huØspedes que comprenden tales molØculas de Æcidos nucleicos y los 

mØtodos para producir anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la presente 

memoria. 

La invenciOn tamblØn se reflere a una composición que comprende un 

anticuerpo anti-DR5 tat como se definiO anteriormente en la presente memoria y un 

vehiculo. 

El vehIculo puede ser un vehcuIo aceptable para uso farmacØutico y la 

composiciOn puede comprender adicionalmente un agente anti-cancer adicional yb 

un anticuerpo anti-DR5 adicional. 
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En un aspecto adicional, (a invención se reflere a un mØtodo de inducción de 

apoptosis que comprende (a exposición tie cØlulas cancerosas tie mamiferos a un 

anticuerpo anti-DR5 tal como se deflnió  anteriormente en la presente memoria. 

En un aspecto adicional, la invenctón se refiere a un mØtodo para of 

tratamiento del cancer que comprende la administración a un sujeto mamifero de 

una cantidad efectiva tie un anticuerpo anti-DRS tal como se definiO anteriormente. 

En todos los aspectos, el sujeto puede ser un paciente humano y el cØncer 

puede ser cualquier cancer, incluyendo los cØnceres enumerados anteriormente. 

En un aspecto adicional, Ia invenciön trata de un artIculo de manufactura que 

comprende un recipiente y composiciones contenidas dentro de dicho recipiente, en 

el que la composición incluye un anticuerpo anti-DR5 de la presente invención. El 

artIculo de manufactura puede comprender instrucciones adicionales para el empleo 

del anticuerpo anti-DR5 in vitro o in vivo, En una realización preferida, las 

instrucciones se refieren (a tratamiento del cØncer. 

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES 

La Figura I muestra (a secuencia de nuc(eOtidos del ADNc ligando de Apo-2 

humano (SEC ID NO:2) y su secuencia de aminoÆoidos derlvada (SEC lID NO:1). El 

N" de (a posiciOn del nucleOtido 447 (en (a SEC ID NO:2) se emplea para indicar 

que Ia base del nucleôtido puede ser una "T" o "G". 

Las Figuras 2A-2C muestran (a secuencia de nucleOtidos de ADNC (SEC ID 

NO:4) para receptor DR4 completo humano y su secuencia de aminoÆcidos 

derivada (SEC 1D NO:3). Las secuencias de nucleótidos y aminoâcidos respectivas 

para receptor DR4 humana estÆn informadas tamblØn en Pan et al,, Science, 

27:111 (1997). 

Las Figuras 3A-3C muestran (a secuencia del aminoÆc(do 411 del receptor 

0R5 humano (SEC ID NO:5) tal como se pub(icó en WO 98/51793 el 19 de 

noviembre de 1998, y la secuencia de nucleótidos codificados (SEC ID NO: 6). 
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Las Figuras 4A-4C muestran la secuencia del aminoÆcido 440 del receptor 

DR5 humano (SEC ID NO:7) y la secuencia de nucleótidos codificados (SEC ID 

NQ:8), como tamblØn se publicô en WO 98135986 el 20 de agosto de 1998. 

La Figura 5 muestra y la secuencia de nucleOtidos del anticuerpo anti-DR5 

16E2 de cadena simple (16E2 scFv) (SEC ID NO: 9). 

La Figura 6 muestra la secuencia del aminoØcido del anticuerpo de cadena 

simple anti-0R5 16E2 (16E2 scFv) (SEC ID NO: 10), donde se muestran la 

secuencia seæal y las cadenas ligeras y pesadas CDR. 

La Figura 7 muestra la secuencia de aminoÆcidos de la cadena pesada del 

anticuerpo 16E2 (SEC ID NO: 11). 

La Figura 8 muestra la secuencia de riucleótidos de Is cadena pesada del 

anticuerpo completo 16E2 (SEC ID NO: 12). 

La Figura 9 muestra la secuencia de aminoâcidos del anticuerpo completo 

16E2 (SEC ID NO: 13) 

La Figura 10 muestra la, secuencia de nucleótidos de la cadena ligera del 

anticuerpo completo 6E2 (SEC ID NO: 14). 

Las Figuras I IA y B muestran (a secuencia del plÆsmido pDRI (SEC ID NO: 

15, 5391 bp) pars (a expresiôn de las cadenas ligeras de inmunoglobuilna. El pDRI 

contiene secuencias que codifican un anticuerpo irrelevante, la cadena ligera de un 

anticuerpo anti-CD3 humanizado (Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217-225 (1992)), 

los codones de iniciaciOn y terminación, los cuales se indican en negrita y 

subr8yado. 

Las Figuras 12 A y B muestran (a secuencia del plâsmido pDR2 (SEC ID NO: 

16) para (a expresiOn de las cadenas pesadas de inmunoglobulina. pDR2 contiene 

las secuencias que codifican un anticuerpo irrelevante, (a cadena pesada de un 

anticuerpo anti-0O3 humanizado (ShÆlaby et al., supra), los codones de iniciación y 

terminación, los cuales se indican en negrita y subrayado. 
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La Figura 13 muestra Ia secuencia de la cadena de nucleôtidos Apomab 7.3 

(SEC ID NO: 17). 

La Figura 14 muestra Ia secuencia de la cadena pesada de aminoÆcidos 

Apomab 7.3 (SEC ID NO: 18). 

La Figura 15 muestra la secuencia de nucleótidos de  la cadena ligera de 

Apomab 7.3 (SEC ID NO: 19). 

La Figura 16 muestra la secuencia de aminoâcidos de la cadena de ligera de 

Apomab 7.3 (SEC ID NO: 20). 

La Figura 17A y B muestran la alineación de las cadenas pesadas de 16E2 y 

Apomab 7.3. 

7.3. 

DR5. 

DR5. 

La Figura 18 muestra la alineaciOn de las cadenas ligeras 16E2 y Apomab 

La Figura 19 es un modelo homolOgico de cadena pesada del anticuerpo anti-

La Figura 20 es un modelo homolOgico do cadena ligera del anticuerpo anti-

La Figura 21 muestra la actividad anticancerosa de una dosis ünica 

intraperitoneal (IP) de Apomabs 5.3, 6.3 y 8.3 en comparación con el anticuerpo 

completo 16E2 (VersiOn 1) en modelos de ratones lampiæos atimicos de xenoinjertos 

Colo 205 do cancer de colon humano. 

La Figura 22 muestra Ia actividad anticancerosa do una dosis ünica IP de 

Apomabs 5.2, 6.2, 5.3, 7.2 y 7.3 en comparaciOn con el anticuerpo completo 16E2 

(Version 1) en modebos do ratones lampinos atimicos do xenoinjertos Colo 205 do 

cancer de colon humano. 

La Figura 23 muestra la actividad anticancerosa de una dosis Cinica IP de 

Apomabs 5.2, 7.3 y 8.3 en comparación con el anticuerpo completo 16E2 (VersiOn 
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1) en modeJos de ratones lampiflos atimicos de xenoinjertos Colo 205 de cancer de 

colon humano. 

La Figura 24 muestra la actividad anticancerosa de Apomabs 23.3 y 25.3 en 

comparaciôn con Apomab 7.3 en modebos de ratones Iampiæos atimicos de 

xenoinjertos Colo 205 de cancer de colon humano. 

La Figura 25 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 derivada de 

una Ilnea celular versus un a linea celular transitoria en modebos de ratones 

lampiflos atimicos de xenoinjertos Colo 205 de cancer de colon humano. 

La Figura 26 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y en 

combinaciOn con CPT-1 I en un modebo de xenoinjerto HCTI 5 de cancer de pulmon. 

La Figura 27 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y en 

combinaclOn con CPT-1 I en un modebo de xenoinjerto LSI80 de sarcoma humano. 

La Figura 28 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y en 

combinaciôn con RITUXANfi (rituximab) en un xenoinjerto BJAB en un modebo 

murino CBI7 ICR SCID de linfoma no Hodgkin. 

La Figura 29 muestra Ia actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y on 

combinación con gemeitabina en modebos de ratones lampiæos atimicos de 

xenoinjertos BxPC3 de adenocarcinoma pancreÆtico humano. 

La Figura 30 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y en 

combinación con carboplatino y taxol en un modebo de xenoinjerto H460 de cancer 

de pulmOn humano. 

La Figura 31 muestra la actividad anticancerosa de Apomab 7.3 solo y en 

combinación con carboplatino y taxol en un modebo de xenoinjerto H2122 de cancer 

de pulmôn humano. 

La Figura 32 muestra la curva dosis respuesta de Apomab 7.3 en un modebo 

de xenoinjerto H2122 de cancer de pulmon humano. 



. MO 

40 

La Figura 33 muestra Is actividad anticancerosa de Apomabs 23.3 y 25.3 en 

comparación con Apomab 73 en xenoinjertos Colo 205 de cancer de colon humano. 

La Figura 34 muestra Is medians do crecimiento tumoral y el grÆfico de 

Kaplan-Meier pars Apo2L,0 sola, Apomab 7.3 sola y on varias combinaciones contra 

xenoinjertos de Colo 205 de carcinoma do colon humano en ratones bampinos. 

Las Figuras 35 y 36 muestran Ia medians de crecimiento tumoral y los 

grÆficos de Kaplan-Meier pars Apo2L.0 solo, Apomab 7.3 solo y en varias 

combinaciones contra cØlulas SKMES-1 de carcinoma pulmonar do cØlulas no 

pequenas (NSCLC) en un modebos do xenoinjerto de ratones lampIæos atimicos. 

La Figura 37 muestra Ia mediana de crecimiento tumoral y el grÆfico de 

Kaplan-Meier pars Apo2L.0 solo, Apomab 7.3 solo, y en varias combinaciones en un 

modebo de xenoinjerto Colo 205 do carcinoma do colon. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIIDAS 

I. Definiciones 

Los tØrminos "ligando Apo-2", "Apo-2L", "Apo2L", Ligando Apo-2/TRAIL" y 

"TRAIL" se emplean en Is presente memoria en forma intercambiable pars referirse 

a una secuencia do polipØptidos quo incluye residuos do aminoÆcidos 114-281, 

inclusive, 95-281, inclusive, residuos 92-281, inclusive, residuos 91-281, inclusive, 

residuos 41-281, inclusive, residuos 39-281, inclusive, residuos 15-281, inclusive, o 

residuos 1-281, inclusive, de Is secuencia do aminoÆcidos que se muestra on Ia 

Figura 1 (SEC ID NO:1), ademØs do fragmentos biolôgicamente activos, variantes 

delecionales, insercionales y sustitucionales de las secuencias anteriores. En una 

realización, Ia secuencia de polipØptidos comprende los residuos 114-281 de Is 

Figura I (SEC ID NO:1). Opcionalmente, Is secuencia de polipØptidos comprende 

los residuos 92-281 o residuos 91-281 de Is Figura I (SEC ID NO:1). Los 

poilpØptidos do Apo-2L pueden estar codificados par Is secuencia do nucleOtidos 

nativos que se muestra en Is Figura 1 (SEC ID NO:2). Opcionalmente, el codOn quo 
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codifica el residuo Proll9 (Figura 1; SEC ID NO:2) puede ser "CCT" o "CCG". 

Opcionalmente, los fragmentos do las variantes son biológicamerite activos y 

presentan al menos aproximadamente 80% de identidad con la secuencia de 

aminoÆcidos, o al menos aproximadamente 90% de identidad do secuencia o al 

menos 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% do identidad de secuencia con cualquiera de 

las secuencias anteriores. La definiciOn abarca variantes sustitucionales del ligando 

Apo-2 on el cual al menos uno de sus aminoÆcidos nativos estÆn sustituidos con 

otro aminoÆcido tal como un residuo de alanina. La def,niciôn tamblØn abarca un 

luna secuencia de ligando Apo-2 nativo aislado do una fuente de ligando Apo-2 p 

preparado por mØtodos recombinantes y10 sintØticos. El ligando Apo-2 de la 

invención incluye los polipØptidos denominados ligando Apo-2 o TRAIL revelados en 

W097/01633 publicada el 16 de enero de 1997, W097/25428 publicada el 17 de 

Julio de 1997, W099/36535 publicada e( 22 de Julio do 1999, WO 01/00832 

publicada el 4 de enero de 2001, W002109755 publicada el 7 de febrero do 20020, 

WO 00/75191 publicada e114 de diciembre do 2000, y la patente estadounidense 

No. 6.030.945 emitida of 29 de febrero de 2000. Los tØrminos se emplean para 

referirse en forma general a formas del ligando Apo-2, las que incluyen at 

monômero, dImero, trimero, hexÆmero o formas oligomØricas mayores del 

poilpeptido. Toda la numeraciôn do los residues de arninoÆcidos mencionados on la 

secuencia de Apo-21- emplean la numeraciOn do acuerdo con la Figura I (SEC ID 

NO:1), a menos quo indique especificamente lo contrario. 

"Receptor del ligando Apo-2" incluye los receptores denominados en el arte 

"DR4" y "DR5" cuyas secuencias do polinucleótidos y polipØptidos se muestran en 

las Figuras 2A-2C (SEC ID NOS 4 y 3) y 3A-3C (SEC ID NOS: 6 y 5), 

respectivamente. Pan et at. han descrito los miembros do la familia del receptor 

TNF denominados "DR4" (Pan et al., Science, 276:111-113 (1997); ver tambiØn 

W098/32856 publicada el 30 do julio do 1998; WO 99/37684 publicada of 29 de Julio 
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de 1999, WO 00/73349 publicada el 7 de diciembre de 2000; US 6.433.1-47 

expedida ci 13 de agosto de 2002; US 6.461.823 expedida el 8 de octubre de 2002, 

y US 6342383 expedida el 29 de enero de 2002) Sheridan at al, Science, 

.277:818-821-.(1997) y Pan at al, $cience, 277:815-818 (1997) descnbleron otro 

recptor para Apo2L/TRAIL (ver tamblØn, W.098/51793 publicada el 19 dŁ 

noviembre de 1998; W09841629 publicada ci 24 de setiembre de 1998) Este 

receptor estÆ mencionado .como 0R5 (al receptor ha sido tamblØn ..rnencionado 

aitemativamente como Apo-2; TRAIL-R, TR6, Tango-63, hAP08, TRICK2 o KILLER; 

Screaton at a!, Curr Bid, 7:693-696 (1997), Walczak et al, -EMBO J, 5386-

5387 (1997), Wu at al, Nature Genetics, 17:141-143 (1997), W098/35986 publicada 

el 20 de agosto de 1998; EP870,827 publicada ci 14 de octubre, 1998; W098146643 

publicadaeI22 de octubre de 1998; W099102853 publicada el21 de enero de 1999; 

W099109165 publicada 0! 25 de febrero de 1999; W099/11791 publicada ci Ilde 

marzo de 1999; US 200210072091 publicada ci 13 de agosto de 20020 US 

2002/0098550 publicada ci 7 de diciembre 7 de 2001; US 6.31 3269 expedida ci 6 

de diciembre de 2001; US 2001/0010924 publicada ci 2 dc agosto de 2001; US 

2003/01255540 publicada ci 3 de Julio de 2003; US 2002/0160446 publicada Łi 31 

de octubre de 2002, US 200210048785 publicada ei 25 de abrii de 2002; US 

6569 642 expedida ci 27 de mayo de 2003, US 6072 047 expedida .el 6 de junio de 

2000, US 6.642.358  expedida ci 4 de noviembre de 2003) Tel como se describiO 

anteriormente, otros receptores pare Apo-2L incluyen DcRI, DcR2,y OPG ver, 

Sheridan at al.,supra; Marsters  at al, supra, y Simonet at al., pup) El tØrmino 

"receptor Apo-2L" cuando cc empiea an la presente memoria abarca receptores de 

secuencias natives y variantes. de receptores. Estos tØrminos abarcan receptores 

Apo-21- expresados an una variedad de marniferos, inciuyendo los seres humanos. 

El receptor Apo-2L se puede expresar an forma endogena tel coma cc produce 

naturaimente an una variedad de linajes tisulares humanos, a so puede exprosar par 
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mØtodos sintØticos o recombinantes. Un ’receptor Apo-2L de secuencia nativa" 

comprende un polipØptido qua tiene la misma secuencia de aminoÆcido como un 

receptor Apo-21- derivado de la naturaleza. De esta manera, un receptor Apo-21- de 

secuencia nativa puede toner la secuencia de aminoÆcidos de los receptores Apo-21-

naturales
po-2Lnaturales

 a partir do cualquier mamIfero, incluyendo a ks seres humanos. Tales 

receptores de Apo-2L de secuencia native se pueden aislar de la naturaleza o se 

puede producir por medios recombinantes o sintØticos. El tØrmino "receptor Apo-21-

de
po-2Lde

 secuencia nativa" abarca especificamente formas truncadas do producciOn 

natural o secretadas del receptor (por ej., una forma soluble que contiene, por 

ejemplo, una secuencia del dominlo extracelular), formas de variantes naturales (por 

ej., alternativamente formas de corte y empalme) y variantes alØficas naturales. Las 

variantes de receptores pueden incluir fragmentos o mutantes de efiminación del 

receptor Apo-21- do secuencia native. Las Figures 3A-3C muestran la secuencia do 

aminoÆcido 411 del DR5 humano publicado en WO 98/51793 el 19 do noviembre 

de 1998. Una variante de corte y empalme transcripcional do DR5 humano es 

conocida en of arte. Esta variante de corte y empalme DR5 codifica la secuencia do 

al aminoÆcido 440 de DR5 humano que se muestra en las Figures 4A4C, junto con 

sus secuencias de nucleOtidos (SEC ID NOS: 7 y 8), y coma se pubficó en WO 

98/35986 of 20 de agosto de 1998. 

"Anticuerpo del receptor do muerte" so emptea en (a presente memoria pare 

referirse en forma general a un anticuerpo o anticuerpos dirigidos a un receptor de (a 

superfamilia de receptores del. factor de necrosis tumoral y que contienen un 

dominlo do muerte capaz do seæafar la apoptosis y tales anticuerpos incluyen 

anticuerpos ORS y DR4. 

"Anticuerpo del receptor DR5", "anticuerpo DR5", o "anticuerpo anti-DR5" se 

emplea en sentido amplio pare referirse a anticuerpos que se unen al menos una 

forma de receptor DR5 o su dominio extracelular. Opcionalmente el anticuerpo 0R5 
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estb fusionado o unido a una secuencia heterôtoga o motØcula. Con preferencia la 

secuencia heteróloga permite o asiste at anticuerpo para formar complejos 

oligomØricos o de mayor orden. Opcionalmente, el anticuerpo 0R5 se une at 

receptor 0R5 pero no se une o reacciona an forma cruzada con cualquier receptor 

de Apo-21- adicional (por ej., DR4, DcRI, o DcR2). Opcionalmente, el anticuerpo as 

una agonista de la actividad de seæalizacion de DR5. El tØrmirio "anticuerpo anti-

DR5" y sus equivalentes gramaticales abarcan especIficamente (Os anticuerpos 

descritos on los ejemplos, incluyendo pero sin ilmitaciones a los anticuerpos 

"Apomab" enumerados an (as Tablas 11 y 12, tat como, por ejemplo, Apomab 1.1, 

2.1, 3.1, 4.1, 5.1, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 1.2, 2.2, 3.2, 4.2, 5.2, 6.2, 7.2, 8.2, 9.2, 1.3, 2.2, 

3.3, 4.3, 5.3, 6.3, 7.3, 8.3, y 9.3, con preferencia Apomab 7.3. 

Opcionalmente, el anticuerpo DR5 de al lnvenciOn se une at receptor DR5 

con un rango de concentración de aproximadamente 0,1 nM a aproximadamente 20 

mM tal como se midiô  an et ensayo de union BlAcore. Opcionalmente, los 

anticuerpos DR5 de Ia invenciôn presentan un valor de Ic 50 de aproximadamente 

0,6 nM a aproximadamente 18 mM tat como se midió an et ensayo de uniOn 

BlAcore. 

"Anticuerpo del receptor DR4", "anticuerpo DR4", o "anticuerpo anti-DR4" se 

emplea an sentido amplio para referirse a anticuerpos qua se unen at menos a una 

forma del receptor 0R4 o sus dominlo extracelular. Opcionalmente, el anticuerpo 

DR4 estÆ fusionado o unido a una secuencia heterOloga o molØcula. Con 

preferencia la secuencia heteróloga permite 0 asiste at anticuerpo para formar 

comp(ejos oligomØncos o de mayor orden. Opcionalmente, et anticuerpo DR4 se 

une al receptor de DR4 pero no seune o reacciona en forma cruzada con cualquier 

receptor de Apo-21- adicional (por ej., DR5, lcR1, o DcR2). Opcionalmente, el 

anticuerpo as una agonista de la actMdad de seæalizaciOn de DR4. 
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Opcionalmente, El anticuerpo 0R4 se une al receptor de DR4 en receptor con 

un rango de concentración de aproximadamente 0,1 nM a aproximadamente 20 mM 

tal como se midiO en el ensayo BlAcore. de Is invención presentan un valor de Ic 50 

de aproximadamente 0,6 nM a aproximadamente 18 mM tal como se midió en el 

ensayo BlAcore. 

El tØrmino "agonista" se emplea ene le mÆs ampho sentido e incluye 

cualquier molØcula que aumente en forma parcial o total, estimula o activa uno o 

mØs actividades biolOgicas de Ap02LITRAIL, 0R4 o DR5, in vitro, in situ, o in vivo. 

Ejemplos de tales actividades biolOgicas do union do Ap02LITRAJL a DR4 o 0R5, 

incluye apoptosis ademÆs de (as informadas adicionalmente en Is bibliografla. Un 

agonista puede funcionar en forma directs o indirecta. Por ejemplo, el agonista 

puede funcionar para aumentar parcial o totalmente, estimular o activar una o mØs 

actividades biolOgicas do DR4 o DR5, in vitro, in situ, a in vivo como resultado do su 

uniOn directs a DR4 o DR5, el cual causa Is activactôn del receptor o transducciOn 

de seæaL El agonista puede tambiØn funcionar indirectamente para aumentar parcial 

o totalmente, estimular o activar una o mØs actividades biológicas de 0R4 o DR5, in 

vitro, in situ, o in vivo como resultado do, por ej., estimulaciOn do otras molØculas 

efectoras, las cuales luego causari Is activaciOn do DR4 o DR5 o transducciOn do 

seæa(es. Se contempla que un agonista puede actuar como molØcula potenciadora 

Is cual actCia en forma indirecta para potenciar o aumentar DR4 o activaciOn de DRS 

o actividad. Par ejemplo, el agonista puede potenciar Is actividad de Apo-2>L 

endôgena en un mamIfero. Esto se puede lograr, por ejemplo, por pre-complejaciOn 

do DR4 o DR5 a por estabilizaciOn de complejos de los ligandos respectivos con el 

receptor de 0R4 o DR5 (tal como estabillzaciOn del complejo nativo formado entre 

Apo-21- y DR4 o DR5). 

El tØrmino "dominlo extracelular" a "ECD" so refiere a una forma do ligando o 

receptor, el cual estØ esencialmente libre do dominios transmembranosos y 
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citoplÆsmicos. Generalmente, el CD soluble tendrØ menos de 1% de tales dominios 

transmembranosos y citoptÆsmicos, y con preferencia, tendrÆ menos de 0,5% do 

tales dominios. 

El tØrmino ilepitope identificado" cuando se emptea en at presente memoria 

se refiere a un polipØptido quimØrico quo comprende una protelna tat como ligando 

Apo-2 o receptor DRS, 0 su pardon 0 un anticuerpo quo so une a tat ligando o 

receptor, fusionado a un "polipØptido identificado". El polipØptido identificado tiene 

suficientes residuos para proporcionar un epitope contra el cual so fabrica un 

anticuerpo, este es lo suficiente corto tat quo no interfiere con la actMdad del ligando 

o receptor. Con preferencia el polipØptido identificado es completamente ünico de 

manera tat quo no reacciona sustancialmente en forma cruzada con otros epitopos. 

Los polipØptidos identificados adecuados generalmente tienen at menos seis 

residuos do aminoØcidos y usuatmente entre aproximadamente 8 a 

aproximadamente 50 residuos de aminoÆcidos (con preferencia, entre 

aproximadamente 10 a aproximadamente 20 residuos). 

"Aislado" cuando se emplea para describir las diferentes proteinas revetadas 

en la .presente memoria, significa una proteina quo ha sido identificada y separada 

y10 recuperada a partir de un componente do sus amblente natural. Los 

componentes contaminantes do su ambiente natural son materiates generalmente 

podrIan interferir en los empleos diagnósticos a terapØuticos para la proteins, y 

puede incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinØceos 0 no-proteinØceos. En 

las realizaciones preferidas, la proteins so puriflcarÆ (1) a un grado suficiente pare 

obtener al menos 15 residuos do secuencias do aminoÆcidos N-terminal o intemos 

mediante el empleo do un secuenciador do copa giratoria, o (2) a homogeneidad por 

SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras o reductoras mediante tintura 

Coomassie azul o, con preferencia tintura do plata. Las protelnas aisladas incluyen 

proteinas in situ dentro de las cØlulas recombinantes, ye que at menos un 
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componente del ambiente natural del ligando Apo-2 no estarÆ presente. 

Generalmente, sin embargo, las proteinas aisladas se prepararÆn mediante at 

menos un paso de purificación. 

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoÆcidos" con respecto a 

las secuencias identificadas en la presente memoria se define como el porcentaje de 

residuos de aminoÆcidos en una secuencia candidata que son idØnticos a los 

residuos de aminoÆcidos en el ligando comparado, receptor, o secuencia de 

anticuerpo despuØs del alineamiento de las secuencias y Ia introducciôn de 

aberturas, si es necesario, para lograr el mØximo porcentaje de identidad de 

secuencia, y sin considerar cualquier sustitución conservadoras como parte de la 

identidad de secuencia. La alineación con el propôsito de determinar la identidad de 

secuencia Se puede lograr en diferentes maneras que estÆn dentro de la experiencia 

del arte y pem-ilten determinar los parÆrnetros apropiados para medir la alirieación, 

que iricluyen la asignaciOn de los algoritmos necesarios para obtener Is maxima 

alineaciOn con la secuencia completa comparada. Para los propOsitos de la presente 

memoria, el porcentaje de los valores de identidad de aminoÆcidos se puede 

obtener mediante el programa de computación de comparaciôn de secuencias, 

ALIGN-2, el cual fue creado por Genentech, Inc. y el código fuente, el cual ha sido 

presentado con documentaciôn de usuarto en el US Copyright Office, Washington, 

DC, 20559, registrado baja US marca registrada No. TXU5I 0087. El programa 

ALIGN-2 esta disponibte püblicarnente en Genentech, Inc., South San Francisco, 

CA. Todos los parØmetros de comparación de secuencias estÆn expuestos en el 

programa ALIGN-2 y no varia. El porcentaje de identidad de secuencia de 

aminoÆcidos se calcula on relaciOn con Ia secuencia mØs larga. Por consiguiente, 

incluso Si la secuencia mØs corta estØ completamente incluida en al secuencia m’s 

larga, Ia identidad de secuencia serÆ menos del 100%. 
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El tØrmino "secuencias control" se refiere a las secuencias de ADN 

necesarias para Ia expresión de una secuencia codificada unida en forma operativa 

en un organismo huØsped particular. Las secuencias control que son adecuadas 

para los procariotes, por ejemplo, incluye un promotor, opcionalmente una 

secuencia operadora y un sitio de union ribosomal. Se conocen cØlulas eucariotas 

para emplear promotores, seæales de poliadenhlaciOn y potenciadores. 

El Æcido nucleico estÆ "operativamente unido" cuando estÆ colocado en una 

relación funcional con otra secuencia de Æcido nucleico. Por ejemplo, el ADN de una 

presecuencia o lider secretorlo estÆ unido en forma operativa al ADN pars un 

polipØptido si este Se expresa como una preprotelna que participa en la secreciôn 

del polipØptido; un promotor o potenciador estÆ operativamente unido a una 

secuencia codificada si este afecta al transcripciOn de Ia secuencia; 0 Ufl sitio do 

uniOn ribosomal estÆ operativamente unido secuencia codificada si este estØ 

ubicado de manera tal quo facilita Ia traducción. Generalmente, "operativamente 

unido" significa que las secuencias de AND unidas son contiguas, y en el caso de un 

Ilder secretorio, contigua y on fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no 

tienen que ser contiguos. La uniOn se logra por la ligadura en sitios do restricción 

convenientes. Si tales sitios no existen, se emplean adaptadores de oligonucleOtidos 

sintØticos o conectores de acuerdo con la prØctica convencional. 

El tØrmino "p01101" cuando se emplea en la presente memoria se refiere en 

tØrminos generales a compuestos alcohôlicos polihidratados. Los polioles pueden 

ser cualquier polimero hidrosoluble poli(alquilen Oxido) por ejemplo, y pueden tener 

una cadena lineal o ramificada. Los polioles preferidos incluyen a los sustituidos en 

una o mØs posiciones hidroxilo con un grupo qulmico, tal como un grupo alquilo quo 

tiene entre uno y cuatro carbonos. Tipicamente, el p01101 es un poli(alquilenglicol), 

con preferencia poli(etilenglicol) (PEG). Sin embargo, los expertos en el arte 

reconocen que se pueden emplear otros polioles, tales como, por ejemplo, 
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poli(propilenglicol) y copoilmeros polietllen-poliIenglicol1 usando las tØcnicas 

descriptas en la presente memoria para PEG. Los polioles incluyen a aquellos 

conocidos en el arte .y püblicamente disponibles, tales como los provenientes de 

fuentes disponibles en le comercio tal como Nektarfi Corporation. 

El tØrmino "conjugado" so emplea en la presente memoria do acuerdo con su 

definición mâs amplia para significar unido o ligado juntos. Las molØculas so 

"conjugan" cuando ellas actüan u operan como Si estuvieran unidas. 

La "Rigurosidad" do las reacciones de hibridizaciOn se determina fÆcilmente 

por medio de (a experiencia ordinaria del arte, y generalmente es un cÆ(cu(o 

empirico dependiente de la longitud do (a sonda, temperatura de lavado y 

concentraciôn de sales. En general, las sondas mØs largas requieren mayores 

temperaturas para una hibridizaciôn adecuada, mientras que Ia sondas mÆs cortas 

necesitan temperaturas mÆs bajas. La hibridización generalmente depende do al 

capacidad del ADN desnaturallzado para reaparearse cuando las hebras 

complementarias estØn presentes en el ambiente por debajo de su temperatura do 

fusion. Cuanto mayor es el grado de identidad deseada entre (a sonda y (a 

secuencia hibridizable, se debe emplear una temperatura relativa superior. En 

consecuencia, resulta que las temperaturas relativas mÆs altas tenderian a constituir 

las condiciones de reacciOn mÆs rigurosas, mientras que las temperaturas mâs 

bajas las menos rigurosas. Para detailes adicionales y explicaciones do las 

condiciones de rigurosidad de las reacciones de hibridizaciones, ver Ausubel et aL, 

Current Protocols in Molecular Biology, Wiley lnterscience Publishers, (1995). 

"Condiciones de rigurosidad" o "condiciones de alta rigurosidad", tal como se 

definØn en la presente memoria, son las que so identifican para las quo: (1) emplean 

fuerza iOnica baja y altas temperaturas de lavado, por ejemplo cloruro de sodio 

0,015 M /citrato de sodlo 0,0015 M/dodecilsulfato do sodio 0,1% a 50°C; (2) emplean 

durante Is hibridización un agente desnaturalizante, tal como formamida, por 
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ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albümina sØnca bovine 0,1%/Ficoll 0,1% 

/polivinilpirrolidona 0,1%/buffer fosfato do sodio 50 mM a pH 6,5 con cloruro de sodio 

750 mM, citrato de sodio 75 mM a 42°C; o (3) emplean formamida 50%, 5 x SSC 

(NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato 

do sodio 0,1%, soluciôn de Denhardt 5x, ADN do esperma do salmon sonicado (50 

ig/ml), SDS 0,1%, y sulfato do dextrano 10% a 42°C, con lavados a 42°C en SSC 

0,2 x (cloruro de sodio/citrato de sodio) y formamida 50% a 55°C, seguido por por Un 

lavado de alta rigurosidad que consiste en SSC 0,1 x con EDTA a 55°C. 

"Condiciones do moderada rigurosidad" por Sambrook et al., Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e 

incluyen el empleo do soluciOn de lavado y condiciones de hibridizaciOn (por ej, 

temperature, fuerza iOnica y % de SDS) menos estrictas quo las descriptas 

anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es incubacion 

durante toda la noche a 37°C en una solución que comprende: formamida 20%, 

SSC 5 x (NaCl 150 mM, citrato trisOdico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 

solución de Denhardt 5x, suifato do dextrano 10%, y 20 mg/ml do ADN de esperma 

de salmOn triturado desnaturalizado, seguido por lavado de los filtros en SSC lx a 

aproximadamente 37-50°C. Los expertos en el arte sabrØn como ajustar la 

temperature, fuerza iOnica, tanto como sea necesario pare acomodar los factores 

tales como la la longitud de la $ sondes y otros similares. 

Los tØrminos "aminoÆcido y "aminoÆcidos" se refieren a todos los L-alfa-

aminoÆcidos naturales. Este definiciOn significa que incluyen norleucina, ornitina y 

homocistelna. Los aminoÆcidos se ideritifican por una denominación con una letra 

ünica o tres letras: 
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Asp ED Æcido aspÆrtico lie I isoleucina 

Thr I treonina Leu L leucina 

Ser S serina Tyr Y tirosina 

Glu E Æcido glutÆmico Phe F fenilalanina 

Pro P prolina His H histidina 

Gly G glicina Lys K lisina 

Ala A alanina Arg R arginina 

Cys C cisteina Trp W tritofano 

Vat V valina Gin Q glutamina 

Met M metionina Asn N asparagiria 

En las Figuras, se pueden empiear ciertas denominaciones de letra Unica 0 

tres letras para referirse e identificar dos o mÆs aminoÆcidos a nucieôtidos en una 

posición dada de  la secuencia. 

El tØrmino "anticuerpo" se emplea en el sentido mÆs amplio y comprende 

especificamente a los anticuerpos monoclonales simples anti-DR5 (que incluyen 

agonistas, antagonistas, y anticuerpos neutralizantes o bloqueantes) y 

composiciones de anticuerpo anti-DR5 con especificidad poliepitôpica. "Anticuerpo" 

tai coma se emplea en Ia presente memoria incIuye inmunoglobulina intacta o 

molØculas de anticuerpo, anticuerpos policlonales, anticuerpos muitiespecificos (es 

decir, anticuerpos biespecIficos formados a partir de la menos dos anticuerpos 

intactos) y fragmentos de inmunoglobuilna (tales como Fab, F(ab’)2, o Fv), mientras 

que elios presentan cualquiera de las propiedades agonisticas a antagonIsticas 

deseadas descriptas en la presente memoria. 

Los anticuerpos son generaimente proteInas o polipØptidos que presentan 

uniOn especifica a un antigeno especIfico. Los anticuerpos nativos son 

generalmente glicoprotemnas heterotetramØricas, compuestas de dos cadenas 

ligeras (L) idØnticas y dos cadenas pesadas (H) idØnticas. Generalmente, cada 
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cadena ligera se une a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, 

aunque el nUmero de uniones disulfuro varla entre las cadenas pesadas de isotipos 

de inmunoglobulina diferentes. Cada cadena pesada y ligera tambiØn tiene puentes 

disulfuro intracatenarios espaciados en forma regular. Cada cadena pesada tiene en 

un extremo un domiiio variable NO seguido por varios dominios constantes. Cada 

cadena ligera tiene un dominio variable on un extremo (VL) y un dominio constante 

en su otro extremo; el dominio constante do la cadena ligera se alinea con el primer 

dominio constante de la cadena pesada, y Ia cadena ligera del dominio variable se 

alinea con el dominio variable de la cadena pesada. So considera que los residuos 

de aminoÆcidos particulares forman una interfase entre los dominios variables de 

cadena pesada y ligera [Chothia et al., J. Mol. BioL, j:651-663 (1985); Novotny y 

Haber, Proc, Natl. Acad. Sd. USA, :4592-4596 (1985)1. Las cadenas ligeras de 

anticuerpos do cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a uno de dos 

tipos claramente distintos, Ilamados kappa y lambda, basados en las secuencias do 

aminoªcidos do sue dominios constantes. Do acuerdo con las secuencia de 

aminoÆcidos del domino constante do sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas 

so pueden asignar a clases diferentes. Hay cinco clases importantes de 

inmunoglobulinas: IgA, IgD, lgE, lgG e 1gM, y vanas de estas so pueden dividir 

adicionalmente en subclases (isotipos), por ej., lgG-1, IgG-2, lgG-3, e lgG-4; lgA-1 e 

lgA-2. Los dominios constantes do cadena pesada que corresponden a las 

diferentes clases de inmunoglobulinas so denominan alfa, delta, epsilon, gamma, y 

mu, respectivamente. 

Los "Fragmentos de anticuerpos" comprenden una porciôn de anticuerpo 

intacto, generalmente el antigeno de union o region variable del anticuerpo intacto. 

Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, y 

Fv, diacuerpos, molØculas do anticuerpo do cadena sencilla y anticuerpos 

multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. 
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El tØrmino "variable" se emplea en la presente memoria pars describir 

determinadas porciones de los dominios variables, los cuales difieren en las 

secuencias entre anticuerpos y se emplean en la union y especificidad de cads 

anticuerpo particular para su anUgeno particular. Sin embargo, la variabilidad no estÆ 

usualmente distribuida en forma uniforrne on los dominios variables de los 

anticuerpos. Esta se concentra generalmente en tres segmentos Ilamados regiones 

determinantes de complementariedad (CDR) o regiones hipervariables on cadenas 

ilgeras y dominios variables on la cadena pesada. Las porciones altamente 

conservadas de los dominios variables so tiaman flanqueantes (FR). Los dominios 

variables do las cadenas Iigeras y pesadas comprenden cuatro regiones FR, quo en 

gran parte adoptan una configuración  on hoja 13, conectado por tres CDR, los cuales 

forman bucles quo conectan, y en algunos casos forman parte de la estructura en 

hoja P. Los CDR do cada cadena se toman juntos en estrecha proximidad por las 

regiones FR y con los CDR de las otra cadena, contribuye a Ia formaciOn del sitia de 

union del antigeno de anticuerpos Ever Kabat, E.A. et al., Secuences of Prgeins of 

Immunolocilcal Interest, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1987)]. Los 

dominios constantes no so involucran directamente la union de un antIgeno a un 

anUgeno, pero presentan funciones efectoras diversos, tales como (a participaciOn 

del anticuerpo on (a toxicidad celular dependiente del ànticuerpo. 

El tØrmino "anticuerpo monoclonal" tal como so emplea en (a presente 

memoila so refiere a un anticuerpo obtenido do una poblaciOn do anticuerpos 

sustancialmente homogØneos, es decir, los anticuerpos individuales que 

comprenden (a poblaciOn son idØnticos excepto quo debido a las mutaciones 

naturales posibles pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos 

monoclonales son muy especIficos, estØn dirigidos contra un ünico sitio antigØnico. 

AdemÆs, en contraste con las preparaciones do anticuerpos (policlonales) 

convencionales, las cuales incluyen generalmente anticuerpos diferentes dirigidos 
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contra determinantes diferentes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal estÆ dirigido 

contra un determinante Cinico en el antigeno. 

Los anticuerpos mônoclonales de la presente memorla incluyen anticuerpos 

quirnØricos, hibridos y recombinantes prodicidos por carte y empalme do un 

dominlo variable (incluyendo hipervariable) do un anticuerpo anti-DR5 con un 

dominlo constante (por ej.,. anticuerpos "humanizados"), o una cadena ligera con 

una cadena pesada, a tins cadena do una especie con una cadena de otras 

especies, o� fusiones con prot&nas heterologas, independientemente de las 

especies do origen a clases do inmunoglobuHnas a denominaciones de subclases, 

ademÆs de fragmentos de anticuerpos (par eJ., Fab, F(ab’)2, 
y 

Fv), con tat que ellas 

presenten la actividad a propiedades biologicas deseadas. Ver, por a]., patente 

estadounidense No. 4.816.567 y Mage et at., on Monoclonal Antibody Production 

Techniques and Applications, pp. 79-97 (Marcel Dekker, inc.: New York, 1987). 

De esta manors, el modificador "monoclonal" indica el carcter del 

anticuerpo, coma obtenido de una población sustancialmente homogØnea de 

anticuerpos y no so interprets como quo requieran is producción del anticuerpo por 

cualquier mØtodo particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales empleados 

de acuerdo con la presente invenciôn so pueden fabricar por at mØtodo del 

hibridoma descrito por Kohler y Milstein, Nature, 6:495 (1975), a so puede 

fabricar por mØtodos de ADN recombinantes tat como se describlØ on la patente 

estadounidense No. 4.816.567. Los "anticuerpos monoclonales" se pueden aislar 

tambiØn de bibliotecas de lagos generados mediante tØcnicas descriptas descriptas 

en McCafferty at al., Nature, 552-554 (1990), por ejemplo. 

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por a]., murino) son 

inmunoglobulinas quimØricas especificos, cadenas de inmunoglobulinas, 0 SUS 

fragmentos (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras subsecuencias do uniOn al 

antIgeno de anticuerpos) los cuales contienen secuencias minimas derivadas do 
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InmunoglobuHna no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son 

inmunoglobulinas humanas anticuerpo recipiente) an las wales los residuos de una 

regiOn determinante de complementariedad (CDR) del recipiente se reemplazan par 

residuos de un CDR de especies no humanas (anticuerpo dador) tal como ratón, 

rats, o conejo qua presentan especificidad, afinidad y capacidad deseada. En 

algunos casos, los residuos de la regiOn flanqueante Fv (FR) de Is inmunoglobuilna 

humana se reemplazan por residuos no humanos correspondientes. Ademâs el 

anticuerpo humanizado puede comprender residuos, el cual no se encuentra ni en el 

anticuerpo recipiente ni en of CDR importado o secuencias flanqueantes. Estas. 

modificaciones se realizan pars refinar y optimizar adicionalmente el rendimlento de 

los anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado comprenderÆ 

sustancialmente a) menos uno y genetalmente dos dorninlos variables, en los 

cuales todas a esencialmente todas las regiones CDR corresponden a las de las 

inmunogiobulinas no humanas y todas o esencialmente todas las regiones FR son 

las de las secuencias de consØnso de 
las 

inmunoglobutinas humanas. El anticuerpo 

humanizado tamblØn comprenderØ en forms Optima a) menos una porciôn de una 

regiOn constante de Is inmunoglobulina a dominic (Fc), tipicemente de una 

inmunoglobulina humana. 

Un "anticuerpo humano" es uno qua posee una secuencia de aminoÆcidos 

que corresponde at de un anticuerpo producido por un ser humano y/o ha sido 

realizada mediante cualquiera de las tØcnicas pars Is fabricaciOn de anticuerpos 

humanos conocidas en of arte o reveladas en Is presente memoria. Esta definiciOn 

de anticuerpos humanos inc)uye anticuerpos que comprenden al menos un 

polipOptido de cadena pesada humana o at menos un polipØptido de cadena Hgera 

humana, par ejemplo un anticuerpo que comprende polipØptidos de cadena pesada 

humanos y cadena ligera murinos. Los anticuerpos se pueden producir mediante 
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diversas tØcnlcas conocidas en el arte. En una realizaciôn, el anticuerpo humano se 

selecciona de una bibtioteca de fagos, donde Is bibiloteca de fagos express los 

anticuerpos humanos (Vaughan et al. Nature Biotechno.lQy, 14:309-314 (1996): 

Sheets et al. PS, (USA) 95:6157-6162 (1998)); Hoogenboom and Winter, J. Mot. 

227:381 (1991); Marks at al., J. .Mol. BiQ1, 222:581 (1991)). Los anticuerpos 

humanos tambiOn se pueden fabricar por introducciOn de los locus de las 

inmunoglobulinas hurnanas en animates transgØnicos, por ej., ratones en los cuales 

los genes de inmunoglobulina endagenas han sido parciaf 0 completamente 

inactivados. DespuØs de Is estimulaciOn, se observa Is producciOn de anticuerpos 

humanos, el cual se parece estrechamente at observado en los seres humanos en 

todos los sentidos, quo incluyen Is reorganizaclOn gØnica, ensamblaje, y repertorlo 

de anticuerpos. Este abordaje estØ descrito , por ejempto, en las patentes 

estadounidenses Nos. 5.545.807, 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126, 5.633.425, 

5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientIficas: Marks at al., 

Bi "IT chnolQov, 10: 779-783 (1992); Lonberg at al., Nature, 368: 856-859 (1994); 

Morrison, Nature, 368:812-13 (1994); Fishwitd at aL, Nature Biotechnology, 14: 845-

51(1996); Neuberger, Nature. BiQtechnQlgv, 14: 826 (1996); Lonberg and Huszar, 

Intern.. Rev. Immunot, 1365-93 (1995). Alternativamente, el anticuerpo humano se 

puede preparar mediante Is inrnortalizaciôn de linfocitos B humanos qua producen 

un anticuerpo dirigido contra un antigeno blanco (tales linfocitos B se pueden 

recuperar do un individuo o se pueden inmunizar in vitro). Ver, por ej, Cole at al., 

Anticuergos monoclonal.es and Cancer Therapy, Alan R. Lisa, p. 77 (1985); Boemer 

at al., J, Immunol., 147 (1):86-95 (1991); y patente estadounidense No. 5.750.373. 

El tØrmino "region Fe se emplea pars definir la region C-terminal de una 

cadena pesada de una inmunoglobulina, Is cual se puede generar mediante 

digestion con papaina do un anticuerpo intacto. La regiOn Fc puede ser una 
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secuencia nativa de una region Fc o una variante de regiOn Fc. Si bien los Ilmites de 

la regiOn Fc de una cadena pesada de una inmunoglobulina puede variar, la regiOn 

Fc de la cadena pesada de IgG humana estÆ definida usualmente para extenderse 

desde un residuo de aminoâcido en aproximadamente posiciOn Cys226, o desde 

aproximadamente la posiciOn Pro230, al carboxilo terminal de la region Fc 

(empleando en la presente memoria el sistema de numeraciOn de acuerdo con 

Kabat et al, suoral. La region Fc de una inmunoglobulina generalmente comprende 

dos dominios constantes, un dominio CH2 y un dominlo CH3 y opcionalmente 

comprende un dominio CH4. 

Por "cadena de regiOn Fc" en la presente memoria se entiende uno do las 

dos cadenas do polipØptidos de una regiOn Fc. 

El "dorninlo CH2" do una region Fc de IgG humana tambiØn mencionado 

como dominio "C’y2") usualmente se extiende do un residuo do aminoØcido en 

aproximadamente (a posiciOn 231 a un residue de aminoâcido en aproximadamente 

la posiciOn 340. El dominio CH2 es el Cnico que no estÆ estrechamente apareado 

con otro dominio. Dos cadenas de carbohidratos ramificados N-unidos so interponen 

entre los dos dominios CH2 de una molØcula de IgG nativa intacta. So considerO 

quo el carbohidrato puede proporcionar un sustituto para el apareamiento dominio-

dominio y ayudar a estabilizar el dominio CH2. Burton, Molec. !mmunol,22:161-206 

(1985). El dominio CH2 en (a presente memoria puede ser una secuencia nativa del 

dominio CH2 de o variante de dominio CH2. 

El "dominio CH3" comprende la extensiOn de residuos C-terminal a un 

dominio CH2 en una region Pc (es decir, do un residuo do aminoÆcido en 

aproximadamente posicion 341 a un residuo do aminoÆcldo en aproximadamente 

posiciOn 447 do una IgG). La region CH3 en (a presente memoria puede ser una 

secuencia nativa del dominio CH3 o una variante. del dominio CH3 (por eJ, un 

dominio CH3 con una "protuberancia" introducida en su cadena y una "cavidad" 

correspondiente introducida en su otra cadena; ver patente estadounidense No. 
36 



106 

5,821.333). Tales variantes de dominios CH3 se pueden emplear para fabricar 

anticuerpos multiespecificos (por ej, biespecIficos) tal como se describen en la 

presente memoria. 

La "Region bisagra" se define generalmente como el trecho de 

aproximadamente G1u21 6, o aproximadamente Cys226, a aproximadamente Pro230 

de la IgGI humana (Burton, Molec. Immunol,22:161-206 (1985)). Las regiones 

bisagra de otros isotipos de lgG se pueden alinear con Ia secuencia IgGI P0 

co{ocaciOn del primer y ultimo residuo de cistelna que forman los enlaces S-S de la 

cadena Inter.-pesadas en las mismas posiciones. La regiOn bisagra en la presente 

memoria puede ser una region bisagra de secuencia nativa o una variante de la 

region bisagra. Las cadenas de dos polipØptidos de una regiOn bisagra variante 

retiene al menos un residuo de cisteina por cadena de polipØptido, de manera tal 

que dos cadenas poilpeptidicas de region bisagra variante puede forrnar un enlace 

disulfuro entre dos cadenas. La regiOn bisagra prefenida en la presente memoila es 

una region bisagra de secuencia nativa por ej, una region bisagra human IgGI 

humana de secuencia. 

Una "region Fc funcional" posee al menos una "funciOn efectora" de una 

region Fe de secuencia nativa. Ejemplos de "funciones efectoras" incluyen union 

Clq; citotoxicidad dependiente de complemento (CDC); union de receptor Fe; 

citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpos (ADCC); fagocitosis; 

regulaciOn por disminuciOn de receptores de superlicie celular (por ej., receptor de 

cØlulas B; BCR), etc. Tales funciones efectoras generalmente requieren la region Fe 

para combinarse con un dominio de uniOn (por ej.,. un domino variable del 

anticuerpo) y se pueden medir mediante diversos ensayos conocidos en el arte para 

la evaluaciOn de tales funciones efectoras de los anticuerpos. 

Una "regiOn Fc de secuencia nativa" comprenide una secuencia de 

aminoÆcidos idØntica a la secuencia de aminoØcidos de una regiOn Fe hallada en al 
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naturaleza. Una "regiOn Fc variante" comprende una secuencia do aminoÆcidos que 

difiere do la do una regiOn Fc de secuencia nativa en virtud de at menos una 

modificaciOn de arninoâcidos. Con preferencia, la region FC variante tiene at menos 

una sustituciOn de aminoÆcidos en comparaciOn con region Fe do secuencia nativa 0 

a (a regiOn Fc do un poflpØptido original, par ej., do aproximadamente uno a 

aproximadamente 10 sustituciones de aminoÆcidos y con preferencia do 

aproximadamente uno a aproximadamente cinco sustituciones do aminoâcidos do 

regiOn Fe de secuencia nativa o (a region Fc do un potipØptido original. La region Fc 

variante en la presente memoria con preferencia poseerÆ at menos 

aproximadamente 80% de identidad de secuencia con una regiOn Fe do secuencia 

nativa y/o con una regiOn Fe de un polipØptido original y con mayor preferencia at 

menos aproximadamente 90% de identidad de secuencia con eHo, con mØs 

preferencia at menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia con ella. 

"Citotoxicidad mediada par cØlulas dependiente do anticuerpos" y "ADCC" so 

refieren a una reacción mediada par cØtulas en la cual las cØlulas citotóxicas no 

especificas quo expresan los receptores de Fe (FcR) (par ej., cØlulas natural Killer 

(NK), neutrOfilos y macrofagos) reconocen el anticuerpo unido on una cØlula blanco 

y posteriormente causan lists do la cØlula blanco. Las cØlulas primarias para la 

mediaciOn de ADCC, cØlulas NK, expresan (solo Rill, mientras que los monocitos 

expresan Fc(RI, Fc(RlI y Fc(RIH. La expresiOn de FcR en las cØlulas 

hematopoyOticas so resume en la Tabla 3 do la pÆgina 464 de Ravetch y Kinet, 

4 Anr,u. Rev. lmmunoL,, 9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC do una 

mollØcula do interØs, se puede reallzar un ensayo ADCC in vitro, tal como so 

describe en la patente estadounidense No. 5.500.362 a 5.821.337. Las cØlulas 

efectoras ótiles para tales ensayos incluyen cØlulas mononucleares do sangre 

perifØrica (PBMC) y cOlulas natural killer (NK). En forma altemativa o adicional, so 

puede medir la actividad ADCC in vivo do la molØcula do interØs, par ej, en un 
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modelo animal tal coma el revelado en Clynes at al. PNAS (USA), 95:652-656 

(1998). 

Las "celulas efectoras humanas" son leucocitos que expresan uno 0 mÆs ore 

FcR y realizan funciones efectoras. Con preferencia, las cØlulas expresan al menos 

Fc (Rill y realizan funciôn efectora ADCC. Ejemplos de leucocitos hurnanos que 

median ADCC incluyen cØlulas mononucleares de sangre perifØrica (PBMC), cØlulas 

matadoras naturales (NK), monocitos, cØlutas T citotóxicas y neutrØfilos; y los 

PBMC y cØlulas NK son las preferidas. Las cØlulas efectoras Se pueden aislar de su 

fuente nativa, por ej. de sangre o PBMC tal como se describe en la presente 

memoria. 

Los tØrminos "receptor de Fc’ y "FcR" se emplean para describir un receptor 

que Se une a la regiOn Fe de un anticuerpo. La FcR preferida on una FcR humana 

de secuencia nativa. AdemÆs, un FcR prefenido es uno quo se une a un anticuerpo 

lgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases Fc(Rl, Fc(Rll, y 

Fc(subclases Rill, qua incluyen variantes alØlicas y altemativamente formas de corte 

y empalme de estos receptores. Los receptores Fc(RII incluyen Fc(RIIA (un 

"receptor de activaciOn") y Fc(RIIB (un "receptor de inhibiciOn"), los cuales tienen 

secuencias do aminoØcldos similares que difieren principalmente en sus dominios 

citoplasmÆticos. Los receptores de activación Fc(RIIA contienen un motivo de 

activaciôn de inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) en su dominlo 

citoplasmÆtico. El receptor de inhibiciOn Fc(RHB contiene un motivo de inhibiciOn de 

inmunorreceptor basado en tirosina (hIM) en su dominlo citoplasmØtico (revisado en 

Daºron, Annu. Rev. tmmunpL, 15:203-234 (1997)). Los FcR se revisan en Ravetch 

y Kinet, Annu. Rev. ImmunoL, 9:457-92 (1991); Capel at al., lmrnunornethods, 4:25-

34 (1994); y de Haas at al., J. Lab, Chin. Med., 126:330-41 (1995). Otros FcR, 

inc(uyendo a los que se identifiquen en el futuro, estØn incluidas en oh tØrmino "FcR" 

en ha presente memoria. El tØrmino tamblØn incluye oh receptor neonatal, FeRn, at 
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cual es responsable de la transferencia de lgG maternas al feto (Guyer at al., J. 

ImmunoL, 117:587 (1976); and Kim at a/., J. IrnmunpL, 24:249 (1994)). 

"Citotoxicidad dependiente del complemento" y "COG" as refiere al lisado de 

un blanco on presencia del complemento. La via de activación del complemento se 

inicia mediante la union del primer componente del sistema de complemento (CI q) a 

una molØcula (por ej., un anticuerpo) complejada con un antigeno cagnado. Para 

evaluar Is activaciôri del complemento, se puede realizar un ensayo COG, por ej., tal 

como se describe en Gazzano-Santoro etal., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996),. 

Un anticuerpo con "afinidad madura" es uno con una 0 mâs alteraciones en 

una 0 mÆs de sus CDR, lo cual produce un aumento de la afinidad del anticuerpo 

por el antigeno, en comparaciôn con un anticuerpo original que no posee estas 

alteracion(es). Los anticuerpos con afinidad madura preferidos tendrÆn afinidades 

nanomolares o incluso picomolares para el antigeno blanco. Los anticuerpos con 

afinidad madura se producen mediante procedimientos conocldos en el arte. Marks 

at al. BiolTechnology, 10:779-783 (1992) describe la maduración de la afinidad por 

trasposidOn de dominios de VH y VL. La mutagØnesis aleatoria de CDR y/o residuos 

flanqueantes estØ descrito por: Bärbas at al. Proc Nat.Acad. Sd, USA 91:3809-

3813 (1994); Schier at al. Gene. 169:147-155 (1995); Yelton at al. J. Immunph. 

165:1994-2004 (1995); Jackson at al., J. ImmunoL, 154(7):3310-9 (1995); and 

Hawkins at a!, J.Mol, Biol.. 226:889-896 (1992). 

El tØrmino "inmunoespecifico" tal como se emplea en "union 

inmunoespecifica de anticuerpos" por ejemplo, se refiere a la interacciOn de uniOn 

especifica al antIgeno que se produce entre el sitio de combinación con el antigeno 

de un anticuerpo y el antigeno especIfico reconocido por este anticuerpo. 

"BiolOgicamente activo" y "actividad biolOgica deseada" para los propósitos de 

la presente memoria significa tener la capacidad de modular la actividad de DR5 o 

activaciOn de DR5, incluyendo a modo de ejemplo, apoptosis (en forms agonistica o 
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estimulante o an forma antagonIstica o bloquearite) an at menos un tipo de cØluta de 

mamiferos in vivo o ex vivo, uniOn a! ligando Apo-2 (TRAIL), a modutaciOn de la 

activaciOn de una o mØs motØculas an la via de sefIalizaciOn intracetutar tat como 

caspasa 3, caspasa 8, caspasa 10 o FADD. Los ensayos para determinar la 

activaciOn de tales motØculas intracelulares son conocidos an el arte, ver, par ej., 

Boldin at al., J. Biol. Chem., 270:7795-7798 (1995); Peter, Cell Death Differ., 7:759-

760 (2000); Nagata, Cell, 88:355-365 (1998); Ashkenazi at al., Science, 281:1305-

1308 (1999). 

Los tØrminos "agonista" y "agonistico" cuando se emplean an la presente 

memoria se refieren a o describen una molØcula capaz de inducir sustancialmente 

an forma directs 0 indirecta la promociOn o aumento de la actividad biotOgica a la 

activaciOn de DR5. Opcionalmente, un "anticuerpo agonista de DR5" as un 

anticuerpo qua presenta actividad comparable a la del (igando pars DR5, conocido 

como Ugando Apo-2 (TRAIL), o as capaz de activar at receptor de DR5, 10 cual 

produce la activaciOn de una o mØs vias de seæaHzacOn intracelular qua pueden 

incluir la activaciOn de caspasa 3, caspasa 8, caspasa 10 0 FADO. 

Los tØrminos "antagonista" y "antagonistico" cuando se emplean an la 

presente memoria se refieren a o describen una molØcula capaz de contrarrestar 

sustancialmente an forms directa a indirecta, reduciendo a inhibiendo la actividad 

biolOgica de DR5 o la activaciOn de DR5. Opcionalmente, un antagonists as una 

molØcula qua neutraliza la actividad biologica qua resulta de la activaciOn de DR5 0 

Is formaciOn de un complejo entre DR5 y su Ilgando, tal como el Ilgando Apo-2. 

Los tØrminos "apoptosis" y "actividad apoptOtica" se emplean an un sentido 

amplio y se refleren a la forma ordenada o controlada de la muerte celutar an los 

mamiferos qua se acompaæa tipicamente por uno o mÆs cambios celulares 

caracterIsticos, qua incluyen condensaciOn de citoplasma, perdida de 

microvellosidades de la membrana plasmÆtica, segmentaciOn de los nUcleos, 
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degradaciOn de ADN cromosomal a pØrdida de funciOn mitocondriaL Esta actMdad 

se puede determinar y medir, par ejemplo, por ensayos de viabilidad celular, 

ensayos de union a anexina V, ensayos PARP, anØlisis FACS a electroforesis de 

ADNI todos los cuales son conocidos en of arte. Opcionalmente, la actividad 

apoptótica se determinarÆ por mecilo de un ensayo de anexina V o PARR 

Los tØrminos ’cÆncer", "canceroso" y "maligno" se refieren a o describen la 

afecciOn fisiolOgica de mamiferos que se caracteriza tipicamerite por el crecimiento 

celular no reguIado Ejemplos de cØncer incluyen pero sin limitaciones a, carcinoma, 

que incluye a adenocarcinoma, linfoma, blastoma, melanoma, glioma, sarcoma 

mieloma (tal como mieloma multiple) y (eucemia. Ejemplos mØs particulares de 

tales cÆnceres incluyen cancer de cØlulas escamosas, cancer pulmonar de cØlulas 

pequenas, cancer pulmonar de cØlulas no pequenas, adenocarcinoma pulmonar, 

carcinoma pulmonar de cØlulas escamosas, cancer gastrointestinal, linfoma Hodgkin 

y no Hodgkin, cancer pancreÆtico, glioblastoma, cØncer cervical, glioma, cØncer 

ovØnco, cØncer de higado tal coma carcinoma hepØtico y hepatoma, cancer de 

vejiga, cancer de mama, cØncer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial 

o uterino, carcinoma de glØndulas salivales, cØncer de rifión tal como carcinoma de 

cØlulas renales y tumores de Wilms, carcinoma de celulas basales, melanoma, 

cØncer de prOstata, cancer de vulva, ôÆncer tiroideo, cØncer testicular, cØncer 

esofÆgico y varios tipos de cancer de cabeza y cuello. 

El tØrmino "enfermedad inmune relacionada" significa una enfermedad en la 

cual un componente del sistema inmune de un mamifero causa, media o de otra 

manera contribuye a la morbilidad del mamIfero. TamblØn se incluyen las 

enfermedades en las cuales la estimulación o intervenciOn de la respuesta inmune 

tiene un efecto de mejora de la progresiOn de la enfermedad. Se incluyen dentro de 

este tOrmino a las enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias 

inmunomediadas, enfermedades inflamatorias no inmuriomediadas, enfermedad es 
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infecciosas, y enfermedades inmunodeficientes. Ejemplos de enfermedades 

inmunorrelacionadas y enfermedades inflamatorias, algunas de las cuales son 

inmunes o mediadas par cØlulas T, qua se pueden tratar de acuerdo con la 

invenciOn incluyen lupus eriternatoso sistØmico, artritis reurnatoide, artritis crónica 

juvenhl, espondiloartropatias, escierosis sistØmica (escieroderma), mlopatias 

inflamatorias kihopØticas (dermatomiositis, polimiositis), sIndrome de Sjogren, 

vasculitis sistØmica, sarcoidosis, anemia hemoiftica autoinmune (pancitopenia 

inmune, hemoglobinuria paroxIstica nocturne, tràmbocitopenia autoinmune (pirpura 

trombocitopØnica idiopÆtica, trombocitopenia inmunomediada, tiroiditis (enfermedad 

de Graves, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocItica juvenil, tiroiditis atrôflca), 

diabetes mellitus, enfermedad renal inmunomedlada (glornerulonefritis, nefritis 

tubulointersticial), enfermedad desmielinizantes del slstema nervioso central y 

perifØrico tal como la escierosis multiple, polineuropatIa desmielinizante idiopâtica o 

sindrome de Guillain-BarrØ y polineuropatia desmielinizante inflamatoria crónica, 

enfermedades hepatobiftares tales como hepatitis infecciosa (hepatitis A, B, C, 0, E 

y otros virus no hepatotróficos),  hepatitis active crónica autoinmune, cirrosis biller 

primaria, hepatitis granulomatosa y colangitiØ esclerosante, enfermedades 

pulmonares Inflamatorias y flbróticas tales coma enfermedad infiamatoia del 

intestino (colitis ulcerative: enfermedad de Crohn), enteropatla sensible al gluten, y 

enfermedad de Whipple, enfermedades cutØneas autoinmunes o inmunomediadas 

qua incluyen enfermedades cutØneas bullosas, eritema multiforme y dermatitis por 

contacto, psoriasis, enfermedades alØrgicas tales coma asma, rinitis alØrgica, 

dermatitis atôpica, hipersensibilidad a los alhimentos y urticaria, enfermedades 

inmunologicas del pulrnOn tales como neumonlas eosinofilicas, fibrosis pulmonar 

idiopÆtica y neumonitis hipersensible, enfermedades asociadas con trasplante qua 

incluyen rechazo del injerto, enfermedad del injerto versus huØsped. Las 

enfermedades infecciosas incluyen SIDA (infeccion con HIV), hepatitis A, B, C, D, y 
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E, infecciones bacterianas, infecciones füngicas, Infecciones protozoarias e 

infecciones parasitarias. 

"Enfermedad autoinmune" se emplea en la presente memoria en sentido 

amptio, general para referirse a trastornos o enfermedades en mamiferos en los 

cuales Is destrucción de tejidos normales 0 sanos surge como respuesta Inmune o 

celular del mamifero individual a sus propios constituyentes. Ejemplos incluyen pero 

sin Ilmitaciones a lupus eritematoso sistØmico, tirolditis, artritis reumatolde, psoriasis, 

esclerosis mciltiple, diabetes autoinmune y enfermedad inflamatoria intestinal (IBD). 

Un "agente inhibitorio del crecimiento" cuando se emplea en la presente 

memoria se refiere a un compuesto ô composiciOn que inhibe el crecimiento celular 

in vitro y/o in vivo. De esta manera, el agente inhibitOrlo de crecimlento puede ser 

uno que reduce en forma significativa el porcentaje de cØlulas en fase S. Ejemplos 

de agentes inhibitorios de crecimiento incluyen agentes que bloquean Is evoluclón 

del ciclo celular (en un lugar diferente que la fase 5), tales como los agentes que 

inducen la detenciôn de 01 y la fase M. Los bloqueadores de la fase M clÆsicos 

incluyen las vincas vincristlna y vinblastina), TAXOLfi, e inhibidores de topo II tales 

como doxon-ubicina, epirrubicina, daunorrubicina, etoposide y bleornicina. Los 

agentes que detienen GI tambiØn se extienden a la detención de  la fase S, por 

ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, 

dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexate, 5-fluorouracilo, y ara-C. Puede 

hallarse inforrnación adicional en The Molecular Basis of Canr, Mendelsohn y 

Israel, eds., Chapter 1, titulado "Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic 

drugs" por Murakami et al. (WB Saunders: Philadelphia, 1995), especialmente p. 13. 

El tØrmino "profarmaco" tal como se emplea en esta solicitud, se refiere a un 

precursor o forma derivada de una sustancia activa pars uso farmacØutico que es 

menos citotôxico que las cØlulas cancerosas, en comparación con la  droga original y 

pUede ser activado o convertido enzirnÆticamente on Is forma original mØs activa. 
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Ver, por ej., Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society 

Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986) y Stella et al., 

"Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery, 

Borchardt etal., (ed.), pp. 247-267, Humane Press (1955). Los profÆrmacos de esta 

I’ll invenciôn incluyen, pero sin limitaciones a, profÆrmacos qua contienen fosfatos, 

profArmacos qua contienen tiofosfatos, profÆrmacos qua contienen sulfatos, 

profrmacos qua contienen pØptidos, profarmacos modificados con aminoÆcidos D, 

profârmacos glicosifados, profrmacos qua contienen beta-lectern, profÆrmacos qua 

contienen fenoxiacetamida opcionalrnente sustituidos o profÆrmacos qua contienen 

fenilacetamida opcionalmente sustituidos, 5-fluorocitosina y otros profâmiacos 5-

fluorouridina, los cuales se pueden convertir an el fÆrmaco fibre citotóxico mÆs 

activo. Ejemplos de fªrmacos citotôxicos  qua se pueden derivar de una forma de 

profÆrmaco para empfeo an esta invención incluyen, pero sin limitaciones a, los 

agentes quimioterapØuticos se describen a continuaciOn. 

El tØrmino "agente citotóxico" tal como se emplea an la presente memoria se 

refiere a una sustancia quo inhibe o impide la función de las cØlulas y/o cause la 

destrucciOn de cØlulas. Se considera qua el tØrmino incluye isOtopos radloactivos 

(por ej., At211, 1131, 125 y90, Re186, Re188, Sm1, El212, P 32 a isótopos radloactivos de 

Lu), agentes quimioterapØuticos y toxinas tales como toxinas an pequenas 

molØculas o toxinas enzimÆticamente activa do origen bactenano, füngico, vegetal o 

animal, incluyendo sus fragmentos y/o variantes. 

Un "agente quimioterapØutico" OS un compuesto qumico ütil  an pare of 

tratamiento de enfermedades como cØncer. Ejemplos do agentes 

quimioterapØuticos incluyen agentes afquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida 

(CYTOXANTM); afquilsuffonatos tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; 

aziridinas tales como benzodopa, carboquone, meturedopa, y uredopa; etileniminas 

y metilmelaminas incluyendo altretamina, trietitenmelamina, trietilenfosforamida, 
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tnetilentiofosforamida y trirnetilolornelamina; acetogeninas (especialmente 

buHatacina y bullatacinona); una camptotecina (incluyendo et anÆlogo sintØtico 

topotecano); briostatina; callistatina; CC-1065 (incluyendo sue anØlogos sintØticos 

adozelesina, carzelesina y bizefesina); criptoficinas (particularmente criptoficina I y 

criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los anØlogos sintØticos, KW-

2189 y CBI-TMI); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; 

mostazas nitrogenadas tales como clorambucil, clomafacina, colofosfamida, 

estramustina, ifosfamida, meclóretamina, clorhidrato de oxide mecloretamiria, 

melfalan, novembichina, fenesterhia, prednimustina, trofosfamida, mostaza de 

uracilo; nitrosureas tales corno carmustina, clorozotocina, fotemustina, lornustina, 

nimustina, ranimustina; antibióticos tales como los antibiOticos de enedilna (por ej., 

callohearnicina, especialmente calicheamicina (f y caficheamicina 211, ver, per of, 

Agnew Chem Intl. Ed. Enk, 33:183-186 (1994); dinemicina, incluyendo dinemicina 

A; una esperamicina; ademØs del cromOforo neocarzlnostatina y crornóforos 

antibiOticos de enedilna relacionadas con la cromoprotetna), aclacinomisinas, 

actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, 

carminomicina, carzinoflhlna, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, 

detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (incluyendo morfolino-

doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y 

deoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, 

mitomicinas, Æcido mlcofenOlico, nogatarnlcina, olivomicinas, peplomicina, 

poffiromicina, purornicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, 

estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zarrubicina; anti-metabolitos tales 

como metotrexate y 5-fluorouracilo (5-FU); anØlogos do Æcido fOlico tales como 

denopterina, metotrexate, pteropteiina, trimetrexate; anØlogos de purina tales como 

fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales 

como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina, 
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doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-FU; andrOgenos tales como calusterona, 

propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-

adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; repositores de âcido 

fOlico tales como Æcido frolinico; aceglatona; aldofosfamido glicosido; Æcido 

aminolevulinico; amsactina; bestrabudilo; bisantreno; edatraxate; defofamina; 

demecolcina; diaziquona; elfomitina; acetato de eliptinio; un epotitOn; etoglucido; 

nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; maitansinoides tales como 

maitansina y ansarnitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidarnol; nitracrina; 

pentostatina; fenamet; pirarrubicina; âcido podofllInico; 2-etllhidracida; procarbazina; 

PSKfi; razoxano; rizoxina; sizofirana; espirogermanio; Æcido tenuazónico; 

triaziquona; 2,72"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, 

S verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; 

mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinOsido ("Ara-

C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, par ej, paclitaxel (TAXOL8, Bristol-Myers 

Squibb Oncology, Princeton, NJ) y doxetaxel (TAXOTEREfi, Rhône-Poulenc Rorer, 

Antony, France); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; 

metotrexate; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; 

platino; etopósido  (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; 

vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipOsido; daunomicina; aminopterina; xeloda; 

ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisornerasa RFS 2000; difluorometilornitina 

(DMFO); Æcido retinoico; capecitabina; y sales aceptables para uso farmacØutico, 

S Æcidos a derivados de cualquiera de los anteriores. TamblØn se incluyen en esta 

deflniciôn a los agentes antihormonales que actCian para regular a inhibir la acción 

de hormonas sobre los tumores tales como anti-estrógenos que incluyen por 

ejemplo tamoxifeno, raloxifeno, inhibidores de aromatasa 4(5)-imidazoles, 4-

hidroxitamoXifenO, trioxifeno, keoxifeno, LVI 17018, onapristona, y torremifeno 

(Freston); y antiandrOgenOs tales como flutamida, nilutarnida, bicalutamida, 
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leuprolida, y goserelina; y sales aceptables para usa farmacØutico, Æcidos o 

derivados do cualquiera de los anteriores. 

El tØrrnino "citoquina" es un tØrmino genØrico para referirse a las proteinas 

liberadas de una poblack5n do cØlulas quo actüan en otra cØlula como mediadores 

intracelulares Ejemplos de tales citoquinas son linfoquinas, monoquinas y horrnonas 

polipeptIdicas tradicionales. Entre la citoquinas so incluyen hormonas de crecimiento 

tales coma hormona de crecimiento humana, N-metioni( hormona de crecimiento y 

hormona do crecimiento bovina; hormona paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; 

relaxina; prorrelaxina; hormonas glicoproteicas tales como hormona 

foliculoestimulante (FSH), hormona tiroidoestimulante (TSH), y hormona luteinizante 

(LH); factor do crecimiento hepØtico; factor do crecimiento de fibroblasto; prolactina; 

lactógeno placentario; factor de necrosis tumoral alfa y beta; sustancia inhibidora 

mulleriana; pØptido asociado con gonadotrofina de ratOn; inhibina; activina; factor de 

crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factor do 

crecimiento nervioso tales como NGF-alfa; factor do crecimiento plaquetario; 

factores de crecimiento de transformación (TGF) tales como TGF-alfa y TGF-beta; 

factor-I y II de crecimiento simil insulina; eritropoyetina (EPO); factores 

osteoinductivos; interferones tales como interferon alfa, beta y gamma, factores 

estimulantes de colonia (CSF) tales como macrOfago-CSF (M-CSF); macrofago 

granulocito-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas (ILs) tales 

como IL-I, IL-1 alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; Un 

factor de necrosis tumoral tales coma TNF-alfa o TNF-beta; y otros factores 

polipeptidicos quo incluyen LIF y uganda kit (KL). Tal como se emplea en la 

presente memoria, el tØrmino citoquina incluye a las protelnas do fuentes naturales 

o de cultivos celulares recombinantes y equivalentes biológicamente activos de las 

citoquinas de secuencia native. 
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Los tØrminos "tratamiento," y "terapia" tat como se emplean en la presente 

memoria so refieren a terapia curativa, terapia profilÆctica y terapia preventiva. 

El tØrmino "cantidad terapØuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de 

fÆrmaco efectivo para tratar una enfermedad o trastomo en un mamifero. En el caso 

del cØncer, Ia cantidad terapØuticamente efectiva del fÆrmaco puede reducir el 

nOmero de cØlulas cancerosas; reducir el tamano del tumor; inhibir (es decir, 

enlentecer hasta cierto punto y con preferencia detener) la infiltración delas cØlulas 

cancerosas en ôrganos perifØricos; inhibir (es decir, hacer hasta cierto punto mÆs 

lento y con preferencia detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el 

crecimiento tumoral; y/o aliviar hasta cierto punto uno o mØs de los sintomas 

asociados con el trastomo. Tat como se informô el fÆrrnaco puede impedir el 

crecimiento y10 destruir las cØlulas cancerosas existentes, y puede ser citostÆticos 

y10 citotôxicos. Pars Is terapia del cØncer, so puede medir la eficacia in vivo par 

ejemplo, mediante la evaluación do la carga o volumen tumoral, el tiempo do 

progresión do  la enfermedad (TTP) y/o determinaciôn do las tasas do respuesta 

(RR). 

El tØrmino "mamifero" so emplea en la presente memoria pars referirse a 

cualquier mamifero clasificado como mamifero, incluyendo seres humanos, 

primates superiores, vacas, cabaltos, perros y gatos. En una realizaciôn pretends do 

Is invenciôn, el mamifero es un ser humano. 

El tØrmino "respuesta objetiva" so define como una respuesta completa o 

parcial al tratamiento de un sujeto, detemiinada mediante el Criteilo do evaluaciôn 

de respuesta en tumores sólidos (RECIST) (J. Nat. Cancer Inst. 92(3);205-216 

(2000)). 

El tØrmino "duraciôn do respuesta" so emplea en la presente memonia para 

refetirse at tiempo transcurrido desde una respuesta inicial completa o parcial al 

tiempo do progresiOn do la enfermedad o muerte. 
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El tØrmirio "supervivencia sin progresión" se emplea en la presente memoria 

para referirse al tiempo transcurridô del primer dia del tratamiento a la progresión de 

la enfermedad o muerte, cualquiera sea la que se produzca primero. 

El tØrmino "regresión complete (CRY se emplea para indicar que el volumen 

del tumor es < 1,5 mm3 en tres mediciones consecutivas. 

El tØrmino "regresiôn parcial (PR)" indica que el volumen del tumor es < 50% 

de su volumen en el die 1, en tres mediciones.consecutivas, y ?! 13,5 mm3 en una o 

mØs mediciones. 

II. Comosiciones y mØtodos de la invericiôn 

A. Anticuerpos 0R5 

En una realizaciôn de la invenciOn, se proporcionan anticuerpos DR5. 

Anticuerpos ejemplares incluyen anticuerpos policlonales, monoclonales, 

humariizados, biespecIficos y heteroconjugados. Estos anticuerpos pueden ser 

agonistas, antagonistas o bloqueantes. 

1. AnticuŁrpos policlonales 

Los anticuerpos de la invención pueden comprender anticuerpos policlonales. 

Los mØtodos de preparaciOn de anticuerpos policlonales son coocidos porlos 

expertos on el arts. Los anticuerpos policlonales Se pueden generar en un mamifero, 

por ejemplo, mediante una o mØs inyecciones de un agente inmunizante y Si se 

requiere un adyuvante. TIplcamente, el agente inmunizante y/o adyuvante se 

inyectarÆ en el mamifero mediante mCItiples inyecciones subcutÆneas o 

intraperitoneales. El agente inmunizante puede incluir el polipØptido DR5 (o un ECD 

0R5) o su proteina de fusiOn. Esto puede ser ON pare conjugar el agente 

inmunizante a una proteina conocida como inmunogØnica pare el mamifero que se 

ye a inmunizar. Ejemplos de tales proteinas inmunogØnicas incluya pero sin 

Ilmitaciones a hemocianina de lapa califomiana, seroaIbmina, tiroglobulina bovina, 

e inhibidor de tripsina de soja. Ejemplos de adyuvantes que se pueden emplear 
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inciuyen adyuvante completo do Freund y MPL-TDM (monofosforil LipIdo A, 

dicorinomicolato do trehalosa sintØtico). El protocolo do inmunizaciOn puede ser 

seleccionado por cualquier experto on el arte sin excesiva expenmentación. Luego 

se puede sacar sangre at mamifero y realizar en el suero el ensayo pare determiner 

el tituto do anticuerpos DR5. Si so desea, el mamifero so puede estimular haste que 

et titulo do anticuerpos aumente o Ilegue a la meseta. 

2. Anticuerpos monoctonales 

Los anticuerpos do la invención pueden altemativamente ser anticuerpos 

monoclonales. Los anticuerpos monoclonales so pueden preparer mediante 

mØtodos con hibridomas, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 

256:495 (1975). En el mØtodo del hibridoma, un ratOn, hamster, u otro animal 

huØsped apropiado, so inmuniza con un agente inmunizante para estimular a los 

linfocitos quo producen 0 pueden producir anticuerpos quo so unirÆn en forma 

especifica at agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos so pueden 

inmunizar in vitro. 

El agente inmunizante generalmente incluirØ el polipØptido DRS (a una ECD 

DR5) o su protelna do fusion, tat como Is proteins do fusiOn ECD-lgG DR5. El 

agente inmunizante puede atternativamente comprender un fragmento a porciOn do 

DR5 qua tiene uno a mÆs aminoÆcidos quo participan on la uniOn do Apo-2L a 0R5. 

En una reatizaciOn preferida, el agente inmunizante comprende una secuencia dot 

dominlo extracelular do DR5 fusionada a una secuencia do lgG. 

Generalmente, se emplean linfocitos de sangre perifØrica ("PBL") si se 

desean cØlulas do oigen humano, o so emplean cØtulas del bazo o nOdulo linfØtico 

si so requieren fuentes do mamiferos no humanos. Los linfocitos luego so fusionan 

con una lines celutar inmortalizada mediante un agente do fusiOn adecuado, tale 

coma polietilenglicol, para formar una cOlula del hibridoma[Goding, AnticuerDos 

monoctonales: Princiales and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103]. Las 
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lineas celulares inmortalizadas son usualmente cØlulas de mamIferos 

transformadas, particularmente cØlulas de mieloma de roedores, bovinos y de origen 

humano. Usualmente, se emplean lineas celulares de mieloma de ratón o rata. Las 

cØlulas del hibridoma se pueden cultivar en l,jn media de cultivo adecuado que con 

preferencia contiene una o mÆs sustancias que inhiben el crecimiento a 

supervivencia de las cØlulas inmortalizadas no fusionadas. Por ejemplo, si las 

cØlulas madre carecen de Is enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa 

(HGPRT o HPRT), el media de cultivo para los hibridomas generalmente incluirØ 

hipoxantina, aminopteriria y timidina ("medio HAT"), las cuales son sustancias que 

impiden el crecimiento de las cØlulas deficientes en HGPRT. 

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son las que se fusionan 

eficientemente, sostienen una expresiOn estable de alto nivel de anticuerpo por 

media de (as cØlulas productoras de anticuerpos seleccionados, y son sensibles a 

un media tat coma el medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mÆs son las 

lineas de mieloma murinos, las cuales se pueden obtener por ejemplo, del en Salk 

Institute Cell Distribution Center, San Diego, California y el American Type Culture 

Collection, Manassas, Virginia. Un ejemplo de tat lines de mieloma murino es 

P3X63Ag8U.1, (ATCC CRL 1580). TamblØn se han descrito las Ilneas celulares de 

mieloma humano y heteromieloma ratón-humano para la producciOn de anticuerpos 

monoctonales humanos [Kozbor, J. ImmunoL, 1:3001 (1984); Brodeur et al., 

Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., 

New York, (1987) pp. 51-63]. 

El medio de cultivo en el cual se cultivan las cØlulas hibridoma, luego se 

pueden ensayar para determinar la presencia do anticuerpos monoclonales dirigidos 

contra DR5. Con preferencia, la especificidad de union de los anticuerpos 

monoclonales producidos por las cØlulas del hibridoma se determina por 

inmunoprecipitactOn o por un ensayo de uniOn in vitro, tal coma radioinmunoensayo 
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(RIA) o prueba de inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISA). Tales tØcnicas y 

pruebas son conocidas en el arte. La afinidad de uniOn del anticuerpo monoclonal 

puede, se puede determinar, par ejemplo, mediante el anÆlisis Scatchard de 

Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980). 

DespuØs de que las cØlulas del hibridoma se identifican, los clones se pueden 

subclonar mediante procedimientos de diluciOn limitada y crecer mediante mØtodos 

estÆndares [Goding, supral. Los medos de cultivo adecuados para este propósito 

incluye, por ejemplo, medio de Dulbecco modificado de Eagle o medio RPMI-1 640. 

Altemativamente, las cØlulas del hibridoma pueden crecer in viva como ascitis en un 

mamIfero. 

Los anticuerpos monoclonales secretados par los subclories se pueden aislar 

o purificar del medio de cultivo a fluido ascitico por procedimientos de purificaciOn de 

inmunoglobulinas convencionales tales como, por ejemplo, protelna A-Sefarosa, 

cromatografia hidroxilapatita, electroforesis en gel, diÆlisis, a cromatografla de 

afinidad. 

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar por mØtodos de ADN 

recombinantes, tales como los descritos en Is patente estadounidense No. 

4.816.567. El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aIsla fÆcilmente y 

se secuencia mediante procedimientos convencionales (par ej., par medio de 

sondas de oligonucleOtidos capaces de unirse en forma especIfica a genes que 

codifican las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos monoclonales). Las cØlulas 

del hibridoma sirven como una fuente preferida de tales ADN. Una vez que se 

aislan, el ADN se puede colocar en los vectores de expresiOri, los cuales luego se 

transfectan on cØlulas huØsped tales como cØlulas de E. coil, cØlulas de COS de 

simios, cØlulas de ovano de hamster chino (CHO) a cØlulas de mieloma que no 

producen de otra manera proteina de inmunoglobulina, pars obtener la sIntesis de 

anticuerpos monoclonales en las cØlulas huØsped recombiriantes. El ADN tambiØn 
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se puede modificar, por ejemplo, por sustitución de  Is secuencia codificadora de los 

dominios constantes de cadena ligera y pesada humana por las secuencias 

homólogas murinas, Morrison, et aL, Proc. Nat. Acad. Set 01, 6851 (1984), 0 por 

union covalente a toda Is secuencia que codifica Is inmunoglobulina o de Is 

secuencia que codifica a un polipØptido no inmunoglobulina De esta manera, los 

anticuerpos "quimericos" o "hibridos", se preparan en Is presente memoria pars 

tener Is especificidad de uniOn de un anticuerpo monoclonal anti-0R5. 

Generalmente tales polipØptidos no inmunoglobulina se sustituyen por los 

dominios constantes de un anticuerpo de Is invenciOn, o ellos se sustituyen por los 

dominios variables de un sitlo de combinación del antigeno de un anticuerpo de Is 

invenciOn pars crear un anticuerpo bivalente quimØrico que comprende un sitlo de 

combinación del antIgeno que presents especificidad para DR5 y otro sitlo de 

combinación del antigeno que presents especificidad por tin antIgeno diferente. 

Los anticuerpos quimeticos o hibnidos se preparan tamblØn in vitro mediante 

mØtodos conocidos en Is quirnica de proteinas sintØticas, que incluyen (so agentes 

de reactividad cruzada. Por ejemplo, las inmunotoxinas se pueden construir 

mediante una reacción de intercamblo de disulfuro o por formaciOn de un enlace 

tioØter. Ejemplos de reactivos adecuados pars este propOsito incluyen Iminotiolato y 

metil-.4-mercaptobutirimidato. 

Los fragmentos Fv de cadena simple tambiØn Se pueden producir, tal como 

se describe en Iliades et al., FEBS. Letters, 0:437-441 (1997). El acoplamiento de 

tales fragmentos de cadena simple mediante diversos ligantes se describe en Kortt 

et al., Protein Enineerinp, j.Q:423-433 (1997). Una variedad de tØcnicas pars Is 

producciOn de recombinantes y manipulaciOn de anticuerpos son bien conocidos en 

el ante. Ejemplos ilustrativos de las tØcnicas que emplean tipicamente los expertos 

en el ante se describen con mayor detalle a conitinuaciOn. 

(I) Anticuerpos humanizados 
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Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mÆs residuos de 

aminoÆcidos introducidos provenientes de una fuente no humana. Estos residuos de 

aminoÆcidos no humanos se mencionan con frecuencia coma residuos 

"importados", los cuales se toman generalmente de un dominlo variable "importado". 

La humanización se puede realizar esencialmente siguiendo el mØtodo de Winter y 

colaboradores [Jones et al., Nature, 1:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 

:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)], mediante Ia 

sustituciôn de CDR de roedores o secuencias CDR en las correspondientes 

secuencias de un anticuerpo humano. 

Par consiguiente, tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos 

quimØricos donde se ha sustituido menos de un domlnio variable humano intacto por 

la secuencia correspondiente proveniente de especies no humanas. En la prÆctica, 

los anticuerpos humanizados son tIpicamente anticuerpos en los cuales algunos 

residuos CDR y posiblemente algurios residuos FR se sustituyen con residuos 

provenientes de sitios anÆlogos de anticuerpos de roedores. 

Es importante que los anticuerpos humanizados retengan Is alta afinidad par 

el antigeno y otras propiedades biolOgicas favorables. Para fograr este objetivo, de 

acuerdo con un mØtodo preferido los anticuerpos humanizados se preparan 

mediante un proceso de anÆlisis do las secuencias originales y diversos productos 

humanizados conceptuales empleando modelos tridimensionales de las secuencias 

originales y humanizadas. Los modelos tridimensionales do inmunoglobulinas estÆn 

comünmente disponibles y son famiiares para los expertos en el arte. Los 

programas de computaciOn estØn disponibles e ilustran y muestran estructuras 

conformacionales tridimensionales probables de las secuencias do 

inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La inspecciôn de estas ilustraciones 

permite el anÆlisis del probable papel de los residuos en el funcionamiento do la 

secuencia de inmunoglobutina candidata, es decir el anÆlisis de los residuos que 
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influencian la capacidad de Ia inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. 

De esta manera, los residuos de FR se pueden seleccionar y combinar a partir del 

consenso y la importancia de la secuencia de manera tal que la caracterIstica 

deseada del anticuerpo, tat como alta afinidad por el antIgeno(s) blanco, se logre. En 

general, los residuos CDR estÆn involucrados sustancial y directamente para influir 

en la union con el antigeno. 

(ii) Anticuerpos humanos 

Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden fabricar por el mØtodo del 

hibridoma. Las lineas celulares de mieloma humano y heteromielorna ratôn-humano 

para la producciOn de anticuerpos monoclonales humanos han sido descritos s por 

ejemplo, por Kozbor, J. Immunol. j, 3001 (1984), y Brodeur, at aL, Monoclonal 

Antibody Production Techniques and Applications, pp,51-63 (Marcel Dekker, Inc., 

New York, 1987). 

En la actualidad es posible producir animates transgØnicos (por ej., ratones) 

que son capaces, despuØs de la inmunizaciOn, de producir un repertorio de 

anticuerpos humanos en ausencia de producciOn de inmunoglobulinas endOgenas. 

Por ejemplo, se ha descrito que la supresiOn homocigota del gen de la regiOn de 

uniOn de la cadena pesada del anticuerpo (JH) en ratones mutantes quimericos y de 

Ilnea germinal produce una inhibición completa de la producciOn de anticuerpos 

endOgenos. La transferencia de la matriz del gen de Inmunoglobulina de Ilnea 

germinal human en tal Ilnea germinal de ratOn mutante resultarÆ en la producciOn de 

anticuerpos humanos despuØs de la estimulaciOn antigOnica. Ver, por ej Jakobovits 

at al., Proc. Natl. Aced. Sci. USA 90, 2551-255 (1993); Jakobovits etal., Nature 362, 

255-258 (1993). 

Mendez at al. (Nature Genetics 15: 146-156 [1997]) han mejorado 

adicionalmente la tecnologia y han generado una lInea de ratones transgenicos 

denominados "Xenomouse II" qua cuando son estimulados con un antIgeno, 
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generan anticuerpos de elevada afinidad. Esto se logrô por integración de la Ilnea 

germinal de los locus de cadena ligera y cadena pesada de la megabase humana 

entro del ratOn con supresión en el segmento endógeno JH tat como se describiO 

anteriormente. Los Xenomouse II albergan loci de cadenas pesadas de 1.020 kb 

que contienen aproximadamente 66 genes VH, regiones OH y JH completas y tres 

regiones constantes diferentes (p y x) y tambiØn albergan loci humanos r. d 800 

kb que contienen 32 genes Vi, segmentos Jr, y genes CK. Los anticuerpos 

producidos en estos ratones se parecen mucho a los observados en seres humanos 

en todos los sentidos incluyendo Ia reorganizaciOn, ensambiaje y repertorlo gØnico. 

Los anticuerpos humanos se expresan con preferencia en anticuerpos endôgenos 

debidos a la supresion de segmentos JH endógenos que impiden la reorganizaciôn 

gØnica en el locus murino. 

Altemativamente, la tecrtologia de despliegue de fagos (McCafferty at aL, 

Nature R8, 552-553 [19901) Se puede emplear para producir anticuerpos humanos 

y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes del dominlo 

variable (V) de inmunoglobulina provenientes de donantes no inmunizados. De 

acuerdo con esta tØcnica, los genes del dominio V del anticuerpo se clonan en 

marco en genes de la proteins de cubierta mayores a menores do un bacteriofago 

filamentoso, tat como M13 o fd, y so despliegan como fragmentos de anticuerpos 

funcionales en la superficie de Ia partIcula del fago. Debido a que Ia particula 

filamentosa contiene una copia do ADN de cadena simple del genoma del fago, las 

selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo tambiØn 

produceri la selección del gen que codifica el anticuerpo que exhibe esas 

propiedades. De esta manera, el fago imita algunas de las propiedades de las 

cØlulas B. Se puede realizar el despliegue en fago en una variedad de formatos; 

para su revision ver, por ej., Johnson, Kevin S. y ChisweIt, David J., Current Opinion 

in Structural BioloQy , 564571 (1993). Varias fuentes do segmentos del gen V so 
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pueden emptear para of despliegue en fago. Clackson at aL, Nature 352, 624-628 

(1991) aislaron una matriz diferente de anticuerpos ahti-oxazolona a partir de una 

pequeæa genoteca combinatoria aleatoria de genes V derivados de los bazos de 

ratones inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes V provenientes de 

donantes humanos no inmunizados y se pueden aislar anticuerpos para una diversa 

matriz de antigenos (incluyendo aütoantigenos) siguiendo las tØcnicas descnptas 

par Marks etal., J MoL Biol. 222, 581-597 (1991), or Griffith etal., EMBQ J. 12,725-

734 (1993). En una respuest.a inmune natural, los genes del anticuerpo acumulan 

mutaciones a una alta velocidad (hipermutacióri somtica). Algunos de los cambios 

introducidos otorgarn una mayor afinidad y las cØlulas B que despliegan 

inmunogiobuilnas de superficie de alta afinidad con preferencia se replican y 

diferenciari durante la posterior estimu(ación antigØnica. Este proceso natural se 

puede imitar mediante el empleo de Is tØcnica conocida coma "trasposiciôn de 

cadenas" (Marks at aL, Bio/Technol. jQ, 779-783 [1992]). En este mØtodo, Is 

afinidad de los anticuerpos humanos "primarios" obtenidos por despliegue de fagos 

se puede mejorar mediante el reemplazo secuencial de los genes de Is region V de 

cadena ligera y cadena pesada con repertorios de variantes naturales (repertorios) 

de genes de dominlo V obtenidos de donantes no inmunizados. Esta tØcnica 

permite Is producciOn de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos con afinidades en 

el rango nM. Una estrategia para fabricar muy importantes repertorios de 

anticuerpos fago (tamblØn conocido coma Is "madre de todas las genotecas") ha 

sido descripta par Waterhouse at al., Nucl. Acids Res j, 2265-2266 (1993). La 

trasposiciôn de genes tamblØn se puede usar para derivar anticuerpos humanos de 

anticuerpos de roedores, ya que los anticuerpos humanos tienen afinidades y 

especificidades similares con los anticuerpos de roedores inicia)es. De acuerdo con 

este mØtodo, el cual tambiØn se denomina como "impresión de epitopos", el gen del 

dominlo V de cadena ligera o pesada de los anticuerpos de roedores obtenidos por 



(a tØcnica de despliegue de fagos se reem plaza con un repertorio de genes de 

dominlo V humanos, que crean quimeras roedor-humano. La selección de antigenos 

produce el aislamiento do una variable human capaz de restaurar un sitio de union 

antigenica funcional, es decir, el epitope gobiema (imprime) la elecciOn del 

compaæero. Cuando el proceso so repite con elfin de reemplazar el dominlo V de 

roedor restante, so obtiene un anticuerpo humano (ver solicitud de patente PCT WO 

93/06213, publicada el I do abril de 1993). A diferencia do la humanizaciOn 

tradicional do anticuerpos do roedores por trasplante de CDR, esta tØcnica 

proporciona anticuerpos completamente humanos, los cuales no tienen armazón o 

residuos do CDR do origen roedor. 

Tal como so discute en detalle a continuaciOri, los anticuerpos de (a invenciOn 

pueden comprender opcionalmente anticuerpos mortomØricos, dimØricos, ademÆs 

de formas multivalentes do anticuerpos. Los expertos en el arte pueden construir 

tales formas dimØricas o multivalentes por tØcnicas conocidas en el arte empleando 

los anticuerpos DR5 do la presente memoria. Los mØtodos do reparación de los 

anticuerpos monovalentes son tamblØn conocidos en el arte. Por ejemplo, un 

mØtodo incluye (a expresiOn recombinante do inmunoglobulina do cadena ligera y 

cadena pesada modificada. La cadena pesada so trunca generalmente en cualquier 

punto de la regiOn Fc de manera tal do impedir el entrecruzamiento do (a cadena 

pesada. Altemativamente, los residuos de cisteina relevantes se sustituyen con otro 

residuo de aminoÆcido o so elimina para impedir of entrecruzamiento. 

(iii) Anticuerpos biespecIficos 

Los anticuerpos biespeelficos son monoclona)es, con preferencia humanos o 

humanizados, son anticuerpos que tiene especificidad por a) menos dos antigenos 

diforentes. En el presente caso, una de las especificidades do union es por el 

receptor de DR5, el otro es por cualquier otro antIgeno, y con preferencia por otro 

receptor o subunidad de receptor. Por ejemplo, anticuerpos biespecificos que se 
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unen especiflcamente al receptor de DR5 y a otros receptores de 

apoptosisIsenalización estÆn dentro del Æmbito de la presente invenclón.  

Los mØtodos pars preparar anticuerpos biespecificos son conocidos en el 

arte. Tradicionalmente, Is producciOn recombinante de anticuerpos biespecificos se 

bass en la coexpresión de dos pares de cadenas ligera�cadena pesada de 

inmunoglobulinas, donde las dos cadenas pesadas tienen diferentes especificidades 

(Mifistein and Cueflo, Nature, 537-539 (1983)). Debido a Is distribuciOn aleatoria 

de las cadenas pesadas y ligeras de Is inmunoglobulina, estos hibridomas 

(cuadromas) prod ucen una mezcla potencial de 10 molØculas diferentes de 

anticuerpos, de las cuales solo una tiene Is estructura biespecifica correcta. La 

purificaciOn de Is molØcula corrects, Is cual se realiza usualmente por cromatografla 

de afinidad en etapas, es bastante engorrosa y los rendimientos del producto son 

bajos. Procedimientos similares se revelan en PCT solicitud de publicación No. WO 

93/08829 (publlcad el 13 de mayo de 1993), y on Traunecker et at, EMBO jQ, 3655-

3659 (1991). 

De acuerdo con un enfoque diferente y mØs preferido, los dominios variables 

de anticuerpos con (as especificidades de uniOn deseadas (sitios de combinaclOn 

antigeno-anticuerpo) se fusionan a secuencias de dominio constantes delas 

inmunoglobulinas. La fusiOn es con preferencia con un dominlo constante de cadena 

pesada de Is inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones 

bisagra, CH2 y CH3. Es preferible toner Is region constante de cadena pesada 

primero (CHI) con el sitlo necesario pars Is uniOn de cadena ligera, presente en al 

menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de las cadenas 

pesadas de Is inmunoglobulina y ci se desea Is cadena ligera de Is inmunoglobulina, 

se insertan en vectores de expresiOn separados, y se cotransfectan en un 

organismo huesped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad pars ajustar (as 

proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipØptidos en las realizaciones en 
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las que las proporciones desiguales de las tres cadenas de polipØptidos empleadas 

en la construcciOn dan rendimientos Optimos. Sin embargo, es posible insertar las 

secuencia que codifican para dos o tres cadenas de polipØptidos en un vector de 

expresióri cuando Ia expresiOn de al menos dos cadenas de polipØptidos en 

proporciones iguales producen rendimientos altos o cuando las proporciones no son 

de significanda particular. En una realizadOn preferida de este äbordaje, los 

anticuerpos biespecificos estØn compuestos de. una cadena pesada de 

inmunoglobulina hibrida con una especificidad de union primera en un brazo y un 

par de cadenas ligera-cadena pesada do inmunoglobulina hibrida (que proporciona 

una segunda especificidad de union) en el otro brazo. Se halIO que esta estwctura 

asimØtrica facijita la separaciOn del compuesto biespecIfico deseado de las 

combinaciones de cadenas do inmunoglobulina no deseadas, ya que Ia presencia 

de una cadena ligera do inmunoglobulina en dolo una mitad de la molØcula 

biespecIflca provee un forma fÆcil de separaciOn. Este abordaje se revela en PCT 

Publicacion No. WO 94/04690, publicada el 3 de marzo de 1994. 

Para detalles adicionales sobre Ia generaciOn de anticuerpos biespecificos 

ver, por ejemplo, Suresh etal., Methods in Enzvmolociyji, 210 (1986). 

(iv) Anticuerpos heteroconjugados 

Los anticuerpos heteroconjugados estÆn dentro del âmbito de  la presente 

invenciOn. Los anticuerpos heteroconjugados estÆn compuestos de anticuerpos 

unidos en forma covalente. So han propuesto tales anticuerpos, por ejemplo, para 

dirigirse a las cØlulas del sistema inmune a las celulas no deseadas (patente 

estadounidense No. 4.676.980), y para el tratamiento de la infecciOn por HIV (PCT 

publicaciOn de solicitudes Nos. WO 91/00360 y WO 92/200373; EP 03089). Los 

anticuerpos heteroconjugados se pueden fabricar mediante cualquiera de los 

mØtodos de reactividad cruzada convenientes. Los agentes do reactividad cruzada 

61 



131 

adecuados son bien conocidos en el arte, y se revelan en la patente estadounidense 

No. 4.676.980, junto con varias tØcnicas de reactividad cruzada. 

(v) Fragmentos de anticuerpos 

En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-DR5 (que incluyen 

anticuerpos murinos, humanos y humanizados y variantes de anticuerpos) es un 

fragmento de anticuerpo. Se han desarrollado varias tØcnicas para la producción de 

fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaron por 

medlo de digestiOn proteolitica de anticuerpos intactos (ver, por a].,, Morimoto at aL, 

J. Biochem. Biophys. Methods 24:107-117 (1992) y Brennan et aL, Science 229:81 

(1985)). Sin embargo, estos fragmentos se pueden producir directamente por 

cØlulas huØsped recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos Fab’-SH se pueden 

recuperar directamente de E. coil y acoplarse quimicamente pars formar fragmentos 

F(ab’)2 (Carter at aL, Bio/Tachnology 10:163-167 (1992)). En otra realizaciOn, la 

F(ab’)2 se forma mediante el cierre de leucina GCN4 para promoclonar el 

ensamblaje de la molØcula F(ab’)2. De acuerdo con otro abordaje, los fragmentos Fv, 

Fab o F(ab’)2 se pueden aistar directamente de cultivos de cØlulas huØsped 

recombinantes. Una variedad de tØcnicas para la producción de fragmentos de 

anticuerpos serØn evidentes para el profesional experto. Por ejemplo, la digestion se 

puede realizar mediante papalna. Ejemplos de digestiOn con papaina se describen 

en WO 94/29348 publicada el 12/22/94 y patente estadounidense No. 4.342.566. la 

digestiOn con papaIna de anticuerpos generalmente produce dos fragmentos de 

uniOn antigOnlca idØnticos, Ilamados fragmentos Fab, cada uno con un sitio de union 

antigØnica Unico, y un fragmento Fc residual. El tratamiento con pepsina produce un 

fragmento F(ab’)2 que presenta dos sitios de combinaciOn antigOnicos y es capaz de 

realizar reacciOn cruzada con el antIgeno. 

Los fragmentos Fab producidos en al digestiOn del anticuerpo tambiØn 

contienen los dominios constantes de la cadena ligera y el primer dominio constante 
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(CHI) do at cadena pesada. Los fragmentos Fab’ dffieren de los fragmentos Fab por 

Is adiciOn de unos pocos residuos en el carboxilo terminal del dominio de Is cadena 

pesada CHI que incluyen Una o mÆs cistelnas de Is region bisagra del anticuerpo. 

Fab’-SH es Is denominaclOn on Is presente memoria pars Fab’ en el cual los 

residuo(s) do cisteina del dominio constante presentan un grupo tilo libre. Los 

fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 so produjeron originalmente como pares de 

fragmentos Fab’ que tienen cisteinas bisagra entre ellos. TambiØn so conocen otros 

acoplamientos quimicos do fragmentos do anticuerpos. 

(vi) Variantes do secuencias do aminoÆcidos de anticuerpos 

Las variantes do secuencias do aminoªcidos do los anticuerpos DR5 so 

preparan por Is introducción do cambios do nucleótidos apropiados  on el anticuerpo 

anti-DR5 ADN, o sintesis do pØptidos. Tales variantes incluyen, por ejemplo, 

deleciones de y/o insercines en y/o sustituciones do, residuos dentro do las 

secuencias do aminoÆcidos do los anticuerpos anti-EDR5 do los ejemplos do Is 

presente memoria. Cualquier,  combinaciOn do supresion, inserción y sustituciOn so 

hace pars Itegar at final do Is!,construcciOn, con Is condiciOn que Is construcción final 

posee las caracterIsticas deØeadas. Los cambios do aminoÆcidos tamblØn pueden 

atterar los procesos post-traduccionales do los anticuerpos humanizados o variantes 

do anticuerpo anti-0R5, tat como el cambio do nómero o posiciOn de Iso sitios do 

gltcosilación. 

Un mØtodo CtiI pars Ia identificación de determinados residuos o regiones del 

anticuerpo anti-DR5 que constituyen locaciones preferidas para Is mutagOnesis se 

llama "mutagØnesis do barridô de alanina," tal como estÆ desctito por Cunningham 

and Wells Science, 244:1081-1085 (1989). Aqul, so identifican un residuo o grupo 

de residuos blanco (por ej., residuos cargados tales como arg, asp, his, lis, y glu) y s 

reemplazan por un aminoÆcido neutro o cargado negativamente (con mayor 

preferencia alanina o polialanina) pars afectar Is interacciOn de los amirioÆcidos con 
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antigeno del DR5. Estas locaciones de aminoÆcidos que demuestran sensibilldad 

funcional a las sustituciones, luego se refinan mediante introducciones adicionales u 

otras variantes a, o para los sitios de sustitución. De esta manera, mientras el sitlo 

para la introducciOn de una vanaciOn de secuencia de aminoÆcidos estÆ 

predeterminado, la naturaleza de (a mutación per se no nece&ta ser 

predeterminada. Por ejemplo, para anaHzar at rendimiento de una mutaciön en un 

sitlo dado, el banido de alanina o la mutagØnesis aleatoria se realiza en el codón o 

region blanco y se examina (a actividad deseada en las variantes de anticuerpo anti-

DR5. 

Las inserciones de secuencias de aminoÆcidos incluyen fusiones amino- yb 

carboxilo terminales con longitudes variadas que van desde un residuo a 

polipØptidos que contienen una centena o mÆs de residuos, ademØs de inserciones 

intrasecuencia de residuos de aminoÆcidos ünicos o mCiltiples Ejemplos de 

inserciones terminales incluyen un anticuerpo anti-0R5 con un residuo metionil N-

terminal o a) anticuerpo fusionado a un epitope identificado. Otras variantes 

insercionales de Is molOcula del anticuerpo anti-DR5 incluye la fusiOn a) N- o C 

terminal del anticuerpo anti-DR5 de una enzima o polipØptido o poliot el cual 

aumenta la vida media sØrica del anticuerpo. 

Otro tipo de variante es uris variante con sustituclOn de aminoÆcidos. Estas 

variantes tienen al menos un residuo de aminoÆcido en la molØcula de anticuerpo 

anti-DR5 eliminado y un residuo diferente insertado en su tugar. Los sitios de mayor 

Si il interØs para la mutagØnesis sustitucional incluyen las regiones hipervariables, pero 

tamblØn se contemplan las atteraciones de FR. Las sustituciones conservadoras se 

muestran en (a Tabla I bajo el titulo de "sustituciones preferidas". Si tales 

sustituciones producen un cambio en Is actividad biolOgica, entonces se pueden 

introducir mÆs cambios sustanciales, denominados "sustituciones ejemplares" en la 
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labia 1, o como se describen adlcionalmente a continuaciOn, en referericia a las 

clases de aminoÆcidos las secuencias, y seleccionarse los productos. 

Taba I 
Residuo Original Sustituclons 

ejempiares 
Sustituciones 
preferidas 

Ala (A) vat; leu; lie Vat 

kg (R) us; gin; asn Lis 

Asn 
( 

gin; his; asp, Its; arg Gin 

Asp (P) giu; asn Glu 

Cis (C) ser, ala Ser 

Gin (Q) asn; glu Asn 

Giu () asp; gin Asp 

Gil (G) Ala Na 

His (H) asn; gin; (is; arg kg 

Ile (I) teu; vat; met; ala; 
phe; norleucina  

Leu 

Leu (L) Norleucina; tie; vat; 
met; ala; phe  

lie 

Lis (K) arg; gin; asn ArQ 

Met (M) Ieu; phe; lie Leu 

Phe (F) ieu; val; lie; ala; tir hr 

Pro (P) Ala Ala 

Ser (S) Tr Tr 

Tr (T) Ser. Ser 

Tp (W) tir; phe hr 

Tyr (Y) trp; phe; tr; ser he 

Val V) its; leu; met; phe; 
ala; norieucina  

Leu 
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Las modificaciones sustanciales de las propiedades biológicas del anticuerpo 

se logran mediante la selección de sustituciones que difieren significativamente en 

su efecto sobre el mantenimiento (a) la estructura del esqueleto polipeptidico en el 

area de la sustitución, por ejemplo, con conformación en hoja o hØlice, (b) Is carga o 

hidrofobicidad de la molØcula en el sitio blanco, o (c) la mesa de la cadena lateral. 

Los residuos naturales se dividen en grupos basados en propiedades de la cadena 

lateral comunes: 

(1) hidrofObicos: riorleucina, met, ale, val, leu, lie; 

(2) hidrofthcos neutros: cis, ser, tr; 

(3) acidicos: asp, glu; 

(4) bÆsicos: asn, gin, his, us, arg; 

(5) residuos que infiuyen en la orientaclOn de la cadena: gIl, pro; y 

(6) aromÆticos: trp, tir, phe. 

Las sustituciones no conservadoras ocasionarÆn el intercambio de un 

miembro de una de estas clases por otras ciases. 

Cualquier residuo de cisteina no involucrado en is conservaciOn de is 

conformaciOn propia del anticuerpo humanizado o variante del anticuerpo anti-DR5 

tamblØn se puede sustituir, general mente con serina, para mejorar la estabiiidad de 

oxidación de la molØcuia e impedir el entrecruzamiento aberrante. Por el contrarlo, 

los enlace(s) de cisteIna se pueden agregar al anticuerpo para mejorar su 

estabilidad (en particular cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal 

como un fragmento Fv). 

Un tipo de variante sustitucional particularmente preferida involucra a la 

sustituciOn de los residuos de la region hipervariable de un anticuerpo original (por 

ej., un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, las variante(s) qua 

resultan seleccionadas para un desarrollo adicional mejorarn las propiedades 

biolOgicas relacionadas con el anticuerpo original del cual eilos se generaron. Una 
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manera conveniente para generar tales variantes sustitucionales es Is maduraciOn 

de afinidad mediante el despliegue de fagos. Brevemente, varios sitios de regiones 

hipervariables (por ej., 6-7 sitios) mutan para generar todas las sustituciones de 

amino posibles en cada sitlo. Las variantes de anticuerpos generados de esta 

manera se despliegan en forma monovalente a partir de particulas de fago 

filamentosas como fusiones al producto gØnico Ill del M13 empaquetadas dentro de 

cada particula. Luego se examinan la actividad biolôgica (por ej., afinidad de union) 

en las variantes desplegadas de fagos, tal como se revela en la presente memoria. 

Con el fin de identificar los sitios de la regiOn hipervariable candidata pars la 

modfficación, se puede realizar la mutagØnesis de barrido de alanina para identificar 

los residuos de la regiOn hipervariable que contribuyen en forma significativa a la 

union antigOnica. Altemativamente, o ademØs, puede ser benOfico para analizar una 

estructura cristalina del complejo anticuerpo-antigeno para identificar puntos de 

contacto entre el anticuerpo y DR5 humano. Tales residuos de contacto y residuos 

vecinos son candidatos para sustituciOn de acuerdo con las tOcnicas elaboradas en 

la presente memoria. Una vez que se generaron tales variantes, el panel de 

variantes se somete al examen tal como se describe en la presente memoria y los 

se pueden seleccioriar para desarrollo adicional. 

(vi!) GllcosllaciOn de variantes de anticuerpos 

Se glicosilaron los anticuerpos en posiciones conservadas en sus regiones 

constantes (Jefferis and Lund, Chem. Immunol. :111-128 [1997]; Wright and 

Morrison, TibTECH 1:26-32 [1997]). Las cadenas laterales de oligosacØridos de 

las inmunoglobulinas afectan las funciones de la protelna (Boyd et aL, Mol. lmmuripl. 

:1311-l318 [1996]; Wittwe y Howard, Biochem. 29:4175-4180 [1990]), y la 

interacción intramolecular entre las porciones de las glicoproteinas puede afectar la 

conformaciOn y la superficie tridimensional presentada de la glicoprotelna (Hefferis y 

Lund, supra; Wyss and Wagner, Current Opin. Biotech. 7:409-416 [1996]). Los 
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oligosacaridos pueden servir tamblØn para dirigirse a una glicoproteiria dada a 

determinadas molØculas sobre la base delas estructuras de reconocimiento 

especificos. Por ejemplo, so ha informado que en la lgG agalactosilada, el residuo 

oligosacarido se "da vuelta" del espaclo inter-CH2 y los residuos N-

acetliglucosamina terminal se vuelven disponibles para unirse a proteina do union 

con manosa (Malhotra et al., Nature Med. 1:237-243 [1995]). La eliminaciOn por 

medlo de Ia glicopeptidasa de los oligosacØridos do la CAMPATH-1 H (un anticuerpo 

IgGI minoclonal murino humanizado recombinante el cual reconoce el antigeno 

CDw52 de los linfocitos humanos) producidos por las cØlulas ovÆricas del hamster 

chino (CHO) produjo una reducción completa de  la lisis mediada por complemento 

(CMCL) (Boyd et al., Mol. Immunol. :1311-1318 [1996]), mientras que la 

ellminaciOn selectiva de residuos de Æcido siÆlico mediante neuraminidasa no 

produjo pØrdida do DMCL. TambiØn se ha informado que la glicosilaciOn de 

anticuerpos afecta la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). En 

particular, so ha informado que las cØlulas CHO con expresión regulada por 

tetraciclinas do 13(1 ,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnTIl I), una 

glicosiltransferasa quo cataliza la formaciOn do GIcNAc de bisecciOn, aumentan la 

actividad de ADCC (Umana etal., Mature Biotech. j7:176-180 [1999]). 

La glicosilaciOn de las variantes de anticuerpos son variantes en las cuales el 

patrOn de glicosilaciOn de un anticuerpo estÆ alterado. Par alteraciOn se entiende 

efiminar uno o mØs residuos de carbohidratos hallados en el anticuerpo, agregar uno 

o mØs residuos de carbohidratos al anticuerpo, cambiarla composiciOn de la 

gllcosilación (patron do gllcosilaciOn), el grado de glicosilaciOn, etc. Las variantes do 

glicosilaclOn se pueden, por ejemplo, preparar por eliminaciOn, cambio y/o adiciOn 

do uno o mÆs sitios de glicosilaciOn on las secuenclas de ªcido nucleico quo 

codifican el anticuerpo. 
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La glicosilaciôn de anticuerpos es tIpicamente N-llgada u 0-ligada. N-ligada 

se refiere a la fijación del residuo do carbohidratos a la cadena lateral de un residuo 

do asparagina. Las secuencias del tripØptido asparagina-X-serina y asparagina-X-

treonina, donde X es cualquier aminoÆcido excepto proilna, son las secuencias de 

reconocimiento pare la fljación enzimÆtica del residuo do carbohidrato a la cadena 

lateral do la asparagina. Do esta manera, la presencia de estas secuencias do 

tripØptidos en un polipØptido crea un sitlo do potencial gffcosilaciôn. La glicosilaci6n 

0-ligada se refiere a la fijación  de uno de los azCicares N-acetilgalactosamina, 

galactosa o xilosa a un hidroxiaminoÆcido, mÆs comUnmente serina o treonina, Si 

bien tamblØn so puede emplear 5-hidroxiproflna o 5-hidroxillsina. 

La adición do sitios do glicosilaciOn al anticuerpo se logra en forma 

converiiente mediante la alteraciôn de la secuencia do aminoÆcidos de manera tel 

que esta contenga uno o mÆs de las secuencias do tripØptidos antetiormente 

descritos (para los sitios de glicosilaciôn N-ligados). La alteraciôn tambiØn so puede 

realizer por medio de la adiciOn do, o sustituciOn por, uno 0 mÆs residuos do serina 0 

treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios do glicosi{aciOn 0-

Jigados). 

Las molecules do Æcido nucleico quo codifican variantes de secuencias do 

aminoÆcidos del anticuerpo anti-DR5 su preparan por medio una variedad de 

mØtodos conocidos en el arte. Estos mØtodos incluyen, pero sin Ilmitaciones, al 

aislamiento do un fuente natural (en el caso do variantes de secuencias de 

aminoÆcidos naturales) a preparaciOn par mutagØnesis mediada por 

oligonucleótidos (o dirigida al sitlo), mutagØnesis PCR y mutagØnesis por casete do 

una variante preparada mØs temprano a una version no variante del anticuerpo anti-

DR5. 

La glicosilaciOn (que incluye el patrOn do glicosilación) do anticuerpos se 

puede modificar tamblØn sin alterar la secuencia de nucleOtidos subyacentes. La 
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glicosilación depende principalmente de Is cØlula hospedera empleada para 

expresar el anticuerpo. Debido a que el tipo celular empteado para Is expresión de 

las glicoproteinas recombinantes, por ej. anticuerpos, como terapØutica potericial 

rara vez la cØlula nativa, Se pueden esperar variaciones importarites dele patrOn de 

glicosilación de estos anticuerpos (ver, por ej., Hse et aL, J. Biol. Chem. :9062-

9070 [1997]), Ademâs de Is  elecciOn delas celulas huØsped, los factores que afectan 

Is glicosllaciôn durante la producciOn de anticuerpos recombinantes incluye modo de 

crecimiento, formulaciOn del medlo, densidad del cultivo, oxigenaciOn, pH, 

esquemas purificaciOn y otros similares. Se han propuesto diferentes mØtodos para 

alterar el patron de glicosllación obtenido en un organismo huOsped particular que 

incluye Is introducciOn o sobreexpresiOn de determinadas enzimas involucradas en 

Is producciOn de oligosacÆridos (Patentes estadounidenses Nos. 5.047.335; 

5.510.261 y 5.278.299). La glicosilaciOn 0 ciertos tipos de glicosilaciOn, se puede 

eHminar erizimâticamente de la glicoproteina, por ejemplo mediante 

endoglicosidasa H (Endo H). AdemÆs, Is cØlula hospedera recombinante se puede 

construir genOticamente, por ej., fabricar deficiencias en el proceso de determinados 

polisacÆiidos. Estas y otras tOcnicas similares son bien conocidas en el arte. 

La estructura de glicosilacion de los anticuerpos se puede analizar fØcilmente 

mediante tØcnicas convencionales de anÆlisis de carbohidratos, incluyendo 

cromatografia de lectina, RMN, espectrometria de mass, HPLC, GPC, anØlisis de 

composiciOn de monosacØridos, digestiOn secuencial enzimÆtica y HPAEC-PAD, Is 

cual emplea cromatografla de intercamblo aniOnico a pH alto para separar 

oligosacÆridos sobre Is base de Is carga. Los mØtodos de liberaciOn de 

oligosacaridos con propOsitos analiticos son conocidos, e incluyen sin limitaciones, 

tratamiento enzimÆtico (realizado comtnmente mediante peptido-N-glicosidasa 

F/endo-3-gaIactosidasa), eliminaciOn mediante ambiente alcalino fuerte para Iiberar 
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principalmente estructuras 0-tigadas, y mØtodos qulmicos que emplean hidracina 

anhidra para liberar ollgosacÆridos N- y 0-ligados. 

(viii) Anticuerpos ejemplares 

La invención revelada en la presente memoria presenta varias realizaciones 

ejemplares. Una variedad de realizaciones tpicas de la invención se describen a 

continuación. Las siguientes realizaciones se ofrecen sOlo con propOsitos 

ilustrativos, y no se considera que limiten el Æmbito de la presente invenciOn de 

ningün modo. 

Tat come se describen en los siguientes Ejemplos, se han identificado varios 

anticuerpos monoclonales anti-DR5. En una realizaciOn, los anticuerpos 0R5 de (a 

invenciOn tendrn las mismas caracteristicas biolOgicas de quo cualquiera do los 

anticuerpos anti-0R5 revelados en forms especifica en la presente memoria. 

El tOrmmno "caracteristicas biolOgicas" so emplea para referirse a las 

actividades o propiedades in vitro y/o in vivo del anticuerpo monoclonal, tat como la 

capacidad de unirse especIficamente a DR5 o bloqusar, inducir o aumentar la 

activación do DR5 (o actividades relacionadas con DR5). Las propiedades y 

actividades do los anticuerpos DR5 so describen adicionalmente en los slguientes 

ejemplos. 

Opcionalmente, los anticuerpos monoclonales de la presente invenciôn 

tendrØn las mismas caracteristicas biolOgicas que los anticuerpos 16E2 o cualquiera 

de los anticuerpos enumerados en las Tablas 11-13, y10 so unen a los mismos 

epItope(s) como anticuerpos 16E2, o cualquiera do los anticuerpos enumerados en 

las Tablas 11-13, en particular Apomab 7.3 o Apomab 8.3. Esto se puede determinar 

mediante Is realizaciOn do diferentes ensayos, tat como se describe en la presente 

memoria y en los Ejemplos. Por ejemplo, para determinar at un anticuerpo 

monoclonal tiene la misma especificidad quo los anticuerpos DR5 mencionados 

especificamente en la presente memoria, se puede comparar su actividad an 
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ensayos competitivos do uniOn o ensayos de inducciOn de apoptosis, tales como los 

descritos en los Ejemplos siguientes. Ademâs, se puede determinar un epitope at 

cual se une un anticuerpo anti-DR5 particular por un estudlo de cristalograffa del 

complejo entre DR5 y el anticuerpo en cuestiOn. 

Por consiguiente, un estudio de cristalografia de rayos X del complejo entre 

el fragmento Fab de Apomab 7.3 y el dominlo extracelutar de DR5 demostrO que 

Apomab 7.3 se une at epitopo do DR5 que se superpone con, o difiere del sitlo de 

uniOn de Apo2LPrRAIL en el receptor de DR5. 

Los anticuerpos humanos, quimericos, hIbridos o recombinantes anti-DR5 

(ademÆs de, por ejemplo, diacuerpos o tricuerpos descritos en la presente memoria) 

puede comprender un anticuerpo que tiene cadenas ligeras y pesadas de longitud 

completa o sus fragmentos, tat como un fragmento Fab, Fab’, F(ab’)2 o Fv, un 

monómero o dimero de tat cadena tigera a pesada, una cadena simple Fv on el cual 

las cadena(s) pesadas o ligeras se unen por una motØcula conectora, 0 tienen 

dominios variables (o dominios hipervariable) de tales cadena(s) ligeras o pesadas 

combinadas con otros tipos dominios de anticuerpos. 

Los anticuerpos DR5, tal como se describe en la presente memoria, 

opcionalmerite poseerØ uno o mØs actividades o propiedades biolOgicas deseadas. 

Tales anticuerpos DR5 pueden incluir pero sin limitaciones anticuerpos quimØricos, 

humanizados, humanos y de afinidad madura. Tel coma so describió anteriormente, 

los anticuerpos DR5 so pueden construir o diseæar mediante varies tØcnicas pare 

lograr estas actividades o propiedades deseadas. En una realizaciOn, el anticuerpo 

DR5 tendrÆ una afinidad de uniOn at receptor DR5 de at menos 105 M1, con 

preferencia al menos en el rango de 106 M1 a 107 M1, con mÆs preferencia, at 

menos en el rango do 108 M1 a 1012 M1 y aun con mØs preferencia al menos en of 

rango do 109 M1 a 1012 M1. La afinidad de uniOn at anticuerpo 0R5 se puede 

determinar sin excesiva experimentaciôn por examen del anticuerpo DR5 de 
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acuerdo con Ia tØcnicas conocidas en el arte, que incluyen anÆlisis Scatchard (ver 

Munson et al., supra). 

En otra realización, el anticuerpo DR5 do la invención se puede unir at mismo 

epitope de DR5 al cual so une Apo-2L a unirso at epitope do DR5 el cual coincide o 

so superpone con el epitope do DR5 at cual so une Apo-2L, coma por ejemplo, el 

anticuerpo denominado 7.3. El anticuerpo DR5 puede interactuar tambiØn de 

manera tat de crear una conformaciOn estØrica que impide la union del ligando Apo-

2 a DR5. Coma so indicô anteriormente,  la propiedad de union at epitope de un 

anticuerpo DR5 do la presente invenciOn se puede determinar mediante tØcnicas 

conocidas en el arte. Por ejemplo, el anticuerpo 0R5 se puede examinar en un 

ensayo in vitro, tal como un ensayo do inhibiciOn do competiciOn, para determinar la 

capacidad del anticuerpo 0R5 para bloquear a inhibir la union de Apo-21- a DR5. 

Opcionalmente, el anticuerpo 0R5 so puede examinar en un ensayo de inhibiciOn 

competitiva para determinar Ia capacidad del anticuerpo DR5 para inhibir la uniOn do 

un polipØptido Apo-21- a una construcciOn 0R5-I9G o a una cØluta que expresa DR5. 

Opcionalmente, el anticuerpo DR5 serÆ capaz de bloquear o inhibir Ia uniOn do Apo-

2L a DR5 en at menos et 50%, con preferencia on at menos 75% y aun con mØs 

preferencia en at menos 90%, Ia cual se puede determinar, a modo de ejemplo, en 

un ensayo de inhibiciOn competitiva in vitro quo emplea una forma soluble del 

ligando Apo-2 (TRAIL) (tat como la secuencia do dominio extracelutar 114-281 

descripta en Pitti et al., J. Blot. Chem., supra, tambiØn referida como Apo2L,0) y una 

ECD-lgG DR5. La propiedad de uniOn at epitope de un anticuerpo DR5 so puede 

determinar tambiØn mediante ensayos in vitro para examinar la capacidad del 

anticuerpo DR5 para bloquear Ia apoptosis inducida por Apo-21., o por estudios 

cnstalogrÆficos. 

En una realizaciOn adicional, el anticuerpo 0R5 comprenderÆ un anticuerpo 

agonista que tiene actividad comparable at ligando Apo-2 (TRAIL). Con preferencia 
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un anticuerpo DR5 agonista induce apoptosis en at menos un tipo de cancer o linea 

celular tumoral o tumor primaro. La actividad apoptótica de un agonista del 

anticuerpo DR5 se puede determiner mediante ensayos in vitro o in vivo conocidos. 

Ejemplos de una variedad de tales ensayos in vitro e in vivo son bien conocidos en 

el arte. In vitro, la actividad apoptótica se pude determinar mediante tØcnicas 

conocidas tales como uniOn a Anexina V. In viva, la actividad apoptOtica se pude 

determinar, par ej., por mediclón de  la reducciôn de la  masa o volumen tumoral. 

Coma se indicO anteriormente, los anticuerpos revelados en la presente 

memoria tiene varias propiedades que incluyen la capacidad para modular ciertas 

interacciones y/o procesos flsiolOgicos. Tat como se muestra en los siguientes 

ejemplos, los anticuerpos revelados en la presente memoria son capaces de inducir 

la apoptosis mediada por DR5 y demuestran propiedades antitumorales potentes e 

varios modelos de xenoinjerto murino de cancer. En una realización especifica de la 

invenciOn, la actividad agonistica del anticuerpo se aumenta por reactividad cruzada 

de los anticuerpos con Fc de IgO anti-humana. En una reallzaciOn preferida de Ia 

invención, esta apoptosis aumentada es comparable con la actividad apoptótica de 

Apo-2L. 

Realizaciones adicionales de la invenciOn inctuyen un anticuerpo receptor 

anti-DR5 revelado en la presente memoria, el cual se une a uno o mÆs polImeros no 

proteinÆceos seleccionados del grupo quo consiste en polietilenglicol, 

polipropilenglicol, y polioxialquileno. En una realizaciOn altemativa, un anticuerpo 

receptor ant-DR5 revelado en la presents memoria, se une a un agents citotOxico o 

enzima. En otra real izaciôn, un anticuerpo receptor anti-DR5 revelado en la presente 

memoria, se une a un radioisOtopo, un compuesto fluorescente 0 un compuesto 

quimioluminiscente. Opcionalmente, un anticuerpo receptor anti-DR5 revelado en Ia 

presente memoria, estÆ glicosilado o altemativamente no glicosilado. 
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Tal como se expone en detalle a continuación, los anticuerpos de Ia invención 

se pueden emplear en una variedad de mØtodos de modulación de procesos 

fisiologicos. Una de tales reallzaciones de la invenciOn incluye un mØtodo para 

inducir apoptosis en cØlulas en cØlulas de mamiferos que comprenden cØlulas de 

mamiferos que expresan al receptor de DR5 en una cantidad terapØuticamente 

efectiva de un anticuerpo monoclonal del receptor anti-DR5 aislado, que comprende 

un anticuerpo que se une a un receptor DR5 que se muestra en las Figuras 3A-3C 

(411 aminoÆcidos) o Figuras 4A-4C (440 aminoâcidos), especialmente su dominio 

extracelular. En tales mØtodos las cØlulas de mamiferos son tIpicamente cØlulas 

cancerosas. En realizaciones preferidas, el anticuerpo receptor anti-DR5 empleado 

en estos mØtodos es un anticuerpo Apomab descrito en los siguientes Ejemplos tal 

como un anticuerpo Apomab 7.3 o Apomab 8.3. 

En otra realizaciOn de Ia invenciOn es un mØtodo de inducciôn de apoptosis 

en cØlulas de mamiferos que comprenden la exposiciOn de cØlulas de mamiferos 

que expresan of receptor de DR5 en una en una cantidad terapØuticamente efectiva 

de un anticuerpo monoclonal del receptor anti-DR5 aislado, que comprende un 

anticuerpo que se une a un receptor DR5 tal como se definiô  anteriormente en la 

presente memoria o su dominio extracelular. 

3. Triacuerpos 

Los triacuerpos estÆn tambiØn dentro del Æmbito de la invenciôn. Tales 

anticuerpos se describen por ejemplo en Iliades et al., supra and Kortt et al., supra. 

4. Otras modificacions 

Otras modificaciones de los anticuerpos DR5 estØn contempladas en la 

presente memoria. Los anticuerpos de la presente invenciôn se pueden modificar 

por conjugación del anticuerpo a un agente citotôxico (como una molØcula de toxina) 

o una enzima activadora del profØrmaco que convierte Ia profârmaco (por ef., un 

agente quimioterapØutico peptidilo, ver W081/01145) a un fÆrmaco anticancerosos 
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activo. Ver, por ejemplo, WO 88/07378 y patente estadounidense No. 4.975278. 

Esta tecnologa tamblØn se denomina "terapia de profÆrmaco mediada por enzima 

dependiente del anticuerpo" (ADEPT). 

La enzima componente del inmunoconjugado Util para ADEPT incluye 

cualquiera de las enzimas capaces de actuar sobre un profÆrmaco de manera tal de 

convertirlo en su forma citotóxica mâs activa. Enzimas ütiles para el mØtodo de esta 

invenciOn incluyen, pero sin limitaciones a fosfatasa alcahna Util para convertir 

profØrmacos que contienen fosfato en fØrmacos fibres; arilsulfatasa ütll para convertir 

profÆrmacos que contienen sulfato en fÆrmacos fibres; citosina deaminasa util para 

convertir 5-fluorocitosina no tóxica en un fârmaco anticancerosos, 5-fluorouradilo; 

proteasas tal como proteasa de serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasa y 

catepsinas (tal como catepsinas B y L), que son ütiles para convertir profÆrmacos 

que contienen pØptidos on fÆrmacos libres; caspasas tal como caspasa-3; ID-

alanilcarboxipeptidasas, ütiles para convertir profÆrmacos que contienen 

sustituyentes de D-aminoÆcidos; enzimas que escinden carbohidratos tales como 

beta-galactosidasa y neuraminidasa ütfles para convertir profarmacos glicosilados 

en fÆrmacos libres; beta-lactamasa ótil para convertir fÆrmacos derivados con beta-

lactamas en fØrmacos fibres; y peniclina amidasas, tal como penicilina V amidasa 0 

penicilina 0 amidasa, ütil para convertir fÆrrnacos derivados a sus nitrógenos de 

amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en fÆrmacos fibres. 

Altemativamente, los anticuerpos con actividad enzimÆtica, tambiØn conocidas en el 

arte como "aczimas", se pueden emplear para convertir los profÆrmacos de la 

invenclón en fÆrmacos activos fibres (ver, por ej. Massey, Nature 328: 457-458 

(1987)). Los conjugados enzima-anticuerpo se pueden preparar tal como se 

describe en (a presente memoria para administraciOn de (a aczima a una poblaciOn 

de cØlulas tumorales. 
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Las enzimas se pueden unir on forma covalente a los anticuerpos mediante 

tØcnicas conocidas en el arte tat como el empleo de reactivos de reactividad cruzada 

heterobifuncionales. Altemativamente las proteinas de fusiOn que comprenden at 

menos, la regiOn de uniOn antigØnica de un anticuerpo de la invenciOn Ilgado at 

menos a una porciOn funcionalmente activa de una enzima de la invenciOn, se 

pueden construir mediante tØcnicas de ADN recombinante bien conocidas en el arte 

(ver, por ej.,, Neuberger etal., Nature, 312: 604-608 (1984). 

Se contemplan tambien modificaciones de anticuerpos. Por ejemplo, el 

anticuerpo se puede ligar a uno de una variedad de polimeros no proteinÆceos, par 

ej., polietilenglicol, polipropilenglicol, polio)(ialquilenos, o copotimeros de 

pofleti(englicol y polipropUenglicoL El anticuerpo tambiæen se puede capturar en 

microcÆpsulas preparadas por ejemplo, par tØcnicas de coacervaciOn a por 

pollmerizaciOn interfacial (por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcàsulas de 

gelatina y poli-(metilmetacritato) microcÆpsutas, respectivamente), en sistemas de 

administraciOn de fÆrmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de 

atbümina, microemulsiones, nano-particulas y nanocÆpsulas), o en 

macroemulsiones. Tales tØcnicas se revelan en Remington’s Pharmaceutical 

Sciences, 16th edition, Oslo, A., Ed., (1980). PATRA aumentar la vida media del 

anticuerpo, se puede incorporar un epItope de uniOn al receptor de rescate en el 

anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) tat como se describe en la 

patente estadounidense 5.739.277, par ejemplo. Tat como se emplea en la presente 

memoria, el tØrmino Il epitope de uniOn at receptor de rescate" se refiere a un 

epitope de la region Fc de una motØcula de IgG (par ej.,, lgG1, 1g02, tgG3, o IgG4) 

que es responsable del aumento in viva de la vida media sØrica de la molØcula de 

tgG. 

Los anticuerpos anti-DR5 revelados en la presente memoria se pueden 

formular tamblØn como inmunoliposomas. Los Ilposomas que contienen el 
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anticuerpo se prepara par mØtodos conocidos en el arte, tat como so describe en 

Epstein et al., Proc. NatL Acad. Sc!. USA 82:3688 (1985); Hwang et at., Proc. Nat! 

Acad. Sd. USA 77:4030 (1980); y patentes estadounidenses Nos. 4.485.045 y 

4.544.545. Los liposomas que aumentan el tiempo do circulación se revelan en la 

patente estadounidense No. 5.013.556. Liposomas particularmente ütlles se pueden 

generar por el mØtodo de evaporacIOn en fase reversa con una composición lipidica 

quo comprende fosfatidilcotina, colesterol y fosfatidiletanolamina PEG-

derivatizadoa(PEG-PE). Los liposomas se extruden a travØs do filtros de tamaflo de 

poro definido pars producir liposomas con el diÆmetro deseado. Los fragmentos 

Fab’ del anticuerpo de la presente invención se puede conjugar a los liposomas tat 

como se describe en Martin et al., J. Biol. Chem. 257:286-288 (1982) por medlo de 

una reacciOn de intercamblo de disulfuro. Un agente quimioterapØutico (tal como 

doxorrubicina) estÆ contenido opcionalmente dentro del liposoma, Ver Gabizon et 

al., J. National Cancer lnst, 81(19): 1484 (1989). 

Los anticuerpos de la hwención incluyen anticuerpos DR5 de "reactividad 

cruzada". El tØrrnino "reactividad cruzada" tat como so emplea en la presente 

memona se refiere a la uniOn de at menos dos molØculas de lgG juntas para fomiar 

una (0 ünica) molØcula. Los anticuerpos 0R5 se puede reaccionar on forma cruzada 

empleando diferentes motØculas conectoras, con preferencia los anticuerpos DR5 

reaccionan en forms cruzada empleando una molOcuta anti-IgO, complemento, 

modificaciOn quImica o ingenierla molecular. Los expertos en el arte apreciarØn quo 

el complemento tierie una afinidad retativamente alta con las molØculas do 

anticuerpo una vez que los anticuerpos so unen a la membrana superficial de la 

cØlula. Por consiguiente, se considers que el complemento se puede emplear como 

molØcula con reactividad cruzada para unirse a dos o mÆs anticuerpos anti-DR5 

unidos a la membrana superficial cetular. 

78 



115 

S 

5. MØtodos recombinantes 

Esta invenciôn tamblØn proporciona Æcidos nucleicos aislados que codifican 

los anticuerpos DR5 tal como se revela en la presente memoria, vectores y cØlulas 

huØsped que comprenden el Æcido nucleico y las tØcnicas recombinantes pars Is 

producción del anticuerpo. 

Para la producciOn recombinante del anticuerpo, se aisla el Øcido nucleico 

codificador y se inserta en un vector replicable para su clonaciôn  posterior 

(amplificación del ADN) o pars expresiOn. El anticuerpo codificador de ADN se aisla 

fÆdflmente y se reaHza Is secuenciaciôn mediante procedimientos convericionales 

(por ef.,, por medio de sondas de ollgonucleôtidos que se pueden unir 

especificamente a genes codificadores del anticuerpo). Existen muchos vectores 

disponibles. Los componentes del vector generalmente incluyen, pero sin 

limitaciones a, uno o mÆs de los siguientes: una secuencia seæal, un origen de 

replicaciOn, uno o mØs genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y 

una secuencia de terminaclOn de transcripciôn. 

Los mØtodos de la presente memoria incluyen mØtodos para la producciOn de 

anticuerpos anti-DR5 quimØricos o recombinantes, los cuales comprenden los pasos 

de provision de un vector que comprende un secuencia de ADN que codifica un una 

cadena ligera o pesada (o ambas cadenas ligera y pesada del anticuerpo anti-DR5, 

transfecck5n pars transformaciOn de una cØlula hospedera con el vector, y cultivo de 

la(s) cØlula(s) huØsped bajo condiciones adecuadas pars producir el producto del 

anticuerpo anti-DR5 recombinante. 

(1) Componente de Ia secuencia sefial 

El anticuerpo anti-DR5 de esta invenciOn se puede producir en forms 

recombinante no solo directamente, sino tambiØn como un polipØptido de fusiOn con 

un polipØptido heterologo, el cual es con preferencia una secuencia seæal u otro 

polipØptido que tiene un sitlo de ruptura especIfico en el N-terminal de la proteins 
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madura o polipØptido. La secuencia de seæal heterôloga seleccionada con 

preferencia es una que sea reconocida y procesada (es decir, desdoblada por una 

seæal peptidasa) por la cØlula hospedera. Para las cØlutas huØsped procariotas que 

no reconocen y procesan la secuencia seæal del anticuerpo nativo, la secuencia 

sefial se sustituye con una secuencia seæal procariOtica seleccionada, por ejemplo, 

del grupo de fosfatasa alcalina, penicilinasa, lpp, o Ilderes de enterotoxina 

termoestable II. En la secreciOn en levaduras, la secuencia seæal nativa se puede 

sustituir con, por ej, lider de invertasa de levaduras, Ilder de factor a (incluyendo 

lider de factor a do Saccharomyces y Kluyveromyces), o lider de fosfatasa Æcida, 

lider de glucoamilasa de a albicans o Is seæal descripta en WO 90/13646. En la 

expresiOn en cØlulas de mamiferos, estØn disponibles las secuencias seæal do 

mamIferos, ademØs de los lideres secretorios virales, como por ejemplo, la seæal del 

herpes simplex gD.. 

El ADN para tal regiOn precursora so liga en el marco de lecture tire al 

anticuerpo codificador del ADN. 

(ii) Componente del origen de repiIcaciOn 

Tanto los vectores de expresiOn como los de clonación contienen una 

secuencia de Æcido nucleico quo perniite al vector repticarse on una a mÆs cØlulas 

huØsped. Generalmente, en los vectores do clonaciOn, esta secuencia es la que 

permite quo el vector so replique independientemente del ADN cromosOmico del 

huØsped e incluye origenes de replicaciOn o secuencias do repllcaciOn autOnomas. 

Tales secuencias son bien conocidas en una variedad de bacterias, levaduras y 

virus. El origen do replicaciOn del plÆsmido pBR322 es adecuado para la mayoria 

do las bacterias Gram-negatives, El origen del plÆsmido do 2g es adecuado para 

levaduras, y vanos origenes virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son 

ütiles para los como vectores de clonaciOn en cØlulas de mamIferos. Generalmente, 

el componente del origen do replicaciOn no so necesita para los vectores do 
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expresiôn en mamiferos (el origeri SV40 so puede emptear normatmente solo si este 

contiene el promotor midst). 

(iii) Componente del gen de se!ecciOn 

Los vectores de expresión y clonaciOn pueden contener un gen do selecciôn, 

tambiØn mencionado un marcador seleccionable. Los genes do setección tIpicos 

que codifican protelnas que (a) otorgan resistencia a aritibióticos u otras toxinas, por 

ef., ampicitina, neomicina, metotrexato, o tetracidllna, (b) deficiencias auxotrôficas do 

complemento, o (c) aportan nutrientes crIticos no disponibles a partir do un medlo 

comptejo, pore]., et gen quo codifies la D-atanina racemasa para Bacilli. 

Un ejemplo do un esquema de selecciOn emplea un fÆrmaco para detener at 

erecimiento de una cØlula hospedera. Las celulas que se transforman con Øxito con 

un gen heterólogo producen una proteina quo confiere resistencia at fÆrmaco y do 

esta manera sobrevive at regimen de setección. Ejemplos do tat setecciôn 

dominante emplean los fØrmacos neomidina, âcido micofenôflco e higromicina. 

Otro ejemplo do marcadores seteccionables adecuados para cØlutas do 

mamiferos son los quo permiten identificar cØtutas competentes pars Ilevar et Æcido 

nucleico del anticuerpo, tat como DHFR, timidina quinasa, metatotioneIna-t y-It, con 

preferencia genes de metalotionelna do primate, adenosina desaminasa, ornitina 

descarboxitasa, etc. 

Por ejemplo, las cØlulas transformadas con el gen do setecciön DHFR se 

identifican primero mediante el cultivo de todos los transforrnantes en un medio de 

cultivo que contiene metotrexate (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. Una 

cØlula hospedera apropiada, cuando so emplea DHFR de tipo satvaje es (a Rnea de 

cØlulas do ovarlo de hamster chino (CHO) deficiente en la actividad de DHFR. 

Alternativamente, las cØtulas huØsped (particularmente las huØsped do tipo 

salvaje que contienen DHFR endOgenos) se transforman o co-transforman con 

secuendas de ADN codificadoras del anticuerpo anti-DR5, proteins DHFR tipo 
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salvaje y otro marcador seleccionable tal como aminogllcósido 3’-fosfotransferasa 

(APH) se puede seleccionar por crecimiento celular en un medio que contiene un 

agents de selecciôn para el marcador seleccionable tal corno un antibiôtico 

aminoglicosIdico, por ef., canamicina, neomicina o G418. ver patents 

estadounidense No. 4.965.199. 

Un gen de selección adecuado para empleo en levaduras es el gen trpl 

presente en el plasmido de levadura YRp7 (Stinchcomb et aL, Nature, 282:39 

(1979)). El gen trpl proporciona un marcador de selección para una cepa mutants 

de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptofano, por ejemplo, ATCC 

No. 44076 o PEP41. Jones, Genetics, 85:12 (1977). La presencia de la lesion trpl 

en el genoma de la cØtula hospedera de levadura, tuego proporciona un ambiente 

efectivo para detectar transformaciôn por medio del crecimiento en ausencia de 

triptofano. En forma similar, las cepas de levaduras deficientes en Leu2st (ATCC 

20.622 o 38.626) se complementan mediante plÆsmidos conocidos que portan el 

gen Leu2. 

AdemØs, los vectores derivados del plØsmido circular pKDI de 1,6 pm se 

pueden emplear para la transformaciOn de levaduras de Kluyveromyces. 

Alternativamente, un sistema de expresión para producción en gran escala de 

quimosina recombinants de ternero fue informado por K. Iactis. Van den Berg, 

Bio/Techno!ogy, 8:135 (1990). TamblØn se han revelado los vectores de expresiOn 

multicopia estables para Ia secreciôn de albómina sØnca humana recombinaante 

madura mediante cepas industriales de Kluyveromyces. Floor et at., 

Bio/Technology, 9:968-975 (1991). 

(iv) Componente promotor 

Los vectores de expresión y clonaciOn usualmente contienen un promotor 

que es reconocido por el organismo huØsped y estâ unido operativamente at Æcido 

nucleico del anticuerpo. Los promotores adecuados para emplear en cØlula 
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procariOticas incluyen el promotor phoA, sstema promotores de 3-lactamasa y 

lactosa, fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptofano (trp, y promotores de 

hIbridos tal como el promotor tac. Sin embargo, otros promotores bacterianos 

conocidos son adecuados. Los promotores para empleo en sistemas bacterianos 

tambiØn contendrân  la secuencia Shine-Dalgamo (S.D.) unida operativamente al 

AND codificador del anticuerpo anti-DR5. 

Se conocen secuencias promotoras para los eucariotes. En virtud, todos los 

genes eucariOticos tienen una regiOn rica en AT localizada aproximadamente 25 a 

30 bases secuencia arriba del sitlo donde se inicia la transcripciOn. Otra secuencia 

hallada 70 a 80 bases secuencia arriba del comienzo de la transcripción de muchos 

genes es uria region CNCAAT donde N puede ser cualquier nucleOtido. En of 

extremo 3’ de Ia mayoria de los genes eucariOticos estÆ la secuencia AATAA.A que 

puede ser la seflal para la adiciOn de la cola poll A al extremo 3’ de la secuencia 

codificadora. Todas estas secuencias son insertadas de manera adecuada en 

vectores de expresiOn eucariOticos. 

Ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para el empleo con los 

huØspedes levaduras incluyen los promotores para 3-fosfoglicerato quinasa U otras 

enzimas glicoliticas, tal como enolasa, gliceraldehIdo-3-fosfato deshidrogenasa, 

hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucose-6-fosfato 

isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, 

fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa. 

Otros promotores de levaduras, los cuales son promotores inducibles que 

tienen la ventaja adicional de transcripclOn controlado por condiciones de 

crecimiento son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2, 

isocitocromo C, fosfatasa Æcida, enzimas degradantes asociadas con el 

metabolismo del nitrôgeno, metalotiorielna, gliceraldehdo-3-fosfato deshidrogenasa 

y enzimas responsables de la utilización de maltosa y galactosa. Los vectores 

1*] 
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adecuados y promotores para empleo en la expresión en levaduras se describen 

adicionalmente en EP 73,657. Los potenciadores de levaduras tamblØn se emplean 

ventajosamente con promotores de levaduras. 

La transcripción del anticuerpo anti-DR5 de los vectores en cØlulas huØsped 

de mamiferos se controla, por ejemplo, mediante promotores obtenidas a partir de 

los geriomas de virus tales como virus polioma, virus de varicela (tal como 

Adenovirus 2), virus del papiloma humane, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, 

un retrovirus, virus de hepatitis-B y con mayor preferencia el virus 40 simlo (8V40), 

de promotores mamIferos heterólogos, por ej., el promotor de actlna o 

inmunoglobulina, de promotores de choque tØrmico, con Ia coridición de que tales 

promotores sean compatibles con los sistemas de las celulas huØsped. 

40 Los promotores iniciales y finales del virus SV40 se obtiene 

convenientemente coma un fragmento de restricción SV40 que tamblØn contiene el 

origen de replicación viral SV40. El promotor inicial inmediato del citomegalovirus 

humano se obtiene convenientemente coma un fragmento de restricciOn Hindill E. 

Un sistema para expresiOn de ADN en huespedes mamiferos que emplean virus del 

papiloma bovino como vector se revela en la patente estadounidense No. 4.419.446. 

Una modificación de este sistema se describe en la patente estadounidense al of 

No. 4.601.978. Ver tamblØn Reyes at at, Nature 297:598-601 (1982) sobre 

expresiôn de ADNc de -interferOn humano en cØlulas de ratón bajo el control deun 

promotór de timidiria quinasa de virus herpes simplex virus. Altemativamente, Ia 

unidad de repetición terminal larga del virus de sarcoma Rous se puede emplear 

como promotor. 

(v) Componente do/ elemento potenc!ador 

La transcripciOn de un ADN codificador del anticuerpo anti-DR5 de esta 

invenciOn en eucariotes superiores con frecuericia se aumenta mediante Is inserción 

de una secuencia potenciadora en el vector. En la actualidad se conocen muchas 
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secuencias potenciadoras de genes de mamIferos (globina, elastasa, albümina, (X-

fetoprotemna, e insulina). Generalmente, sin embargo, Se emplearâ un potenciador 

de virus celutar eucarlota. Los ejemptos incluyen el potenciador SV40 en el lado final 

del ongen de replicaciôn (100-270 bp), el potenciador del promotor inicial del 

citomegalovirus, el potenciador del polioma en 01 lado final del origen de replicaciOn, 

y potenciadores de adenovirus. Ver tambiØn Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) sobre 

elementos potenciadores para la activación de promotores eucariôticos. El 

potenciador se puede cortar y empalmar en el vector on la posiclón 5’ o 3’ a la 

secuencia codificadora del anticuerpo, pero con preferencia localizado en el sitlo 5’ 

del promotor. 

(vi) Componente de terminación de transcripciOn 

Los vectores de expresión empleados en cØlulas huØsped eucarOticas 

(levaduras, hongos, insectos, plantas, animales, sores humanos o celulas nucleadas 

de otros organismos multicelulares) tamblØn contendrÆn secuencias necesarias para 

la terminaciOn de transcripciOn y la estabilización del ARNm. Tales secuencias estÆn 

disponibles a partir de [as secuencias 5’ y ocasionalmente 3’, regiones sin traducciOn 

do ADN o ADNc virales o eucariotas. Estas regiones contienen segmentos de 

nucleOtidos transcriptos como fragmentos poliadenilados en al porciôn sin traducciOn 

del ARNm codificador del anticuerpo multivalente. Un componente de terminaciOn 

de transcripciOn Util es la region de poliadenilaciOn de la hormona de crecimiento 

bovino. Ver W094111026 y el vector do expresión se revelan en at presente 

memoria. 

(vii) SelecciOn y transformación do cØlulas huØspedes 

Las cØlulas huespedes adecuaclas para la clonaclón o expresiOn del ADN en 

los vectores de la presente memoria son las cØlulas procariOticas, levaduras, or 

celulas eucariotes superiores descriptas antenormente. Los procariotes adecuados 

para este propósito incluyen eubacterias, tal como organismos Gram-negativos o 
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Gram-positivos, par ejemplo, Enterobacteriaceae tat como Escherichia, por ej.,, E. 

coil, Enterobacter, Eiwinia, Kiebsielia, Proteus, Salmonella, por ej.,, Salmonella 

typhimurium, Serratia, por a].,, Serratia marcescans, y Shigella, ademÆs Bacilli tat 

coma B. subtilis y B. licheniformis (por ej.,, B. ileheniformis 41 P revetados en DD 

266.710 publlcada el 12 de abril de Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y 

Streptomyces. Un huØsped de clonaciOn de E. coil preferido es E. coil 294 ATCC 

31.446), si bien otras cepas tales coma E. coil B, E. coil X1776 (ATCC 31,537), y E. 

coil W31 10 ATCC 27.325) son adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos y no 

limitantes. 

AdemÆs de los procariotes, los microbios eucarióticos tales como hongos 

� filamentosos a levaduras son adecuados o huØspedes de expresiOn para los 

vectores codificadores del anticuerpo DR5. La Saccharomyces cerevisiae, a 

levadura de panaderla comOn, es la mØs comünmente empleada entre los 

microorganismos do huØspedes eucariOticos inferiores. Sin embargo, varios 

generos, especies, y cepas estÆn comtnmente disponibles y ütiles on  Is presente 

memoria, tat como Sch!zosaccharomyces pombe; huØspedes K(uyveromyces tales 

como, por ej.,, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. buigaricus (ATCC 16.045), K. 

wickeramli (ATCC 24.178), K. waitil (ATCC 56.500), K. drosophiiarum (ATCC 

36.906), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoiis 

(EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora erassa; 

Schwanniomyces tat como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos 

tales como, por of., huØspedes Neurospora, Penicililum, Toiypociadium, y 

Aspergiiius tales coma A. nidulans y A. niger. 

Las cØlulas huØspedes pare la expresiOn del anticuerpo gilcosilado sederivan 

de organismos multicelutares. Ejemplos de cØlulas invertebrados incluyen cØlutsa 

vegetates y do insectos. Se han identificado numerosas cepas y variantes 

baculovirales y las cØlulas huØsped de insectos permisivos correspondientes de 

M. 
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huØspedes tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), 

Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de Ia fruta), y 

Bombyx mon. Una variedad de cepas virales para la transfecciôn estân disponibles 

pibllcamente, por ej., la variante L-1 del Autographa califomica NPV y la cepa Bm-5 

de Bombyx mori NPV, y tales virus se pueden emplear como virus en la presente 

memoria de acuerdo con la presente invenciOn, particularmente por transfección de 

las cØlulas Spodoptera frugiperda. 

Los cultivos de cØlulas vegetales de algodOn, maIz, papa, soja, petunia, 

tomate y tabaco se pueden emplear como huØspedes. 

Sin embargo, el interØs ha sido mayor en las cØlulas de vertebrados, y la 

propagación de cØlulas de vertebrados en cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido 

S en un procedimiento de rutina. Ejemplos de lineas celulares huØspedes de 

mamiferos itiles son Imneas celulares CVI de riæón de mono transformados por 

SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de riæôn embriónico humano (cØlulas 293 o 

293 subclonadas el crecimiento en cultivo en suspension, Graham at al., J. Gen 

Vim!. 36:59 (1977)); celulas renales de hamster bebØ (BHK, ATCC CCL 10); cØlulas 

de ovarlo de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub at al., Proc. Natl. Aced. Sc!. USA 

77:4216 (1980)); cØlulas de sertoli en ratón (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 

(1980)); cØlulas de riæOn de mono (CVI ATCC CCL 70); cØlulas de riæOn de mono 

verde de Africa (VERO-76, ATCC CRL-1587); cØlulas de carcinoma cervical humans 

(HELA, ATCC CCL 2); cØlulas do riæOn canirio (MDCK, ATCC CCL 34); cØlulas de 

higado do rata buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); cØlulas pulmonares humanas 

(W138, ATCC CCL 75); cØlulas hepØticas humanas (Hep 02, HB 8065); tumor 

mamarlo de ratOn (MMT 060562, ATCC CCL5I); cØlulas TRI (Mather at al., Annals 

N.Y. Acad. Sc!. 383:44-68 (1982)); cØlulas MRC 5; cØlulas FS4; un a Ilnea de 

hepatoma humano (Hep G2); y cØlulas de mieloma o linfoma (por ej., YO, J558L, P3 

y cØlulas NSO) (ver patente estadounidense No. 5.807.715). 
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Las celulas huØspedes se transforman con los vectores de expresión 

descntos anteriormente o los vectores de clonaciOn pars Is producciOn de 

anticuerpos y se cultivan en los medios de nutrientes convencionales modificados 

como apropiados para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar 

los genes que codifican las secuencias deseadas. 

(viii) Cultivo de las ce/u/as huóspedes 

Las cØlutas huØspedes que se emplean para producir el anticuerpo de esta 

invenciôn se puede cultivar en una variedad de medios. Los medios disponibles en 

el comercio tal como el medlo de Ham Fl 0 (Sigma), medlo esencial minimo ((MEM), 

(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y medlo de tulbecco modificado de Eagle ((IDMEM), 

Sigma) son adecuados pars el cultivo de las cØlulas huØspedes. AdemÆs, cualquiera 

de los medios descritos en Ham at at, Math. Enz. 58:44 (1979), Barnes at al., Anal. 

Biochem, 102:255 (1980), patentes estadounidenses Nos. 4.767.704; 4.657.866; 

4.927.762; 4.560.655; o 5.122.469; WO 90/03430; WO 87/00195; 0 patente 

estadounidense Re. 30.985 se pueden emplear coma medios de cultivo pars cØlulas 

huØspedes. Cualquiera de estos medios se pueden suplementar cuando sea 

necesarlo con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales coma insulina, 

transferrina, o factor de crecimiento epidØrmico), sales (tales como cloruro de sodlo, 

caiclo, magneslo, y fosfato), bCiferes (tal como HEPES), nucleótidos (tales como 

adenosina y timidina), antibiOticos (tales como el fÆrmaco GENTAMYCINTM), 

oligoelementos (definidos como compuestos inorgÆnicos presentes usualmente en 

concentraciones finales en rango micromolar), y glucosa o una fuente equivalente de 

energIa. TamblØn se pueden incluir cualquiera de los suplementos necesarios en 

concentraciones apropiados que deben ser conocidas por los expertos en el site. 

Las condiciones de cultivo, tal como temperatura, pH, y otros similares, son los que 

se emplean previamente con las cØlulas huØspedes ssleccionadas para expresión, y 

serØn evidentes pars los profesionales con experiencia ordinaria. 



(ix) PurificaoIón 

Cuando se emplŁan las tØcnicas recombinantes, el anticuerpo Se puede 

producir intracelularniente, on et espaclo periplÆsmico o secretado en forma directa 

en el medlo. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como paso inicial, log 

desechos particulares, en cØlulas huespedes o fragmentos Usados, se eliminan, por 

ejemplo, por centrlfugaciOn o ultrafiltraciOn. Carter et at, Biotrechnology 10:163-167 

(1992) describe un procedimiento para aislar anticuerpos, log cuales se secretan en 

of espaclo periplÆsrnico de E. co/i. Brevemente, el extracto celular se descongela en 

presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 

durante aproximadamente 30 mm. Los desechos celulares se pueden eliminar por 

centrlfugación.  Cuando of anticuerpo se secreta on el medlo, generalmente se 

concentran primero log sobrenadantes de tales sisternas de expresiOn mediante un 

filtro concentrador de proteina disponible on el comercio, por ejemplo, un Amicon o 

una unidad de ultrafiltraciOn Millipore Pellicon. Uri tnhbidor de proteasa tal como 

PMSF se puede incluir en cualquiera de log pasos precedentes para inhibir la 

proteólisis y antlbiOticos para impedir & crecimiento de contaminantes adventicios. 

La composiciOn de anticuerpos preparadas a partir de las celulas se pueden 

purificar mediante, per ejemplo, cromatografla hidroxilapatita, electroforesis en gel, 

diÆlisis, y orornatografIa de afinidad, y la tØcnica do purificaclOn preferida es la 

cromatografia de afinidad. La adecuaclOn de la proteins A corno Ilgando de afinidad 

depende de las especies e isotipo de cualquier region FC de inmunoglobulina 

presente en el anticuerpo. La proteina A se puede emplear para purificar 

anticuerpos basados en cadenas pesadas yl, 72, o 74 humanas (Lindmark et aL, J. 

lmmunol. Meth. 62:1-13 (1983)). Se recomienda la proteins G para todos los 

isotipos de ratOn e y3 humana (Guss at a!,, EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz 

a la cual se flja el ligando do afinidad es muy frecuentemente agarosa, pero otras 

matrices satan disponibles. Las matrices mecØnicamente estables tal come vidtio de 



poro controlado o poli(estirendivinil)benceno permiten velocidades de flujo mae 

rÆpidas y tempos de procesamiento mac cortos qua los qua so logran con agarosa 

Cuando el anticuerpo comprende un dominio CH3 la resins Bakerbond ABXTM (J. T. 

Bakers 

Phillipsburg, NJ) as citil para Is puriflcacion. Otras tŁcnicas para Is puriflcaciôn 

de proteina tal como fraccionamiento en columna de intercambio lónico, 

precipitaclón con atanol, HPLC en face reversa, cromatografia en slilce, 

cromatografia on SEPHAROSETM heparina, cromatografia en resina de intercambio 

aniOnico y cationico (tal como una columns de Æcido poHaspØrtico), cromatoenfoque, 

SD8-PAGE, y precipitaciOn con sulfato de amonlo estÆn disponibles tarnbiØn do 

dependiendo del anticuerpo que so recupera. 

B. Uos pars el anticuerpo DRS 

Los anticuerpos DR5 do Is invenciôn tienen varias utilidades. 

So sabe qua el DR5 media Is sef’Ialización do  Is apoptosis. Si bien varios 

tipos de cØlulas normales expresan DR5, la seæalizaciôn do Is apoptosis mediante 

este receptor, parece estar restringida principalmente a las cØlulas tumorales, las 

cuales so toman mØs sensibles a la apoptosis mediada por el receptor do la muerte 

en 01 contexto do su transformación por oncogenes tales como MYC o RAS (Wang 

et at, Cancer Cell 5 501-12 (2004), Nesterov et al, Cancer Res 64 3922-7 (2004)) 

DRS se express frecuentemente por medlo de lmneas celulares cancerosas humanas 

adems de tumores primarios. De esta manors, los anticuerpos anti-DR5 

encuentran utilidad en el diagnóstico y tratamiento del cØncer. Pot ejemplo, Los 

anticuerpos agonisticos do DR5 so pueden emplear en mØtodos do tratamiento en 

mØtodos para el tratamiento del cØncer en mamIferos, incluyendo en cares 

humanos. En estos mØtodos, el anticuerpo do DR5, con preferencia un anticuerpo 

agonistioc, se administra a un mamIfero, solo 0 en combinaciôn con otros agentes 

terapØuticos otØcnicas. El cancer puede ser cualquier tipo do cØncer con expresión  

de DR5, incluyendo los tumores sólidos, en particular los tumores avanzados o 
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metastâsicos sólidos que han evolucionado con terapias previas o para los cuales 

no hay terapia efectiva conocida. Tipos especiales de cancer incluyen, sin 

limitaciones, cancer colorrectal, cancer pulmonar de cØlulas no pequeflas (NSCLC), 

cancer pancreatico, cØncer de ovario, cancer de mama, linfoma no Hodgkin (NHL), 

glioblastoma, o melanoma, con preferencia cØncer colorrectal, NSCLC, o NHL. 

AdemÆs, los anticuerpos de 0R5 son Citiles para el diagnOstico y tratamiento 

de otras afecciones patolOgicas asociadas con DR5, tal como las enfermedades 

inmunes relacionadas en mamIferos, que incluyen seres humanos. 

El diagnostico en mamiferos de las diferentes afecciones patologicas 

descriptas en la presente memoria, se puede realizar mediante los profesionales 

expertos. Las tØcnicas diagnosticas estÆn disponibles en el arte que permite, por 01., 

el diagnôstico o detecciôn del cancer a enfermedades inmunes relacionadas en un 

mamIfero. Por ejemplo, se pueden identificar mediante tØcnicas, que incluyen pero 

sin limitaciones a, patpación, anØlisis de sangre, rayos x, RMN y otras similares. 

Las enfermedades inmunes relacionadas se pueden identificar fÆcilmente. 

En el lupus eritematoso sistØmico, el mediador central de la enfermedad es (a 

producción de anticuerpos autorreactivos a las proteinas/tejidos propios y (a 

posterior generación de inflamación inmunomediada. Multiples Organos y sistemas 

estân clInicamente afectados incluyendo riæón, pulmôn, sistema 

musculoesquelØtico, mucocutÆneo, ojo, sistema nervioso central, sistema 

cardiovascular, tracto gastrointestinal, mØdula ósea y sangre. 

La artritis reumatoidea (RA) es una enfermedad inflamatoria autoinmune 

sistØmica crOnica que involucra principalmente la membrana sinovial de mUltiples 

articulaciones y produce lesiones en el cartilago articular. La patogenesis es 

dependiente de los linfocitos T y se asocia con la producciôn de factores 

reumatoides, autoanticuerpos dirigidos contra la lgG misma, con la resultante 

formación de complejos inmunes quo alcanzan altos niveles en lIquido articular y 
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sangre. Estos complejos en las articulaciones pueden inducir un marcado infiltrado 

de linfocitos y monocitos en la membrana sinoviat y cambios sinoviales importantes 

posteriores; el espaclo/liquido articular se infiltra con cØlulas similares con la adición 

de numerosos neutrófilos. Los tejidos afectados son principalmente las 

articulaciones, con frecuencia en patron simØtrico. Sin embargo, la enfermedad 

extra-articular tambiØn produce en dos formas principales. Una forma es el 

desarrollo de lesiones extra-articulares con enfermedad articular progresiva en curso 

y lesiones fipicas de fibrosis pulmonar, vasculitis y cilceras cutØneas. La segunda 

forma de enfermedad extraarticular tamblØn denominada sIndrome de Felty, se 

produce en forma tardia en el curso de la enfermedad AR, algunas veces despuØs 

que la enfermedad articular se ha tornado inactiva e involucra la presencia de 

neutropenia, trombocitopenia y esplenomegalla. Estas pueden ir acompaæadas de 

vasculitis en Organos multiples con formaciones de infartos, ülceras cutÆneas y 

gangrena. Los pacientes con frecuencia tambiØn desarrollan nOdulos reumatoides 

en tejidos del subcutÆneo subyacentes a las articulaciones afectadas; los nOdulos de 

la etapa tardia presentan centros necróticos rodeados por un infiltrado celular 

inflamatorio mixto. Otras manifestaciones que se pueden producir en AR incluyen: 

pericarditis, pleuritis, artentis coronaria, neumonitis intersticial con fibrosis pulmonar, 

queratoconjunctivitis seca, y nódulos reumatoides. 

La artritis juvenil crónica es una enfermedad inflamatoria idiopÆtica crOnica el 

cual comienza con frecuencia comienza al menos a los 16 aæos de edad. Su 

fenotipo tiene algunas similitudes con AR; algunos pacientes positivos al factor 

reumatoide se clasifican como artritis reumatoide juvenil. Esta enfermedades 

subclasificada en tres categorias principales: pauciarticular, poliarticular, y sistØmica. 

La artritis puede ser seria y tipicamente destructiva, y produce anquilosamiento de 

las articulaciones y crecimiento retardado. Otras manifestaciones pueden incluir 

uveltis anterior crOnica y amiloidosis sistØmica. 
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Las espondiloartropatIas son un grupo de trastornos con algunos rasgos 

clinicos comunes y Is asociación comUn con Is expreslón del producto gØnico .HLA-

B27. Los trastornos incluyen: espondliltis anquilosante sindrome de Reiter (artritis 

reactiva), artritis asociada con enfermedad inflamatoria intestinal, espondilitis 

asociada con psorlasis, espondiloartropatia de iniclo juvenil y espondiloartropatia 

indiferenclada. Los rasgos distintivos incluyen sacroileitis con o sin espbndilitis; 

artritis inflamatoria asirnØtrica; asociación con HLA-1327 (un alelo definido 

serolOgicamente del locus de HLA-B de clase I MHC); lnflamación  ocular, y ausencia 

de autoanticuerpos asociados con otras enfermedades reumatoides. La rnayorla dØ 

las celulas implicadas como claves pars la inducción de la enfermedadi es linfocito T 

CD8+, una celula que se dirige a un antigeno presentado por molØculas MHC de 

class L Las cØlulas I CD8+ pueden reaccionar contra el alelo HLA-1327 de MHC de 

clase I corno si fuera un pØptido extraæo expresado por las molØculas MHC de class 

I Se ha hipotetizado que un epItope de HLA-1327 puede irnitar un epitope antigØnico 

bacteriano o microbiano y por consiguiente inducir una respuesta de las cØlulas 

CD8+ T. 

La escierosis sistØmica (escleroderma) presenta etiologia desconocida. Un 

marcador de la enfermedad es la induración de la piel; esta probablemente estÆ 

inducida por un proceso inflamatorlo activo. La escleroderma puede ser localizada 0 

sistØmica; las lesiones vasculares son comunes y Is lesion celular endotelial de la 

microvasculatura es un evento temprano e importante en el desarrollo de Is 

escierosis sistØmica; la lesiOn vascular puede ser inmunornediada. Se supone una 

base inmunolOgica debido a la presencia de infiltrados celulares mononucleares en 

las leslones cutneas y a la presencia de anticuerpos antinucleares en muchos 

pacientes. ICAM-1 con frecuencia regulado por aumento en Is superlicie celular de 

los fibroblastos en las lesiones cutÆneas que sugieren que la interacciOn de las 

celulas I con estas celulas pueden cumplir un papel en al patogØnesis de la 
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enfermedad. Otros ôrganos involucrados incluyen: tracto gastrointestinal: atrofia del 

müsculo  liso y fibrosis que producen peristalsis/motilidad anormal; riæón: 

proliferaciôn concØntrica de Is Intima subendotelial que afecta las arterias arqueadas 

pequeæas e inte1obulares Ic cual produce fiujo sanguineo cortical renal reducido, en 

proteinuria, azotemia e hipertensiOn; m6scu10 esquelØtico: atrofla, fibrosis intersticial; 

infiamaciOn; pulmOn: neumonitis intersticial y fibrosis intersticial; y corazOn: necrosis 

de Is banda de contracciOn y cicatrizal /fibrosis. 

Las miopatias infiamatorias ldlopÆticas que incluyen dermatomiositis, 

polimiositis y otras son trastomos de infiamaciôn muscular crônica de etiologia 

desconocida que producen debilidad muscular. La lesionlinflamación muscular es 

con frecuencia simØtrica y progresiva. Los autoanticuerpos se asocian con Is 

mayoria de las forms. Estos autoanticuerpos especiticos de miositis se dirigen 

contra e inhlben Is funciôn de los componentes, proteinas y ARN, implicados en al 

sintesis de protemnas. 

El sindrome de Sjogren se debe a infiamación inmunomediada y posterior 

destrucciôn funcional de las glÆnduias lacrimales y salivales. La enfermedad se 

puede asociar o acompaæar con enfermedades infiamatorias del tejido conectivo. La 

enfermedad se asocia con producción de autoanticuerpos x contra los antigenos Re 

y La, los cuales son pequeæos complejos de proteIria-ARN. Las lesiones producen 

queratoconjunctivitis seca, xerostomIa, con otras manifestaciones o asociaclones 

que incluyen cirrosis biliar, neuropatta perifØrlca o sensitiva, y pürpura palpable. 

La vasculitis sistØmica incluye enfermedades en las cual Is lesiOn prirnaria as 

Is inflamación y posterior dane a los vasos sangulneos, Jo cual produce 

isquemialnecrosis/degeneraciOn de los tejidos abastecidos par los vasos afectados y 

Is eventual disfunciOn orgÆnica terminal en algunos cases. Las vasculitis tamblØn 

producen como lesiOn secundaria 0 secuela de otras enfermedades mediadas 

inflamatorias e inmunes tales coma artritis reumatoide, esolerosis sistØmica, etc., 
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particutarmerite an enfermedades tamblØn asociadas con la formación de comptejos 

inmunes. Las enfermedades del grupo de vasculitis sistØmica primaria incluyen: 

vasculitis sistØmica necrotizante: poliarteritis nodosa, angiltis alØrgica y 

granulomatosis, pollangiitis; granulomatosis de Wegener; granulomatosis 

linfomatoide; y arteritis de cØlulas gigantes. Las vasculitis miscØlaneas incluyen: 

sindrome de nôdulos tinfÆticos mucocutÆneos (MLNS o enfermedad de Kawasaki), 

vasculitis del SNC aislado, enfermedad de Behet, tromboangiltis obliterans 

(enfermedad de Buerger) y venuiltis necrotizante cutÆnea. Se considera qua 

mecanismo patogØnico de (a mayorIa de los tipos de vasculitis enumerados se debe 

principatmente at deposición de comptejos de inmunoglobulina an la pared de los 

vasos y (a posterior inducción de una respuesta inflamatoria por ADCC, activación 

S de complemento o ambos. 

La sarcoidosis es una afección de etiologia desconocida qua se caracteriza 

por (a presencia de granulomas epitetioldes cercanos a cualquier tejido del cuerpo; 

el compromiso del pulmón as el mØs comCin. La patogØnesis incluye la persistencia 

de macrófagos activados y cØlulas llnfoides an los sitios de la enfermedad con 

secuelas crOnicas posteriores resultantes de (a liberación de productos activos 

locales y sistØmicos liberados por estos tipos de cØtulas. 

La anemia hemolitica autoinmune qua incluye anemia hemolitica autoinmune, 

pancitopenia inmune, y hemoglobinuria paroxistica noctuma es un resultado de (a 

producciôn de anticuerpos qua reaccionan con antIgenos expresados sobre (a 

superficie do eritrocitos (y an algunos casos otras cØ(ulas sanguineas qua incluyen 

ademÆs a [as plaquetas) y as un reflejo do (a e(iminaciOn estas cØlulas recubiertas 

con anticuerpos por lisis mediada por complemento y/o mecanismos ADCC/Fc 

mediado por receptor. 

En trombocitopenia autoinmune qua incluye pürpura trombocitopØnica y 

trombocitopenia inmunomediada an otros estados clinicos, destrucciOn 

95 



IN, 

plaquetarialeliminación como un resultado de fijaciOn de anticuerpos o complemento 

a las plaquetas y posterior eliminación por lisis de complemento, ADCC o 

mecanismos mediados por receptor FC. 

Las tiroiditis que incluyen enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, 

tiroiditis linfocitica juvenil y Ia tiroiditis atrófica, son el resultado de una respuesta 

autoinmune ôontra los antIgenos tiroideos con producciOri de anticuerpos, que 

reaccionan con las proteinas presentes y con frecuencia especificas de la glÆndula 

tiroidea. Los modelos experimentales que existen incluyen modelos espontÆneos: 

ratas (ratas BUF y BB) y pollos (cepas de p0110 obeso); modelos inducibles: 

inmunización de animales con tiroglobulina, antigeno microsomal tiroideo 

(peroxidasa tiroidea). 

La diabetes mellitus tipo I o insulina dependienta es la destrucciôn 

autoinmune de cØlulas 0 del islote pancreatico; esta destrucciôn estÆ mediada por 

autoanticuerpos y cØlulas T autorreactivos. Los anticuerpos para insulina o receptor 

de insulina tamblØn pueden producir el fenotipo de no respuesta a insulina. 

Las enfermedades renales inmunomediadàs, incluyen glomerulonefritis y 

nefritis tubulointersticial, son el resultado de lesiones al tejido renal mediadas por 

anticuerpos o linfocitos ye sea en forma directa como resultado de la producción de 

anticuerpos autorreactivos o cØlulas I contra los antigenos renales o en forms 

indirecta como resultado del depOsito de anticuerpos y/o complejos inmunes en el 

riæOn que son reactivos contra otros antigenos no renales. De esta manera las 

enfermedades inmunomediadas que producen la formación de complejos Inmunes 

pueden inducir tamblØn enfermedades renales inmuomediadas como secuela 

indirecta. Ambos mecanismos directos e indirectos producen una respuesta 

inflamatoria que genera/induce el desarroHo de una lesion en los tejidos renales que 

empeora el funcionamiento del Organo y en algunos casos evoluciona a insuficiencia 



renal. Ambos mecarüsmos inmunes celular y humoral pueden estar involucrados en 

la patogØnesis de las lesiones. 

Se considera que las enfermedades desmiefinizantes de los sistemas 

nerviosos central y perifØrico, que incluyen la esclerosis mCltiple; polineuropatla 

desmielinizante idiopØtica 0 sindrome de Guillain-Barr; y la polineuropatia 

desmielinizante inflamatoria crOnica, tienen una base autoinmune y producen 

desmielinizaciOn nerviosa corno resultado de un daæo causado a los 

oligodendrocitos o a la mielina directamente, En EM hay evidencias que sugieren 

que la inducción y evolución de la enfermedad es dependiente de los linfocitos T. La 

esclerosis multiple es una enfermedad desmielinizante dependiente de los linfocitos 

T y tiene un curso recaidas /remisiOn o un curso prOgresivo crónico. La etiologia es 

desconocida, sin embargo, las infecclones virales, predisposiciôn genØtica, ambiente 

y autoinmunidad contribuyen. Las lesiones contierien infiltrados predominantemente 

de linfocitos T mediados, cØlulas microgliales e infiltraciOn de macrófagos; los 

linfocitos CD4+T don los tipos celulares predominantes en las lesiones. Se 

desconoce el mecanismo de (a muerte celular de oligodendrocitos y posterior 

desmielinizaciôn pero as probable que sea conducido por los linfocitos T. 

La enfermedad pulmonar inflamatoria y fibrótica, qua incluye la neumonia 

eosinofilica; fibrosis pulmonar idiopÆtica y neumonitis hipersensible puede involucrar 

una respuesta inflamatoria inmune desregulada. La inhibición de esa respuesta 

deberla proporcionar beneficlo terapØutico. 

Las enfermedades cuteness autoinmunes o inmunomediadas que incluyen 

enfermedades bullosas, entema multiforme y dermatitis de contacto estÆn mediadas 

por autoanticuerpos, y su genesis as dependiente de linfocitos T. 

La psoriasis as una enfermedad inflamatoria mediada por linfocitos T. Las 

lesiones contienen infiltrados de linfocitos T, macrôfagos y celulas procesadoras de 

antIgenos, y algunos neutrôfilos. 
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Las enfermedades alØrgicas, que incluyen asma; rinitis alØrgica; dermatitis 

atOpica; hipersensibilidad a los alimentos; y urticaria son linfocito I dependientes. 

Estas enfermedades estØn mediadas predorninantemente por la inflamacion 

inducida por los linfocitos T, inflamación mediada por IgE o una combinación de 

ambas. 

Las enfermedades asociadas con trasplante, que incluyen rechazo del injarto 

y la Enfermedad huØsped versus injerto (GVHD) son dependentes de los linfocitos 

T; la inhiblciôn de la función do los linfocitos T produce mejoras. 

Otras enfermedades en las cuales la intarvención de  la respuesta inmune yb 

inflarnatoria son beneficiosas son las enfermedades infecciosas que incluyen pero 

sin limitaciones a infección viral (que incluyen pero sin lirnitaciones a SIDA, hepatitis 

A, B, C, D, E), infecciôn bacteriana, infecciones fCingicas 0 infecciones por 

protozoarios y parasitarias (molØculas (o derivados/agonistas) que estirnulan el MLR 

pueden emplearse terapØuticamente para aumentar la respuesta inmune a los 

agentes infecdosos), enfermedades de inmunodeficiencia 

(molØculas/derivados/agonistas) quo estimulan el MLR y pueden empleadrse 

terapØuticamente para aumentar la respuesta inmune an afecciones heredadas., 

adquiridas, infecciosas inducidas (como una infecclôn por HIV), o inmunodeficiencia 

iatrogØnica (es decir, como las de quimioterapia)), y neoplasia. 

El anticuerpo con preferencia se administra al mamifero en un vehiculo; con 

preferencia un vehiculo aceptable pars uso farmacØutico. Los vehculos adecuados 

y sus formulaciones so describen en Remin9tQn!s PharrnaceutiL Sciences, 16th 

ed., 1980, Mack Publishing Co., editado por Oslo et al. Generalmente, se emplea 

una cantidad adecuada de sal aceptable para uso farmacØutico en la formulación 

pare obtener una solución isotOnlca. Ejemplos de vehiculos incluyen solución 

saline, do Ringer y dextrosa. El pH de la solución as con preferencia do 

aproxirnadamente 5 a aproximadamente 8, y con mØs preferencia de 
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aproximadamente 7 a aproximadamente 7,5. Vehiculos adicionales incluyen 

preparaciones de liberaciOn sostenida tales como matrices semipermeables de 

polimeros hidrofObicos sOlidos con to anticuerpo, cuyas matrices son con forma de 

articulos, por ej., peliculas, liposomas o microparticulas. SerÆ evidente para los 

expertos en el arte que ciertos vehiculos pueden ser con mÆs preferencia de 

acuerdo, por ejemplo, con la via do administración y concentraciOn del anticuerpo 

administrado. 

El anticuerpo so puede administrar at mamIfero por inyeccion (por ej., 

intravenosa, intraperitoneal, subcutÆnea, intramuscular, intraportal), o por otros 

mOtodos tat como infusiOn quo asegura su administraciôn a la corriente sanguInea 

en forma efectiva. El anticuerpo tambien se puede administrar mediante tØcnicas de 

is perfusion del aislarniento, como perfusion de tejido aislado para ejercer efectos 

terapeuticos locales. Se prefiere la inyección intravenosa o local. 

Las dosis efectivas y los esquemas do administraciOri del anticuerpo se 

pueden determinar en forma empirica, y so toman tales determinaciones dentro de 

la experiencia del arte. Los expertos en el arte entenderÆn que las dosis de 

anticuerpo que se deben administrar dependerÆn do por ejemplo, del mamifero que 

recibirâ el anticuerpo, la via de administraciOri, el tipo particular do anticuerpo 

empleado y otros fÆrmacos administrados at mamIfero. La guIa para (a se(ección do 

las dosis apropiadas do anticuerpo so halla en la bibliografia para uso terapØuticos 

de los anticuerpos, por ej., Handbook do Anticueroos monoctoneles, Ferrone et at., 

� eds., Noges Publications, Park Ridge, N.J., (1985) ch. 22 y pp. 303-357; Smith et at., 

Antibodies in Human lDiaonosis and. Thera  y, Haber et at., eds., Raven Press, New 

York (1977) pp. 365-389. Una dosis tipica diana del anticuerpo empleado solo 

pod na estar en el rango do aproximadamente I p.glkg hasta 100 mg/kg de peso 

corporal a mÆs por dIa, dopendiendo de los factores mencionados anteriormente. 
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El anticuerpo tamblØn so puede administrar en combinación con cantidades 

efectivas de uno o mÆs agentes terapØuticos. En at tratamiento del cancer, esto esa 

particularmente verdadero, ya quo muchos tumores adquieren resistencia a is 

quimioterapia a radioterapia mediante la inactivack5n del gen supresor del tumor 

p53. Ya quo DR5 estimula Is apoptosis independientemente do p53, se espera que 

este sea clinicamente Citil no solo coma agente Cnico sino en combinación con otros 

tipos do tratamiento del cancer, tat coma, par ejemplo, quimioterapia (agentes 

quimioterapØuticos) terapia de radiación, inmunoadyuvantes, agentes inhibidores 

del crecimiento, agentes citotóxicos  y/o citoquinas. TamblØn se pueden emplear 

otros agentes conocidos pars inducir apoptosis en las celulas de mamiferos, y tales 

agentes inctuyen TNF-atfa, TN F-beta, tigando CD30, ligando 4-1 BB y ligando Apo-2, 

ademØs do otros anticuerpos que pueden inducir apoptosis. Una 0 mÆs terapias 

pueden incluir anticuerpos terapØuticos (diferentes del anticuerpo DR5), y tales 

anticuerpos pueden incluir anticuerpos del receptor anti-Her (tal coma HERCEPTINfi 

(trastuzumab), Genentech, Inc.), anticuerpos anti-VEGF, anticuerpos anti-CD20 (tat 

coma R1TU)(ANfi (rituximab), Genentech, Inc.) y anticuerpos contra otros receptores 

para at ligando Apo-2, tat coma anticuerpos anti-DR4, a anticuerpos contra otros 

miembros de la famitia del receptor TNF tat coma ENBRELfi (etanercept) 

(Immunex). 

Las quimioterapias contempladas par Is invención incluyen sustancias 

quimicas a fÆrmacos conocidos on el arte y disponibles ens el cornercio, tales coma 

doxorrubicina, 5-fluorouracilo, etopósido, camptotecina, leucovorina, citosina 

arabinOsido, ciclofosfamida, tiotepa, busulfano, citoxina, taxol, metotrexato, 

cisptatino, melfalan, vinbiastina y carboptatino. Las preparaciones y esquemas do 

dosis para tales quirnioterapias se deben emplear do acuerdo con las instrucciones 

del fabricante o tat coma determine en forms empirica at profesional experto. La 
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preparación y esquema de dosis para tales quimioterapias so describen tamblØn en 

Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992). 

La quimioterapia es con preferencia administrada en un vehiculo aceptable 

para uso farmacØutico, tel como los descritos anteriormente. El modo de 

administraciôn de la  quimioterapia puede ser igual al empleado para el anticuerpo 

DR5 o so puede administrar al mamIfero por medlo de un modo diferente. Por 

ejemplo, et anticuerpo DR5 se puede inyectar mientras quo (a quimioterapia so 

administra por via oral al mamifero. 

La terapia de radiaciOn se puede administrar al mamifero de acuerdo con los 

protocolos comünmente empleados en el arte y conocidos por los profesionales 

expertos. Tal terapia puede incluir radiaciOn con cesio, iridio, yodo o cobalto. La 

terapia de radiaciOn puede ser radiación del cuerpo completo, o puede ser dirigida 

localmente a un sitio o tejido especifico en o sobre el cuerpo. Generalmente, la 

terapia de radiación Se administra en pulsos durante un periodo de tiempo do 

aproximadamente 1 a aproximadamente 2 semanas. La terapia do radiaciOn, puede 

sin embargo administrarse durante perlodos mÆs largos. Opcionalmente, Ia terapia 

do radiación se puede administrar como dosis Cinica o como dosis secuenciales 

mCiltiples. 

El anticuerpo se puede administrar en forma secuencial concurrente con uno 

o ms agentes terapØuticos diferentes. Las cantidades de anticuerpo y agente 

terapØutico dependen, por ejemplo, del tipo de fÆrmacos empleados, (a afecciôn 

� patológica tratada y el esquema y vias de administración do la dosis pero 

generalmente deberia ser menor quo si cada fârmaco se empleara indMdualmente. 

DespuØs do (a administraciôn del anticuerpo al mamifero, so debe controlar 

la condiciOn fisiolOgica del mamifero en las diferentes maneras bien conocidas por 

los profesionales expertos. 
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EstÆ contemplado quo los antagonistas o bloqueantes del anticuerpo 0R5 

tambiŒn se pueclan emplear en Ia terapia. Por ejemplo, un anticuerpo DR5 se puede 

administrar a un mamIfero (tal como se describiO anteriormente) para bloquear la 

uniOn del receptor de DR5 a Apo-2L, de esta manera se aumenta la 

biodisponibilidad de Apo-21- administrada durante la terapia con Apo-21- para inducir 

apoptosis de las cØlulas cancerosas. 

Los efectos terapØuticos de los anticuerpos DR5 de la invenciOn se pueden 

examinar en pruebas in vitro y empleo de modelos animales in vivo. Se pueden 

emplear una variedad de modelos animales bien conocidos para comprender mÆs el 

papel de los anticuerpos 0R5 identificados en la presents memoria en al desarrollo y 

patogØnesis de por ejemplo, cancer o enfermedades inmunes relacionadas y 

ensayar la eficacia de los agentes terapOuticos candidatos. La naturaleza in viva de 

tales modelos los convierte en particularmente predictivos de las respuestas de los 

pacientes humanos. 

Los modelos animales de enfermedades inmunes relacionadas incluyen 

animales (transgØnicos) recombinantes y no recombinantes. Modelos animales no 

recombinantes incluyen, por ejemplo, roedores por ej. modelos murinos. Tales 

modelos Se pueden generar por introducciOn tie cØlulas en ratones singeneicos 

mediante tØcnicas estÆndares, por ej., inyecciOn subcutÆnea, inyecciOn en la vena 

de la cola, implante en bazo, implante intraperitoneal e implante bajo la cÆpsula 

renal. 

Los modelos animales, por ejemplo, para la enfermedad injerto versus 

huØsped son conocidos. La enfermedad del injerto versus huØsped se produce 

cuando las cOlulas inmunocompetentes se trasplantan en pacientes 

inmunosuprimidos 0 tolerantes. Las cØlulas donantes reconocen y responden a los 

antIgenos del huØsped. La respuesta puede variar de inflamaciOn grave de alto 

nesgo a casos loves de diarrea y pØrdida de peso. Los modelos de Is enfermedad 
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del injerto versus huØsped proporcionan un medio do medición de la reactividad do 

las cØlulas I contra los antigenos MHC y los antigenos do trasplantes menores. Un 

procedimiento adecuado se describe con detalle en Current Protocols in 

Immunology, unidad 4.3. 

Un modelo animal pare rechazo do aloinjerto de piel Os un media do prueba 

do capacidad de las cØlulas T pare mediar la destrucción tisular in vivo,  la cual es 

indicative y tambiØn una medida de su papel en al inmunidad tumoral y antiviral. Los 

modelos mÆs comunes y aceptados emplean injertos muilnos de piel do cola. Los 

experimentos repetidos han deque so muestra quo el rechazo de los aloinjertos do 

piel estÆ mediado por las cØlulas T, cØlulas T ayudantes y cØlulas T efectoras do 

muerte y no anticuerpos. [Auchincloss, H. Jr. and Sachs, D. H., Fundamental 

Immunology, 2nd ed., W. E. Paul ed., Raven Press, NY, 1989, 889-992]. Un 

procedimiento adecuado es el descrito con detalle en Current Protocols in 

Immunology, unidad 4.4. Otros modelos do rechazo de trasplante quo so pueden 

emplear pare examiner las composiciones de la invención son los modelos do 

trasplantes alogØnicos do corazOn descritos por Tanabe, M. et al., Transplantation, 

(1994) 58:23 and Tinubu, S. A. et al., J. immunol., (1994) 4330-4338. 

Los modelos do animales pare hipersensibilidad do tipo retardada 

proporcionan ademÆs tin ensayo de funciôn inmune mediada por cØlulas. Las 

reacciones do hipersensibilidad do tipo retardada son una respuesta inmune 

mediada por cØlulas T in viva quo se caracteriza por inflamaciôn, la cual no alcanza 

un pico haste despuØs do quo haya trascurrido un perlodo de tiempo despuØs do Is 

estimulación con un antigeno. Estes reacciones tambiØn se producen en 

enfermedades autoinmunes especificas do tejido tales coma escierosis multiple 

(EM) y encofalomielitis autoinmune experimental (EAE, un modelo pare EM). Un 

procedimiento adecuado so describe con detalle en Current Protocols in 

Immunology, unidad 4.5. 
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Un modelo animal para artritis es la artritis inducida por colÆgeno. Este 

modelo comparte caracterIsticas clinicas, histolOgicas e inmunolôgicas de la artritis 

reumatoide autoinmune humana y es un modelo aceptable para artritis autoinmune 

humana. Los modelos de rata y ratOn se caracterizan por sinovitis, erosion de 

cartliago y huesos subcondral. Los anticuerpo 0R5 de la invenciOn se pueden 

ensayar para la actividad contra artritis autoinmune mediante los protocolos 

descritos en Current Protocols in Immunology, anterior, uniclades 15.5. Ver tamblOn 

el modelo mediante un anticuerpo monoclonal para CDI8 e integrinas VLA-4 

descriptas en lssekutz, A. C. et al., ImmunoloQy, (1996) 88:569. 

Se ha descrito un modelo de asma en el cual la hiperreactividad de las vias 

sØreas inducida por antigenos, la eosinofihia pulmonar y la inflamación son inducidas 

por la sensibilizaciOn de un animal con ovoalbümina y luego el estImulo con (a 

misma proteins administraba por aerosol. Varios modelos animales (conejillos de 

India, rata, primate no humano) muestran sintomas similares a) asma atOpico en 

humanos despuØs de la estimulaciôn con antIgenos en aerosol. Los modelos 

murinos presentan muchas de las caracteristicas del asma humano. Los 

procedimientos adecuados para examinar Ia efectividad y actividad de las 

composiciones de (a invenciôn en le tratamiento del asma estan descritos por 

Wolyniec, W. W. et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., (1998) 18:777 y las referencias 

mencionadas en la presente memoria. 

Adiclonalmente, los anticuerpos DR5 de la invención se pueden ensayar en 

modelos animales para enferrnedades tipo psoriasis. Los anticuerpos DR5 de la 

invenciOn se pueden ensayar el modelo de ratón scid/scid descrito por Schon, M. P. 

et al., Nat. Med., (1997) 3:183, en el cual el ratOn demuestra las Jesiones cutÆneas 

histopatolOgicas que se asemejan a psoriasis. Otro modelo adecuado es Is quimera 

de ratOn piel humana/scid de ratOn preparada tal como estÆ descrito por Nickoloff, 

B. J. et al., Am. J. Path., (1995) 146:580. 
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Diferentes modelos animates son bien conocidos para determinar Ia 

seguridad y actividad anticancerosa de una composición terapØutica candidata. 

Estos incluyen xenoinjertos de tumores humanos en ratones atImicos Iampiæos o 

ratones scid/scid o modelos de tumores genØticos murinos tal coma los ratones 

carentes de p53. 

Los modelos animates recombinantes (transgØnicos) se pueden construir 

mediante Ia introducción de una porciOn codificadora de las molØculas identificadas 

en la presente memoria dentro del genoma de los animates de interØs mediante 

tØcnicas estÆndares para la producciOn de animales transgØnicos. Los animales 

que pueden servir para la manipulaciOn transgenica incluyen, sin limitaciones, 

ratones, ratas, conejos, conejiHos de indias, ovejas, cabras, cerdos y primates no 

humanos, por ej. mandriles, chimpancØs y monos, tales coma monos cynomolgus. 

Las tØcnicas conocidas en el arte para introducir un transgen en tales animales 

incluyen microinyecciôn de pronucleico (Hoppe and Wanger, patente 

estadounidense No. 4.873.191); el gen mediado por retrovirus se transfiere a Ilneas 

germinates (por ej., Van der Putten et aL, Proc. Natl. Acad. Sd. USA, 82, 6148-615 

[1985]); direcciOn de genes a cØlulas madres de embriôn (Thompson et al., Cell, 56, 

313-321 [1989]); electroporación de embriones (Lo, Mol. Gel. Biol., 3, 1803-1814 

[1983]); transferencia de genes mediada por espermatozoides (Lavitrano et al., 

57, 717-73 [1989]). Para revision, ver, por ejemplo, patente estadounidense No. 

4.736.866. 

Para los propósitos de  la presente invención, los animates transgØnicos 

incluyen a los que transportan el transgØn solo en parte de sus cØlulas ("animales 

mosaico"). El transgen se puede integrar coma un transgØn Unico o en 

concatØmeros, par ej., tÆndems cabeza-cabeza o cabeza a cola. La introducciOn 

selectiva de un transgØn en un tipo celular particular es tambiØn posible mediante el 
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seguimiento, por ejemplo, de la tØcnica de Lasko et al., Proc. Nati. Acad. Sd. USA, 

, 6232-636 (1992). 

La expresiôn del transgen en animales transgenicos se puede controlar 

mediante tØcnicas estÆndares. Por ejemplo, los anâlisis de transferencia Southern o 

amplificación PCR se pueden emplear para verificar la integraclôn del transgØn. El 

nivel de expresión de ARNm luego se puede analizar mediante tØcnicas tal como 

hibiidizaciOn in situ, anÆlisis de transferencia Northern, PCR, o inmunocitoquimica. 

Los animales se pueden examinar adicionalmente para los signos de la patologia de 

la enfermedad inmune, por ejemplo por examen histológico para determinar 

infiltraciOn de cØlulas inmunes en tejidos especificos o para la presencia de tejido 

canceroso o maligno. 

S Alternativamente, los animales "knock out" se pueden construir con un gen 

deficiente o alterado que codifica un polipØptido identificado en la presente memoria, 

como resultado de la recombinación homôloga entre el gen endogeno que codifica 

el poilpØptido 
y 

el ADN genómico alterado que codifica el mismo polipØptido 

introducido en una cØlula embriOnica del animal. Por ejemplo, el ADNc codificador 

de un oIipØptido particular so puede emplear para clonar ADN genOmico que 

codifica este polipØptido de acuerdo con tØcnicas establecidas. Una porciôn del ADN 

genomico que codifica un polipØptido particular se puede eliminar o reemplazar con 

otro gen, tal como un gen codificador de un marcador seleccionable quo se puede 

emplear, para controlar la integraciOn. Generalmente, varios kilobases de AUN 

S flanqueantes sin alterar (ambos en los extremos 5’y 3’) se incluyen en el vector [ver 

por ej., Hrhomas y Capecchi, Qjj, 1503 (1987) para la descripciOn de vectores de 

recomtinaciOn homOlogos]. El vector se introduce on una Ilnea do cØlula madre de 

embrión (por ej.,por electroporaciOn) y so seleccionan las cØlulas en las cuales el 

ADN introducido so ha recombinado en forma homôloga con el ADN endógeno [ver 

par ej.,!, Li et al, Cell, 69:915 (1992)]. Las cØlulas seleccionadas luego so inyectan 
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en un blastocisto de un animal (por ej, un ratón o rata) pars formar agregacion 

quineras [ver par ej, Bradley, on Teratocarcinonjas and Embryonic Stern Cells: A 

Pr&jcticIAPProach a J. Robertson, ad. (IRL, Oxford, 187), pp. 113-152]. Luego se 

pu4de implantar un embrión quirnØrico en un animal adoptivo hembra seudopreflada 

ad cuado y el embôn se Hevó a tØrrn.ino pars cróar un animal "knock out". La 

pro enie que alberga el ADN recombinado on forma homóloga en sus cØlulas 

ger, ningles Se puede identtflcar medlante tØcnics estØndares y emplear pare crier 

anif isles en los cuales todas las cØlulas del animal contienen el ADN recombinado 

en orma homôloga Los animales uknockoutn Se pueden caracterizar por ejemplo, 

por su capaddad para defenderse contra determlnadas condiciones patológics y 

par: i su desarrollo de coridlciones patolOgicas debidas a Is ausencia del polipeptidb. 

En otra realizaciôn de Is invenciôn, Se proporcionan mØtodos pars emplear el 

anti uerpo en ensayos diagnOsticos Por ejemplo, los anticuerpos se pueden 

em ear en ensayos diagnósticos paridetectar expresiôn a sobreexpresión de DR5 

en Mulas y tejidos especlficos. Se pueden emplear varias tØcnicas de ensayos 

diag i6stloos conocidas en el arte, tales come ensyos dØ imagenologia in viva, 

ens yos de union competitive in vitro, ensayos sandwich directos o indirectos y 

on as de inmunoprecipitaciOn realizados en fases heterogfneas u homogØneas 

Izola Anticuerpos nipnoclonales A Manual of Technjgues, CRC Press, Inc (1987) 

pp 141-158]. Los anticuerpos empleados en los ensayos diagnosticcs se puden 

mar r con un residuo detectable. El residuo detectable deberla ser capaz de 

prodi icir, on forma directs o indirecta una seflal detectable. Por ejemplo, of residuo 

dete table puede ser un radloisOtopo, tal como 3H, 14C, 32P, S, o 1281, un 

corn uesto fluorescents o quirniolurniniscente, tal coma isotiocianato de 

fluor ce1na, rodamina, o lucifenna, o una erizima, tal como fosfatasa alcalina, beta-

galacjosidasa o peroxidasa de rabano Se puede emplear cualquier rnØtodo 

concxtido on el arte pars la conjugacion del anticuerpo en el residuo detectable, 
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incluyendo los mØtodos descntos par Hunter et al., Nature, 1.4:945 (1962); David et 

al., Biochemistry, j:1014-1021 (1974); Pain et al., J. Immunol. Meth, 0:219-230 

(1981); and Nygren, J. Histochem. and Gytochern., 30:407-412 (1982). 

Los arfticuerpos DR5 son itiles tambiØn para la purificaciOn de afinidad de 

DR5 a partir, del cultivo de cØlulas o de fuentes naturales. En este proceso, los 

anticuerpos cntra DR5 se inmovilizan en un soporte adecuado, tal como una resina 

Sephadex o papel de filtro, mediante mØtodos bien conocidos en el arte. El 

anticuerpo inmovilizado luego se pone en contacto con una muestra que contiene el 

DR5 para purificar y a partir de entonces se lava el soporte con un solvente 

adecuado quo eliminarÆ en forma sustancial todo el material de la muestra excepto 

el DR5, el cal se une al anticuerpo inmovilizado. Finalmente, el soporte se lava con 

otro solventeadecuado que liberarÆ el DR5 del anticuerpo. 

En ura realizaciOn adicional de la invenciOn, se proporcionan articulos de 

y kits que contienen materiales ütiles para tratar condiciones 

patológicas o detectar o purificar DR5. El artIculo de manufactura comprende un 

recipiente con una marca. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas 

viales y tubas de ensayo. Los recipientes se pueden formar a partir de una variedad 

e materiales tales coma vidrio o plÆstico. El recipiente contiene una composiciOn 

que tiene ur agente activo, el cual es efectivo para tratar condiciones patolOgicas a 

para detectar o purificar DR5. El agente activo de la composicion es un anticuerpo 

DR5 y con preferencia, comprende anticuerpos monoclonales especIficos para 

DR5. La marca del recipiente indies que la composiciôn se emplea para tratar pars 

tratar condiciones patológicas o para detectar o purificar, y tambiØn puede indicar 

directivas para el empfeo in vivo a in vitro, tal como se describió anteriormente. 

El kit de la invenciOn comprende el recipiente descrito anteriormente y un 

segundo recipiente que comprende un buffer. TambiØn puede incluir otros 
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materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario que incluyen 

otros buffers, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, e instrucciones do us. 

Los siguientes ejemplos so ofrecen con propOsitos ilustrativos, f no pretenden 

limiter el Æmbito de la presente invención de ningün modo 

Todas las patentes y referencias bibliograficas de la preente memoria 

descriptive se incorporan en su totalidad a modo do referenda. 

EJEMPI...OS 

Los reactivos disponibles en el mercado mencionados en I  ejemplos so 

usaron do acuerdo con las instrucciones del fabricante, salvo quo se indique do otro 

modo. El origen de aquellas cØlulas identificadas en, los siguiente ejemplos, y en 

toda la memoria descriptica, por nUmeros do acceso al ATCC es e American Type 

S Culture Collection, Manassas, Virginia. Una cantidad de reactiv$ y protocolos 

revelados aqul so describen de manera adicionat en WO 99137684, WO 00/73349, 

WO 98/32856, WO 98/51793, y WO 99/64461, cuyos contenidos so incorporan aqul 

a modo do referenda en su totalidad. 

Ejeniplo I 

Se derivO anticuerpo anti-DR5 16E2 como scFv de u  bibfloteca de 

visualizaciOn do fago de anticuerpos humanos y so he descrito n WO 98/51793 

publicada el 19 de noviembre de 1998 (ver el Ejemplo 14). i4s secuencias de 

nucleótidos y aminoÆcidos de scFv 16E2 so muestran en la Figure 5 (SEC ID NO: 

5 9) y Figure 6 (SEC ID NO: 10), respectivamente. En la Figure 0, se identifican la 

secuencia de seæal y las regiones de CDR do cadena pesada y lgera (las regiones 

CDRI, CDR2, y CDR3 aparecen subrayadas). 

Materiales y MØtodos 

Construcción del anticuerpo anti-DRS de longitud completa 16E2 
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Para los experimentos que se describen a continuaciôn, se desearon lgGs de 

longitud completa. Por 10 tanto, los dominios variables de 16E2 se clonaron en los 

vectores pRK desentos con anterioTidad apropiados pare la expresión en cØlulas de 

mamIferos de anticuerpos IgGI de longitud complØta (Gorman et al., DNA Prot. 

Eng. Tech. 2:3-10 (1990)). La comparaciôn de  la secuencia de aminoâcidos del 

dominio variable de 16E2 con la base dedatos de Kabat (Kabat et al., Sequences of 

Proteins of Immunological Interest, U.S. Dept. of Health and Human Services, NIH, 

5th edition) indicô que la region variable de cadena ligera (VL) de 16E2 derive de 

una farnilia gØnica de cadena ligera lambda humana. Por consiguiente, el dominio 

variable de 16E2 se subclonO primero en un vector que contiene un dominio lambda 

constante. Se diseæaron cebadores por PCR para agregar los sitios de la enzirna de 

restricciOn Sf11 y Mscl y luego el dominio variable amplificado se digirio con estas 

dos enzimas. Este fragmento se insertO en el vector digerido de manera similar que 

contiene el dominio constante lambda. Dado que el vector se diseæó para la 

expresiOn de Fabs en E.coU, para la expresiOn de $gG la expresiOn de la regiOn de 

codificación  de la cadena ligera completa se amplificO nuevamente por PCR usando 

cebadores para agregar el sitio de restricción Agol en el extremo 5’ de (a region 

codificadora, y Hind/Il en el extremo 3’. Luego, este fragmento de Age! a Hind!!l se 

insertO en un vector digerido de manera similar, pDRI (Clontech). La secuencia 

completa del plÆsmido pDRI se muestra en la Figure 11 (SEC ID NO: 15). 

Para la cadena pesada de la VersiOn 1, el dominio variable de cadena 

pesada (VH) del scFv 16E2 se amplificO por PCR usando cebadores diseæados para 

agregar un sitio Pvull en el extremo 5’ y un sitio ApaI en el extremo 3’ del dominio. 

Este fragmento se clonó entonces en los sitios Pvull/Apal del vector pDR2 

(Clontech) para lograr la expresiOn de la cadena pesada completa (dominios VH-

CHI-CH2-CH3). La secuencia completa del plÆsmido pDR2 se muestra en la Figura 

12 (SEC ID NO: 16). 
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La secuericia de nucleôtidos y de aminoÆcidos del anticuerpo de longitud 

completa 16E2 do cadenas pesada y ligera se muestran on las Figuras 7-10 (SEC 

ID NOS: 11-14), respectivamente. En particular, las Figuras 7 y 8 (SEC ID NOS: 11 

y 12) muestran las secuencias do aminoÆcidos y de nucleótidos de la cadena 

pesada de 16E2 do longitud completa, y la Figura 9 y 10 (SEC ID NOS: 13 y 14) 

muestran las secuencias de aminoÆcidos y de nucleôtidos de la cadena ligera de de 

16E2 longitud completa. Las cadenas pesada y ligera del anticuerpo 16E2 de 

longitud completa se denominarÆn aqul tambiØn "VersiOn 1." 

Construcción do variantes de 19G. Se construyeron variantes sobre la 

cadena ligera o pesada por separado usando mutagØnesis dirigida al sitio (Kunkel et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:488-492 (1985)). El plÆsmido pDRI que codifica la 

VersiOn 1 de cadena ligera, o pDR2 quo codifica la Version 1 de cadena pesada, se 

transformô en E.coli cepa CJ236 (BioRad, Joyce amd Grindley, J. Bacteriol. 

158:636-643 (1984)) para la preparaciOn de patrones do ADN de hebra simple que 

contiene desoxiuridina. Se transformaron alIcuotas de las reacciones de 

mutagØnesis en E.coii cepa XLI Blue (Stratagene, San Diego, CA) para la 

purificación do ADN do hebra doble. Para cada variante, el ADN que codifica la 

cadena ligera o pesada so secuenciO completamente usando un secuenciador do 

ADN automâtico AB1377x1, o ABI3730x1 (Perkin-Elmer Corp.). 

Para cada variante do lgG, se realizaron transfecciones transitorias co-

transfectando un plÆsmido que expresa la cadena ligera y un plasmido que expresa 

la cadena pesada en una linea celular de rThOn embrionarlo humano transformado 

con adenovirus, 293 (Graham et al., J. Gen. ViTo!., 36:59-74, (1977)). En sintesis, 

293 so separararon las cØlulas el dia anterior a la transfecciOn y so colocaron en 

places en medio que contenIa suero. Al da siguiente, se preparO un precipitado de 

fosfato y calcio do ADN do hebra doble de las cadenas ligera y pesada, junto con 

pAdVantageTM DNA (Promega, Madison, WI), y se agregaron gota a gota a las 
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placas. Se incubaron las cØlulas hasta la maæana siguiente a 37°C, luego se lavaron 

con PBS y se cultivaron con medlo que no contenIa suero durante 4 dias momento 

en el cual se cosechO el medlo acondicionado. Los anticuerpos se purificaron de los 

sobrenadantes del cultivo usando protemna A-Sepharose CL-413, luego buffer 

cambiado en succinato de sodlo 10 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0, y se concentrO 

usando un Centricon-1 0 (Amicon). Las concentraciones de proteina se determinaron 

midiendo la absorbancia a 280 nm o por anâflsis cuantitativo de aminoÆcidos. 

Ensayo de Union a DR5 Electroquimioluminiscente. Se determinó  la 

union relativa de los anticuerpos de DR5 en un formato de ELISA-competiciOn de 

fase en solución. La protelna de fusion DR5-Fc se biotinilO usando biotina-X-NHS 

(Research Organics, Cleveland, OH), y el anticuerpo estØndar (ya sea VersiOn 1 o 

Apomab 7.3) se rotulO con ester ORI-TAG NHS (IGEN International, Gaithersburg, 

MID) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para realizar el ensayo de 

uniOn, se diluyeron en forma serial muestras de anticuerpo experimental en el buffer 

de ensayo (PBS, pH 7,4, que contenIa 0,5% BSA y 0,5% Tween-20). Iguales 

volOmenes (25 p1 cada uno) de la muestra de anticuerpos (conicentraciones que 

oscilaban desde 50,000 - 0,85 ng/mI), anticuerpo estÆndar ORI-TAG (150 ng/ml), y 

DR5-Fc humano biotinhlado (15 ng/ml) se agregaron a placas de polipropileno de 96 

pocillos y se incubaron durante 1,5 hr a temperatura ambiente con suave agitaciOn. 

Luego se agregaron perlas de estreptavidina magneticas (IGEN International) (25 

pI/pochllo), y se incubaron las placas como se indicO con anteiloridad durante un 

perlodo adicional de 30 mm. Se agregO buffer de ensayo para Itevar of volumen final 

a 250 p1 par pocillo, y se Ieyeron las placas usando un instrumento ORIGEN M384 

(IGEN international). Los valores de 1050 se calcularon usando cuatro parÆmetros 

de las curvas de muestra. 

Bioensayo: matanzalinhibiciOn del crecimiento de cØlulas tumorales. 

112 



La potencia obvia de cada variante de anticuerpo se determinO en un ensayo 

in vitro de muertede cØlulas tumorales. Se cultivO Ia Ilnea celular de carcinoma de 

colon humano Colo205 en medio RPMI que contenia 10% suero de feto de bovino. 

Se realizaron diluciones senates a la mitad de soluciOn estÆndar (ya sea Version 1 0 

Apomab 7.3) y muestras en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos que contenlan 

medlo con, o sin, un anticuerpo de entrecruzamiento (Fc anti-human, F(ab’)2 de 

cabra purificado por afinidad) a 10 microgramos/mI. Luego se agregaron las cØlulas 

(20,000/pocillo) a las placas. Se incubaron las placas a 37°C durante un total de 48 

h. So agregO AlamarBlue a los pocillos para las 3 horas finales do la incubaciOn. Se 

leyO Is fluorescencia usando un fluorOmetro con excitación a 530 nm y emisiOn de 

590 nm. Se analizaron los datos usando un programa de adaptación de la curva de 

cuatro parÆmetros. 

Resultados 

El objetivo general de este trabajo ha sido desarrollar anticuerpos anti- 0R5 

con propiedades bioquimicas mejoradas y mejorada eficacia, sin comprometer la 

seguridad. 

Se usaron varios mØtodos para lograr las mejoras deseadas, incluyendo 

sustituciones de aminoâcidos en las cadenas pesada y ligera de DR5 para mejorar 

Ia estabilidad tØrmica a quimica; et dobtez; et barrido alcalino en los residuos de 

CDR para determinar quØ residuos podrIan ser importantes para uniOn o doblez,, y 

por consiguiente podrian cambiarse para lograr una mayor afinidad; y el uso de 

bibliotecas de visualización de fago de los CDR para identificar clones con mejorada 

afinidad. AdemÆs, se estudiaron cambios en las regiones de marco para evaluar sus 

posibles efectos sobre Is inmunogenicidad y actividad biolOgica. 

Se usaron modelos de homologla (Figuras 19 y 20) para ayudar en la 

selección de muchos de estos cambios. 

Variantes de Cadena Pesada 

113 



Serie I 

La Version 2 do la cadena pesada contiene 5 cambios a partir do (a Version 

1. Estos cambios (Q6E, VII L, El 2V, RI 3Q, y K1 05Q) se encuentran en el marco 

del dominlo variable, y se agregaron para acercar el marco a la secuencia do 

concenso do VHIII humana. En Ia Tabla I se muestran las primeras vanantes 

construidas con cambios en los CDR do cadena pesada. El patrOn ssDNA para 

estas mutantes fue Ia VersiOn 2. El camblo Lou a Tyr en la posición 102 so realizO 

para mejorar on empaque y de este modo la estabilidad. En combinaciOn con este 

cambio, se cambió Asn53 a Gin o Tyr para eliminar el potencial sitio de 

desamidaciOn. Se cambiO Met34 a Leu para eliminar un potericial sitio de oxidaciOn. 

Estas variantes do cadena pesada so expresaron con Ia cadena tigera original para 

dar las Versiones 20-23 (Tabla I). La cadena pesada que contiene las tres 

mutaciones M341L, N53Q, y 1-102Y, y los cambios de marco como en la VersiOn 2, 

so denomina posteriormente "la pesada triple" o THI, mientras quo la cadena 

pesada las tres mutaciones mutations M34L, N53Y, y LI02Y y el marco do la 

Version 2, se denomina de manera similar TH2. 

Thin I Vnrinnfac rIc (flR d (’-adnna Panda 

VersiOn a Sustituciones Actividad de Actividad do 
1050 

bioensayo Bioensayo 
variante 

1050 vIb 
con sin 

entrecruza- entrecruza-

mientoc mientod _________  

20 N53Q,L102Y 0,11 0,24 * 

21 M34L, N53Q, LI02Y 0,42 0,54 <1 

22 N53Y, LIO2Y 0,08 1,30 love 

23 M34L, N53Y, LIO2Y 0,28 4,47 1 ninguna 

a Molde: VersiOn 2 
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b Ensayo Origenfi competitivo de uniOn a DR5 humano 

Ensayo de inhibiciôn de cØlulas tumorales 

d Ensayo de inhibiciOn de cØlulas tumorales 

Dado que hubo una pØrdida de uniOn y actividad de muertecelular in vitro con 

el agregado de la mutación M34L (es decir, v21 comparado con v20, v23 

comparado con v22, Tabla 1), se hizo una sane de mutaciones adicionales, 

sustituyendo tanto alanina u otro residuo sugerido por barrido de la base de datos de 

Kabat, en CDR1 de cadena pesada, usando VersiOn 20 de cadena pesada como 

patron. Estas cadenas pesadas Se expresaron con VersiOn 1 de cadena ligera. Los 

aminoÆcidos que Se mutaron, la uniOn relativa resultants a vi, y los datos del 

bioensayo para estas Versiones Se muestran en la Tabla 2. El camblo de G1y33 a 

Ala dio Is potenciaciOn de la uniOn como tambiØn una mejorada potencia. Esta 

cadena pesada que contiene las tres mutaciones, G33A, N53Q, y Li 02Y as 

denomina TH3. Del mismo modo, Se construyO TH4 que tiene G33A, N53Y, y 

1-IO2Y. El cambio de Thr28 a Ala tambiØn dio una mejorada actividad comparado 

con vi, y la cadena pesada qua contiene T28A, N53Q, LI02Y Se denomina TH9. 

Los cambios de CDR en THI, TH2, TH3, TH4, y TH9 se resumen en la Tabla 5. 

Estas cinco cadenas pesadas as estudian de manera adicional luego de co-

expresarse con combinaciones de cadena ligera (ver a continuaciOn) 

Tabla 2. Variantes an CDR HI 

Actividad de Actividad de 
1050 

VersiOna MutaciOn Bioensayo Bioensayo 
mutante 

con entrecruza- sin entrecruza-
1050 vI" 

mientoC mientod 

ill G26A 0.11 0.42 Ninguna 

F27A ND ND ND 

112 T28A 10.19 - 0.8 igual que vi 
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127 F29A 7,6 Ninguna  

55 D30A 2,2 ND ND 

54 D30S 2,1 ND ND 

57 D3IA >10 ND ND 

56 D31  4,3 ND ND 

113 Y32A 1,65 >100 Ninguna 

58 G33A 0,1 0,097 Love 

59 M34A 0,8 3,49 Leve 

49 M341 1,2 14,6 Ninguna 

50 M34S 1,0 13,8 Ninguna 

S35H ND ND ND 

130 S35A ND ND ND 

a El molde para todas [as variantes es la Version 20 

b Ensayo Origenfi de uniOn de DR5 humano competitivo 

Ensayo de inhibiciôn de cØlulas tumorales 

d Ensayo de inhibiciOn de cØlulas tumorales 

Barrido con Ala de CDRH2 y CDRH3. Para elucidar en forma adicional la 

contribuciOn de cada aminoÆcido del CDR2 y CDR3 de cadena pesada, se 

construyeron mutantes con sustituciôn do alanina para cada uno de estos residuos. 

La mutagØnesis dirigida al sitio con los oligonucleOtidos sintØticos que codifican la 

sustitución de alanina so realizO usando VersiOn 1 de cadena pesada como patron. 

Estas cadonas pesadas se expresaron usando la cadena ligera de Ia Version 1. Los 

cambios en la afinida obvia y la potencia de los anticuerpos resultantes so muestran 

en las Tablas 3 y 4. GIy99AIa y ArglOOAla muestran, cada uno, una mejorada 

actividad, y por consiguiente, podrian usarse estos cambios para construir mutantes 

de combinaciOn adicionales do la cadena pesada. 
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Tabla 3,. Barrido con Alanina de CDRH2 

VersiOn a MutaciOn Relaciôn de 

uniOn a vi b 

- 

Actividad de 

Bioensayo 

con entrecruza 

mientoc - 

Actividad de 

Bioensayo sin 

entrecruza-

mientod 

139 G50A 3.55 - 1,91 ninguna 

140 151A ND ND ND 

141 N52A 2.42 ND ND 

W52aA NO ND - - ND 

142 N53A ND 0,19 (eve 

160 1 G54A 1.49 ND ND 

151 G55A 1.0 0,86 >100 x inferior 

143 S56A 1,1 0181 -igualavl 

144 T57A 1,2 0,54 - >l00xinferior 

152 G58A 0,55 1,24 -5 x inferior - 

153 - Y59A 2,22 3,42 ninguna 

154 A60A - 0,55 0,49 >100 x inferior 

158 D6IA - 0,725 ND ND 

155 S62A 0,65 0,73 - >100 x inferior 

156 V63A - 0,041 ND - 3 x inferior 

159 K64A ND - ND ND 

G65A ND ND - ND 
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107,

a Molde: Version i 

b Ensayo Origenfi de uniOn do DR5 competitivo humano 

Ensayo do inhibición do cØlulas tumorales 

d Ensayo do inhibiciOn de cØlulas tumorales 

Tabla 4. Mutantes con Alanina an CDRH3 

VersiOna MutaciOn RelaciOn de 

uniOn avib 

Actividad de 

Bioensayo 

con entrecruza 

mientoG 

Actividad do 

Bioensayo sin 

entrecruza-

mientod _________  

108 KIO2A 1,82 >10 ninguna 

109 195A 8,38 Ninguna ninguna 

(1040) L96A ND ND ND 

126 G97A 8,52 Ninguna ninguna 

110 Y98A 24,2 Ninguna ninguna 

128 G99A 0,09 0.43 8 x superior 

129 RIOOA 0,47 0.128 -4xsuperior 

116 GIOOaA 2,84 Ninguna ninguna 

117 WIOObA Na Ninguna ninguna 

118 YIOOcA 10,85 Ninguna ninguna 

119 Fl OOdA Na Ninguna ninguna 

120 DIOIA 1,83 �1 ninguna 

a Molde: VersiOn 1 

b Ensayo Origenfi do uniOn do DR5 competitivo humano 

Ensayo de inhibiciOn do cØlulas tumorales 

d Ensayo de inhibiciOn de cØlulas tumorales 
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Serie 2 

Se construyó una segunda serie de caderias pesadas usando los mismos 

CDR que las versiories THI, TH2, TH3 y TH4 en los cuales los residuos del marco 

E6, LII, VIZ Q13, y Q105 se revirtieron en los aminoÆcidos encontrados en la 

Version i, es decir Q6, VII, E12, R13 y K105. Estas cadenas pesadas se 

denominan TH5, TH6, TH7, y TH8 (ver Tabla 5). 
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labia 5. Variantes do cadena pesada con mutaciones en todos los bucles do 

CDR 

Combinación 

do cadena 

pesada 

Mutación 

on CDR 

HI 

Mutación 

on CDR 

H2 

Mutación 

en CDR 

H3 

Residuos do 

marco on 6, 11 

12,13, 105 

THI M34L N53Q LIO2Y E, L,V,Q, Q 

TH2 M34L N53Y LIO2Y E, L,V,Q, Q 

TH3 G33A 

- 

N53Q LIO2Y E, LV,Q, Q 
- 

TH4 G33A N53Y LI 02Y E, L,V,Q, Q 

TH5 M34L N53Q LIO2Y Q, V,E,R, K 

TH6 M34L 

- - 

N53Y LIO2Y Q, V,E,R, K 

TH7 G33A N53Q L1O2Y Q, V,E,R, K 
- - 

TH8 G33A N53Y LIO2Y 

- 

Q, V,E,R, K 
- 

TH9 T28A N53Q LIO2Y E, L,V,Q, Q 

Variantes do Cadena Ligera 

Barrido con Alanina de las CDR do cadena ligera 

Para comprender mejor la contribuciOn a Ia uniOn y la actividad biolOgica de 

los residuos de CDR do la cadena ilgera, se cambiô cada aminoÆcido por atanina 

usando mutagØnesis dirigida at sitlo. Cada una do las vanantes de cadena Ilgera so 

combinó con vi do cadena pesada para la expresiOn transitoria do tgG como se 

describiô con anterioridad. Los resultados del barrido con ala de CDR de cadena 

ligera se resumen en la Tabla 6. De manera interesante, en contraste con muchos 

otros anticuerpos, CDR LI desempena una funciOn importante on la union at 

antIgeno. Esta cadena tigera es una cadena lambda, y el modelo que so muestra en 

la Figura 20 sugiere que CDRI podria formar una hØtice alfa. Las sustituciones por 

alanina on L2 y L3 se toleran mejor con Is excepción de G50A en CDR2 quo abole 
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la uniOn. En forma contraria, algunas sustituciones de ala, especialmente R9IA y 

K51  mejoraron la union y la bloactividad. 

labIa 6. Mutantes de cadena tigera por barrido con ’alanina 

VersiOna UbicaciOn Mutaciôn Uniónb Bioensayoc Bioensayo 

89 CDRLI Q24A 1,22 - 0,87  

40 CDR LI G25A 2,54 ND ND 

90 CDR LI 

- 

D26A - 0,76 0,88 Ninguna 

41 CDR LI S27A - 2,36 2,79 Leve 

42 - CDRLI L28A >100 NO ND 

46 - CDR LI R29A 3,0 ND 

- 

ND 

38 CDR LI - S30A 25 

- 

5,51 N/A 

39 CDRLI - Y3IA >10 ND ND 

47 CDR LI A33G 6,4 ND ND 

43 CDRLI S34A - 1,54 3,23 Leve 

64 CDR L2  G50A >1000 ND ND 

65 CDR L2 K51A 0,4 0,027  

93 CDR L2 N52A - 3,12 ND ND 

94 CDR L2 N53A 7,54 NO ND 

95 

- 

CDR L2 R54A 0,89 0,87 * 

107 CDR L2 P55A 0,95 1,35 Leve 

163 CDR L2 S56A 1,9 ND ND 

72 CDR L3 N89A 3,1 Na Ninguna 

73 CDR L3 S90A - 0,9 0,91 1,0 

74 CDR L3 R9IA 0,5 0,098  

164 CDR L3 D92A 0.22 - ND ND 

137 CDR L3 - S93A 2,51 10,85 Leve 
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VSjÔfla Ubicación Mutación Union" Bioensay& Bloensayo’ 

138 CDR L3 S94A 0,31 0,15 - Love - 

165 CDR L3 095A 0,06 ND - ND 

71 CDR L3 N95aA 110 1,17 ND 

(1024) CDR L3 H95bA ND - ND ND 

166 CDR L3 V96A - 1,34 

- 

ND ND - 

167 - CDR L3 V97A 11,05 ND - ND 

a Molde: VersiOn 1 
b Ensayo Origenfi de uniOn de DR5 competitivo humano 

Ensayo de inhibición de cØlulas tumorales 

d Ensayo de inhibiciOn de cØlulas tumorales 

Cambios de Residuos de ía Familia GØnica 

Un segundo tipo de mutantes dirigidas se usO para estudiar la cadena ligera. 

En este mØtodo, los residuos de CDR, que en el modelo resultaron estar en ambos 

lados de los bucles, y por consiguiente podrian jugar un papel de soporte en lugar 

de estar directamente involucrados en la uniOn al antigeno, se cambiaron por los 

residuos en las correspondientes ubicaciones en otras familias gØnicas lambda 

estrechamente relacionadas. Estos mutantes tambiOn se expresaron usando la 

cadena pesada de vi, y los resultaclos se resumeæ en la labia 7. En CDR L2, la 

combinaciOn de G50K, K51 ID da una mejorla significativa tanto en Is uniOn como en 

la bioactMdad, y Is combinaciOn que comprende las cuatro mutaciones 050K, 

K51 D, N52S, N53E, tambiØn se mejora por sobre vi. No se toleraron otros cambios 

mÆs conservadores en la misma regiOn, que solo involucraba una sustituciOn de 

residuos. 
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Tabla 7. Variantes de cadena livana basadas en secuencias de familia 

aØnlca r&acionada. 

VersuSna 
- Ubicaciôn Mutaclôn Uniônb BioensayoC Bioensayo’ - 

25 CDR LI 024S, D26E, Y3IK, 

S34Y  

11,7 ND ND 

24  D26E,Y3IK >100 ND ND 

51  534Y >100 ND ND - 

44  Q24$ 

- 

0,96 123 leve 

45  Y31  >1000 

-- 

ND ND 

106  Y32H 5,1 1,71 

- 

ninguna 

26 CDR L2 050K, K510, N52S, 

N53E  

0,33 0,071 1 

27  G50S, K51 D, N52S 0,92 0,29 leve 

91  G50K, K52S, N53E 14,71 ND - ND 

92  050K, K5ID 0,09 0,43  

28 - N52L 6,88 ND ND 

125 050S, K51 D, N52S, 

N53E  

- 

1,99 1,0 ND 

32  N52Q 5,28 ND ND 
- 

33 

-  

N53Q 4,48 ND ND 

61 - - N52S, N53E >100 ND ND 

62  N52S 1,1 1,1 

- 

ninguna - 

63  N52Q, N53S >10 ND ND 

60 CDR L3 N89L, R9IA, 

N95aT,H95bY  

>100 ND ND 

52  N95aT,H95bY  

30  N95aQ 1,65 7,3 leve - 
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Vers6na Ubicac6n Mutaciôn Uniönb Bioensayoc Bloensayod 

31  N89Q >1000 ND - NO 

29  H95bY 1,68 2,14 leve 

66  H95bR 0,7 0,97 - 1,0 

67  N95aK 1,0 0,44 1 1,0 

a Molde: VersiOn 1 

b Ensayo Origenfi de uniOn de DR5 competitivo humano 

Ensayo de inhibición de cØlulas tumorales 

d Ensayo de EnhibiciOn de cØlulas tumorales 

Selección por afinidad con bibliotecas de ant!cuerpos-fagos 

Para cada uno de los CDRs LI, L2, y L3, se construyeron por separado 

� bibliotecas de despliegue de fagos y se seleccionaron para determinar los clones 

con mayor afinidad por DR5-1g. La inspecciOn del modelo (Figura 20) indicO cuÆles 

residuos de las CDR probablemerite se expondrian y estos residuos se eligieron 

para (a a(eatorizaciOn. Se clonaron la cadena Hgera lambda completa y el dominio 

VH de la VersiOn 1 en el vetor de (a visualizaciOn de fago pSI 602, al que se hace 

referenda en Vajdos et al., J. MoL 8101. 320:415-428 (2002), y se describe en mayor 

detalle en Sidhu et al., Curr. Opin. BiotechnoL 11:610-616 (2002). Se usô 

mutagØnesis de Kunkel en la construcciOn de las bibliotecas. El fagØmido vi se 

transformó en Ia cepa de E.coli CJ236 para la preparaciOn de ADN de hebra simple 

y se usaron oligonucleOtidos que contenlan codones TM en cada sitio elegido para 

aleatorización para generar los moldes de la biblioteca. Luego se usaron oligos que 

usan el codón degenerado NNS (donde N es una mezcla igual de G, A, T, y C, 

mientras que S es una mezcla igual de G y C) para construir las bibliotecas. CDRLI 

se mutO usando el oligo de patron de detenciOn CA945 y oligo de biblioteca CA946. 

CDRLI se mutO usando el oligo de patron de detenciOn CA947 y oligo de biblioteca 
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CA948. CDRL3 se mutO usando el oJigo de molde de detenciOn CA949 y oligo de 

biblioteca CA950. La construcción de las bibilotecas se resume en la Tabla 8. 

Tabla 8 

Nümero de Region Finalidad Secuencia 

Oligo  

CA945 CDRLI Molde de CAT GCC AAG GAG ACT AAC TCA 

detenciOn OAT AAT ATT MG CTA GCT GGT 

ACC AGC (SEC ID NO: 21) 

CA946 CDRLI aleatorizaciOn CAT 0CC AAG GAG ACN NSC TCA 

GAN NSTATN NSG CTAGCTGGT 

ACC AGC (SEC ID NO: 22) 

CA947 CDRL2 Molde de GTC ATC TAT GGT MA TM TM 

detenciôn CGG CCG TCT GGC ATC CCA GAO 

CG (SEC ID NO: 23) 

CA948 CDRL2 aleatorización CU GTC ATC TAT GOT AM NNS 

NNS NNS CCG TCT GGC ATC CCA 

GAC CG (SEC ID NO: 24) 

CA949 CDRL3 Molde de OCT GAC TAT TAO TGT AAC TCC 

detenciôn CGG TM TM TM GGC TM CAT 

OTO GTA UC GGC GGA GO (SEC 

ID NO: 25) 

CA950 CDRL3 aleatorización GOT GAC TAT TAC TGT MC TCC 

COG NNS NNS NNS GGC NNS CAT 

GTG GTA TTC GGC GGA GG (SEC 

ID NO; 26 
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Los productos do las reacciones de mutagØnesis aleatoria se introdujeron por 

electroporaciôn en cØlulas XLI-Blue do E. coil (Stratagene) y so amplificaron por 

cultivo durante 14-16 horas con el fago auxiliar M13K07. El tamaæo do la biblioteca 

se estimO por dilución serial y colocaciôn en placas Si la transformaciOn inicial so 

realizaba sobre placas de carbenicilina, y fue desde 1,9 x 109 hasta 2,2 x 109 clones. 

Las bibliotecas Se planificaron para 4 ciclos en soluclón usando DR5-lg 

biotinilada (Genentech). Aproximadamente 1011 fagos so bioquearon en un ml do 

soluciôn de 3% de leche en polvo descremada, 0,2% do Tween en PBS (bloqueo do 

fago) en una rueda rotativa durante I h a temperatura ambiente. DR4-IG y CD4-IG 

se agregaron, cada uno a la solución de bloqueo a I micromolar para reducir la 

union no especIfica. Luego se agrego antigeno biotinilado a 100 nM para el primer 

ciclo y se dejô proceder la union durante 2 ft En los ciclos postenores de panoo, so 

redujo Ia concentraciOn do antigeno hasta 10, 5 y I nanomolar. 

Para capturar los lagos que so une at antigeno, primero se lavaron perlas 

magnØticas recubiertas con estreptoavidina (Dynal) tres veces con bloqueo do fago, 

y luego se bloqusaron con un ml de bloqueo de fago durante I h a temperatura 

ambiente. Se concentraron las perlas usando un imÆn y se agregaron a Ia soluciOn 

antigeno-fago durante 15 mm. El imØn se usó luego para extraer los complejos 

perla-antigeno-fago de la solución. Estas particulas luego se lavaron 3 veces con 

buffer de bloqueo de lagos, 3 veces con PBS-Tween (0,02% de Tween) y una vez 

con PBS. Luego so eluyeron los fagos do las perlas con 100 microlitros de HCI 0,1 

is M durante 10 mm, y se neutralizaron con NaOH. Los lagos eluidos so usaron para 

infectar XLI Blue do E.coli, y so propagaron coma so indicO con anterioridad para 

ciclos posteriores. En cada ciclo so aumentO la rigurosidad del lavado. 

So secuenciaron los clones do cada biblioteca. Para las bibliotecas LI, sOlo 

so obtuvieron secuencias del tipo salvaje, avalando Ia idea de quo este CDR es 

importante para la uniOn del antigeno o Ia conformaciOn do anticuerpos, y puedon 
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tolerarse muchas mutaciones en la potencial hØlice. Pars las bibliotecas en L2, no 

so encontraron secuencias do concenso, lo que sugiere que mCiltiples secuencias do 

CDRL2 son aceptables para la union a DR5. Pars las bibliotecas do L3, varias 

secuencias aparecieron móltiples veces, y estas secuencias so injertaron en el 

vector de cadena ligera de longitud dompleta usando mutagØnesis dirigida al oligo. 

La expresiOn de lgGs so encontrO nuevamente en 293 cØlulas, usando VersiOn 1 do 

cadena pesada para la co-transfecciOn. La Tabla 9 describe las secuencias L3 quo 

so expresaron como anticuerpos do longitud completa, y los resultados de uniOn y 

bioensayos. Dos de las secuencias evaluadas, incorporadas en las Versiones 69 y 

70, dieron anticuerpos con uniOn y bioactividad mejoradas comparados con Ia 

VersiOn 1. 

Tabla 9. Secuencias de proteinas do CDR3 de cadena ligera, derivadas 

de la biblioteca de faos 

Version a Secuencia CDR L3 RetackSn Actividad de Actividad de 

de uniOn a Bioensayo con Bioensayo sin 

v1’ entrecruza- entrecruza-

miento - mientod _________  

68 NSRDSSGSHW 1,3 0,973 1,0 
- 

69 

- 

NSRSYSGNHVV 0,1 0,143  

70 INSRSSSGSHW 10,2 10,152 1- 

a Molde: Version 1 

b Ensayo Origenfi de uniOn de 0R5 competitivo humano 

Ensayo do inhibiciOn do cØlulas tumorales 

d Ensayo do inhibiciOn do cØlulas tumorales 

Cacienas ligeras combinadas 

Como so describiO con anterioridad, so identificaron mutaciones en cads una 

do las CDR de cadena ligera que potenciaron en forma individual Ia uniOn y la 
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muertede tumores in vitro. Estas mutaciones se combinaron luego para hacer varias 

cadenas ligeras con mejoras en cada una de [as CDR. Estas se designaron TLI, 

TI-2, y TO para "triple liviano I" etc., y se describen en Ia Tabla 10. De este modo, 

TLI contiene la mutación LI identificada en Ia Version 44 combinada con Ia 

mutación L2 identificada en Ia VersiOn 26 y la mutaciOn L3 en la VersiOn 29. Del 

mismo modo, TI-2 contiene la mutaciOn LI de la VersiOn 44 con Ia mutación L2 de 

v65 y la mutaciOn L3 de v69, mientras que TO combina LI de v44 con L2 de v65 y 

L3dev74. 

Tahia 113 Mutaciones an comblnaciones de cadenas Iiaeras 

CombinaciOn Mutación, CDR LI Mutaciones, CDR Mutaciones, CDR 

de cadenas U L3 

ligeras  

TLI Q24S G50K, K51 D, H95bY 

N52S, N53E  

TI-2 Q24S K5IA D92S, S93Y 

TL3 Q24S K5IA R9IA 

Tabla If. Nomenclatura Aoomab. 

Cadena ligera: TLI TL2 TL3 

Cadena 

pesada  

THI Apomab 1.1 Apomab 1.2 Apomab 1.3 

TH2 Apomab 2.1 Apomab 2.2 Apomab 2.3 

TH3 Apomab 3.1 Apomab 3.2 Apomab 3.3 

TH4 Apomab 4.1 Apomab 4.2 Apomab 4.3 

TH5 Apomab 5.1 Apomab 5.2 Apomab 5.3 

TH6 Apomab 6.1 Apomab 6.2 Apomab 6.3 

TH7 Apomab 7.1 Apomab 7.2 Apomab 7.3 
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Cadena ligera: TLI TL2 TL3 

TH8 Apomab 8.1 Apomab 8.2 Apomab 8.3 

TH9 Apomab 9.1 Apomab 9.2 1 Apomab 9.3 

Otros anticuerpos segün Apomab se muestran en la Tabla 12. 

Tabla 12 

Version 

de 

Apomab 

Secuencla de 

aminoÆcldos de 

marco en las 

posiciones 6, 

11,1213,y102 

Union a 

DR5, 

relativa a 

Apomab 

7,3  

Potencia, relativa 

a Apomab 7,3, 

Con 

entrecruzamiento 

Actividad de 

Bioensayo con 

entrecruzamiento 

73* Q VER K 1,00 1 ND 

33** E LVQ Q 2,50 0,53 Ninguna 

18.3 E LVQ K 0,51 0,75 Ninguna 

24.3 E VER Q 0,80 1 Ninguna 

25.3 Q LVQ K 0,77 1 -3xinferior 

26.3 Q VER Q 0,53 1 -6 x inferior 

27,3 E VER K 1,90 1,2 ninguna 

28.3 Q LER K 0,48 0,94 - 5 x inferior 

29.3 0 LEQ K 0,52 1,2 -7 x inferior 

30.3 Q VVQ K 0,78 0,66 -3 x superior 

36,3 0 WR K 0,66 ND ND 

37.3 0 VEN K 0,84 ND ND 

38.3 Q LVR K 0,47 ND ND 

18.2 E LVQ K 0,11 0,16 Ninguna 

24.2 E VER Q 0,14 0,18 ninguna - 

25.2 Q LVQ K 0,10 0,13 -32 x superior 

26.2 Q VER 0 0,14 0,22 -10 x superior 
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Version Secuencia de UniOn a Potencia, relativa Actividad de 

do aminoÆcidos de DRS, a Apomab 7,3, Bioensayo con 

Apomab marco en las relativa a Con entrecruzamiento 

posiciones 6, Apomab entrecruzamiento 

11, 12,13, y 102 7,3  

27.2 E VER K 0,10 0,15 ninguna 

*igual marco quo la VersiOn 1 

**igual marco que el consenso humano VH-111 

Expresión de Apomab 

Luego de derivar las cadenas pesadas triples, y las cadenas ilgeras triples, se 

creô una cuadrEcula do 9 x 3 de anticuerpos combinados a travØs de la co-

transfecciOn de cada una do las tres cadenas ligeras en cada una de las nueve 

cadenas pesadas en 293 cØlulas y se purificaron los anticuerpos resultantes como 

se describió con anterioridad. Estudios in vitro con estos Apomabs indicaron quo 

vanas Versiones fueron bastante potentes en los bioensayos. Por consiguiente, se 

preparo material que fuera apropiado para los estudios de modelos de tumores de 

ratón in vivo. 

Recuperación y PurificaciOn do Apomab 

A continuaciOn se describe un mØtodo para recuperar y purificar anticuerpos 

Apomab de un Liquido de Cultivo do CØlulas Cosechadas (Harvested Cell Culture 

Fluid (HCCF)): 

Cromatografla con Prosep Protein A - El LIquido do Cultivo de CØlulas 

Cosechadas (HCCF) producido de cØlulas de Ovario de Hamster Chino (CHO) se 

ajusta hasta lograr un pH de 7,0, con base Iris 1,5 M y luego se carga sobre una 

columna Prosep Protein A (Millipore, EEUU) que se equilibra con NaCl 25 mM I Tris 

25 mM / EDTA 5mM, pH 7,5. Las proteinas quo no se unen se dejan fluir y se 
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ellminan con lavado con buffer de equilibrio seguido de un segundo lavado con 

TMAC 0,5 M en el buffer de equilibrio y un tercer lavado con buffer de equilibrio. Se 

eluye el anticuerpo Apomab hasta desaparecer de la columna Protein A usando tin 

paso de elusion de Æcido acØtico 0.1 M. El eluyente de la columna se monitorea por 

A280. Se reune el pico de anticuerpo Apomab. 

Cromatografla do Flujo RÆpido con SP-Sefarosa - El pool de anticuerpos 

Apomab de Prosep Protein A Se ajusta hasta lograr tin pH de 5,5 con base Iris 1,5 

M y luego se carga sobre una columna de Flujo RÆpido con SP-Sefarosa 

(Amersham Pharmacia, Suecia) que se equilibra con MOPS 25 mM pH 7,1. Luego 

de cargar la muestra, se lava la columna con buffer de equilibrio hasta la base en 

A280. El anticuerpo Apomab se eluye de la columna usando un gracliente lineal de 

volumen de 12 columnas de cloruro de sodlo de 0 a 0,2 M en el buffer do equilibrio, 

pH 8. El eluyente de la columna se monitorea par A280. Se recolectan las fracciones 

y aquellas que contienen anticuerpo Apomar doblado apropiadamente, segün (a 

determinaciOn por anÆlisis de SEC-HPLC, so reunen. 

Cromatografla de Flujo RÆpido con Q-Sefarosa - El pool de fracciones de 

SP-Sefarosa se carga luego sobre una columna de Q-Sefarosa FF (Amersham 

Pharmacia, Suecia) que se equillbra en cloruro de sodio 50 mM / buffer Tris 25 mM, 

pH 8. La columna se lava con buffer de equilibrio, y el anticuerpo Apomab se 

recolecta on el efluente de la columna. 

Form ulaciOn do UF/OF - El pool de Q-Sefarosa so concentra por ultrafiltración 

sobre una membrana que tiene un peso molecular de carte de aproximadamente 

10.000 daltons. El pool concentrado do Q Sepharose FF se diafiltra luego con 10 

volümenes de Histidina 10 mM/8% do sacarosa, pH 6. El pool diafiltrado de Q 

Sefarosa se acondiciona con 10% do Polisorbato 20 para lograr una concentraciOn 

final do 0,02% de Polisorbato 20. El granel formulado se filtra a travØs de un filtro 

estØril de 0,22 pm y se almacena a 2-8°C o �70°C. La pureza final de los 
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anticuerpos Apomab se determina por SDS-PAGE, SEC-HPLC y AnÆHsis de la 

Secuencia de aminoÆcidos. 

La secuenciaciOn se realiza sobre mÆquinas de secuenciaciôn AB13700 o 

A613730 Applied Biosystems. Los cromatogramas de Ia secuenciación se analizan 

usando un software Sequencer (GeneCodes, Ann Arbor, MI) para anÆlisis de 

secuericia. 

Evaivaciôn de la actividad in vitro de Apomabs 

Antes de comenzar los estudios in viva con Apomabs, se evaluO cada late 

para determinar la actividad in vitro como se describió con anterioridad. Estos 

resultados se muestran en la labia 13. 

Tabla 13. Actividad in vitro de Aoomabs 

VersiOn 

de 

Apomab 

Factor de aumento en 

la alinidad aparente, 

relativa a la VersiOn 1 

Factor de aumento en la potencia 

aparente, con entrecruzamiento, 

relativo a la VersiOn 1 (vi) 

Potencia aparente, 

sin entrecruzamiento, 

relativa a la Version 1 

(yl) 

1.1 - 11.30 24 Ninguna 

1.2 52.10 14 Ninguna 

1.3 13.10 6.5 

- 

Ninguna 

2.1 12.80 5.5 Ninguna - 

2.2 9.60 3 Ninguna 

2.3 29.00 6.5 

- - 

Ninguna 

3.1 15.00 14 Ninguna 
- 

3.2 29.20 22 Ninguna - 

3.3 15.00 8 Ninguna 
- 

4.1 25.70 11 Ninguna 

4.2 23.10 6 Ninguna 

4.3 10.30 12 - Ninguna 
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Version 

de 

Apomab 

Factor de aumento en 

la afinidad aparente, 

relativa a la Version 1 

Factor de aumento en la potencia 

aparente, con entrecruzamiento, 

relativo a la VersiOn 1 (vi) 

Potencia aparente, 

sin entrecruzamiento, 

relativa a la VersiOn 1 

(VI) 

5.2 26.90 22 -8 x superior - 

5.3 2.80 10 -2.4 x inferior 

6.2 31.60 6 -2 x superior - 

6.3 1.50 4 -4 x inferior 

7.2 31.20 22 

- 

-5 x superior 

7.3 

- 

4.30 - 16 

- 

-2 x inferior - 

8.2 28.60 - 9 S vervjeve - - 

8.3 - 8.30 11 ’-8 x inferior 

9.1 21.90 36 Ninguna 

9.2 29.90 48 Ninguna 
- 

9.3 10,00 ND Ninguna 

EJEMPLO2 

Evaluación de la actividad antitumoral de Apomab en of modelo de 

xenoinierto de carcinoma de colon humano Colo 205 y otros modebos de 

xenoinjerto de cancer coborrectal 

Las abreviaturas comünmente utilizadas en este y en ejemplos posteriores 

son las siguientes: 

CR regresiOn completa 

PR regresiôn parcial 

MTD Dosis maxima tolerada 

MW volumen medio del tumor 

NTR muerte no relacionada con el tratamiento 

LTTFS sobreviviente sin tumor a largo plazo 
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PBS solución sauna con buffer de fosfato 

q3d x 4 una vez cada tres dias con un total de cuatro dosis 

qd x I una dosis administrada el DIa 1 

qd x 5 una vez por dIa durante cinco dias 

TFS sobreviviente sin tumor 

TR muerte relacionada con el tratamiento 

TIE tiempo hasta lograr el parÆmetro 

T-C diferencia, en dias, entre los valores de mediana de TIE de 

artimales tratados y do control 

TGD demora en el crecimiento tumoral; T-C; aumento en Ia mediana 

do TIE para un grupo de tratamiento, comparado con un grupo 

de control, usualmente expresado como % de control. 

Tiempo hasta 2xV otiempo duplicado (DT); tiempo durante el cual el volumeri 

del tumor se duplica. 
LoCeUU1pg I Vp"t I (Log Cell Kill: MuerteCelular LogarItmica) 

Diferencia entre el logaritmo del volumen real del tumor en el momento del 

tratamiento, logio(Vpre), y logo(Vt) (Chenevert et al., Clin. Cancer Res. 

3:1457-1466 (1997). 

Se inocularon ratones albinos atImicos hembra de 6-8 semanas de edad 

(Charles River Laboratories) con 5 miHones de cØlulas Colo 205 por ratón en un 

volumen/ratOn de 0,2 ml, por via subcutÆnea, en el area del flanco dorsal derecho. 

Se etiquetó a los ratones en las orejas para identificaciôn. Una vez que e( tumor fue 

de aproximadamente 100-200 mm3, los ratones que Ilevaban el tumor Colo 205 so 

agruparon aleatoriamente y so administrO el tratamiento. 

El regimen de tratamiento fue una dosis Unica administrada por via 

intraperitoneana, con dosis de control con vehiculo o estÆndar y anticuerpos 

experimentales, a 3 mg/kg/ratón o 10 mglkglratón. En algunos casos, se eutartizaron 
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3 o 4 ratones do los grupos que recibieron vehiculo y do 10 mg/kg, y se obtuvieron 

el suero y los tumores a los 5 minutos, 24 horas 048 horas despuØs del tratamiento 

para determinar la concentraciôn sØrica do fÆrmaco y los estudios de histotogla del 

tumor. En los ratones restantes, se tomaron mediciones de tumores dos veces por 

semana durante las primeras dos semanas, luego una vez por semana durante 

otras 4 semanas. 

Los resultados obtenidos en el modelo de ratón albino atimico con xenoinjerto 

de Colo 205 se muestran en (as Figuras 21-25. 

La Figura 21 muestra que cada uno de los Apomabs 5.3, 6.3 y 8.3 fue 

altamente efectivo en Ia reducciOn del volumen promedio del tumor en todas las 

dosis evaluadas, y su eficacia fue esencia(mente Ia misma que el 16E2 VersiOn 1. 

La eficacia do dosis intraperitoneanas individuales de Apomabs 5.2, 6.2, 5.3, 

7.2 y 7.3 se evaluó en el Modelo de RatOn Albino Atirnico con Xenoinjerto de Cob 

205, y los resultados se muestran en la Figura 22. Todos los Apomabs evaluados 

fueron altamente eficientes en la reducciOn del volumen del tumor, y su eficacia fue 

esencialmente igual que Is del anticuorpo 16E2 VersiOn 1. 

Do manera similar, los resultados que se presentan en Ia Figura 23 muestran 

que Apomabs 5.2, 7.3 y 8.3 fueron efectivos en Ia reducción del volumen del tumor 

en este modelo do cancer colorrectat. En este experimento, se administrarori 

Apomabs y 16E2 en dosis de 1 mg/kg y 3 mg/kg, aunque so tratô de otro modo 

como se describiO con anterioridad. La eficacia do Apomabs 7.3 y 8.3 es 

particularmente destacabbe, y no muestra ningUn retroceso durante el perlodo do 

prueba de 20 dIas. 

Como so muestra en la Figura 24, la actividad anti-cancer do Apomab 7.3 

excediO por mucho la actividad de Apomabs 23.3 y 25.3 en el modelo de xenoinjerto 

do Colo 205. 
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La Figura 25 ilustra los resultados de un ensayo que compara la actividad 

antitumoral de Apomab 7.3 derivada de lineas celulares transitorias estables en el 

modelo de xenoinjerto con Colo 205 del ratOn. En sIntesis, se inocularon ratones 

albinos atimicos hembra, de 6-8 semanas de edad, con 5 millones de cØlulas Cob 

205 IratOn en 0,2 ml volumen/ratón, por via subcutÆnea en el area del flanco dorsal 

derecho, como se describiO con anterioridad. Las dosificaciones se muestran en la 

figura. Los datos en la Figura 25 muestran que Apomab 7.3 derivado de Ilneas 

celulares estables y transitorias, respectivamente, es igualmente efectivo en el 

modelo de xenoinjerto de ratOn con Colo 205. 

La Figura 26 muestra el resultado de un expenmento que evalCia Ia actividad 

anti-cancer de Apomab 7.3 (dosis de 10 mg/kg) como monoterapia o como terapia 

combinada con 80 mg/kg de CPT-11 (irinotecÆn, un fârmaco conocido para el 

tratamiento del cancer colorrectal) en un modelo de xenoinjerto de HCTI5 de cancer 

colorrectal. Segün Ia atestiguan los resultados, mientras que tanto Apomab 7.3 

como OPT-I I fueron efectivos cuando se administraron solos, la combinaciôn de los 

dos mostrO un efecto superior, que excedia la actividad de ambos, Apomab 7.3 y 

CPT-1 1, administrados como monoterapia. 

Los resultados de un experimento representativo en ratones albinos que 

tienen xenoinjertos de sarcoma LSI 80, tratados con Apomab 7.3 en combinaciOn 

con OPT-I I (irinotecan) se muestran en (a Figura 27. Nuevamente, se encontrO que 

la terapia combinada fue superior con relaciOn a (a adminlstraciOn de Apomab 7.3 o 

CPT-1 I coma agente individual, y la diferencia fue estadisticamente significativa 

(segundo panel). Tukey-Kramer P<0,05 para todos los pares comparados. 
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EJEMPLO 3 

Evaluaciôn de fa actividad anti-cancer de Aomab 7.3 on el modelo do 

xenoijerto de BJABde linfoma no Hodgkin 

La actividad anti-cancer do Apomab 7.3 (10 mg/kg qI wk) solo y en 

combinaciôn con RITUXANfi (rituximab, Genentech. Inc.) (4 mg/kg, qI wk) se 

determinó en un modelo de xenoinjerto de BJAB do linfoma no Hodgkin. Dado que 

las cØlulas del linfoma son conocidas por crecer mejor en los ratones SCID, en este 

estudlo so usaron ratones SCID de 6-8 semanas de vida (Charles River Laboratory). 

Los parÆmetros de tratamiento y los resultados se muestran en la Figura 28. 

Apomab 7.3 y RITUXANfi, cuando se administraron combinados, mostraron una 

actividad sinØrgica. 

� EJEMPLO 4 

Evaluación de la actividad anti-cancer de Apomab 7.3 on el modelo de 

xenoinjerto de BxPC3 do adenocarcinoma pancreÆtico humano 

Se investigO la actividad anti-cancer do Apomab 7.3 (10 mg/kg, Lv.) solo y en 

combinación con gemcitabina (160 mg/kg, ip) en an modelo de xenoinjerto do 

BxPC3 do adenocarcinoma pancreÆtico humano en ratones albinos atimicos 

hembra (Charles River Laboratory). Los parÆmetros do tratamiento y los resultados 

se muestran en la Figura 29. Los datos muestran que la actividad anti-cØncer de 

Apomab 7.3 administrado como monoterapia fue en gran medida superior a la 

eficacia do gemcitabina. La administración combinada do Apomab 7.3 y gemcitabina 

produjo una mejoria adicional en la eficacia. 

EJEMPLO 5 

Evaluación de la actividad anti-cancer do Apomab 7.3 solo v en 

combinación con cgrboplatino y taxol on el modelo do xenoinjerto de 

H460 do cancer de łulmón humano 
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La actividad anti-cancer de Apomab 73 (10 mg/kg, lx wk, IP) solo y en 

combinación con carboplatino y taxol se evaluó con relaciOn a un control con 

vehiculo y a la combinaciôn de carboplatino y taxol. Se inocularon sesenta ratones 

albinos atImicos hembra (Charles River Laboratory) con 5 millones do cØlulas H460 

/ratón en un volumen de 0,2/rat6n por via subcutÆnea en el area del flanco dorsal 

derecho. Todos los ratones so etiquetaron en la oreja para identificación. Se dejO qu 

los tumores alcancen un volumen do tumor promedlo de 100-200 mm3 y so tratarón 

como se muestra en la Figura 30. En sintesis, se dividieron los ratones en cuatro 

grupos. El grupo I fue un grupo de control tratado con vehiculo (histidina 10 mM, 8% 

sacarosa y 0,02% Tween 20 (pH 6)).. El grupo 2 se trató con Apomab 7.3 en una 

dosis de 10 mg/kg/ratón, 1P, I xlsemana durante 2 semanas. El Grupo 3 recibiO 

carboplatino (100 mg/kg/ratón, IP, una dosis individual el Dia 0) + taxol (6,25 

mg/kg/ratOn, s.c., por dia durante 5 dias consecutivos durante 2 semanas). El grupo 

4 recibiO Apomab 7.3 (dosis de 10 mg/kg/raton, IP, lx/semana durante 2 semanas) 

+ carboplatino (100 mg/kg/ratón,  IP, una dosis individual of Dia 0) + taxol (6,25 

mg/kg/raton, s.c.., por dia durante 5 dias consecutivos durante 2 semanas). La 

actividad anti-cancer do Apomab 7.3 administrado como monoterapia fue 

comparable con (a do la combinación do carboplatino + taxol. Se encontrô quo la  

administración combinada do Apomab 7.3 + carboplatino + taxol era superior 

cuando so comparaba con otras modalidades do tratamiento. 

EJEMPLO. 6 

Evaluaciôn do (p actividad anti-cØncer de Apomab 7.3 solo.v 2n 

combinación con .carboplatino v taxol 
en 

el modelo de xenoinierto do 

H2122 de cancer de oulmón humano 

En este estudlo, so inocularon ratones albinos atimicos hembra (Charles 

River Laboratory, 10 mice/group) con 5 millones H2122 cØlulas/ratØn en un volumen 

de 0,2m1/rat6n, por via subcutÆnea, en el area del flanco dorsal derecho. Todos los 



ratones se etiquetaron en la oreja para identificaciôn. Se dejó que los tumores 

alcancen un volumen de tumor promedio de 100-200 mm3, se agruparon 

aleatoriamente en cuatro grupos (6 ratones/group), y se trataron como so muestra 

en la Figura 31. El Grupo I fue un grupo de control con vehIculo (histidina 10 mM, 

8% sacarosa y 0,02% Tween 20 (pH 6)). Al Grupo 2 se administrO carboplatino (100 

mg/kg/ratOn, IP, una dosis individual el Dia 0) + taxol (6,25 mg/kg/ratón, s.c., par dia 

durante 5 dIas consecutivos durante 2 semanas). El Grupo 3 recibió Apomab 7.3 

(dosis de 10 mg/kglratOn, IP, Ix/semana durante 2 semanas). El Grupo 4 recibiô 

Apomab 7.3 (dosis do 10 mg/kg/ratôn, IP, Ix/semana durante 2 semanas) + 

carboplatino (100 mg/kg/ratón, IP, una dosis individual el DIa 0) + taxol (6,25 

mgfkg/ratOn, s.c., por dIa durante 5 dIas consecutivos durante 2 semanas). Como 

so muestra en (a Figura 31, (a combtnación de carboplatino + taxol no mostrO 

actividad anti-cancer significativa relativa al grupo de control tratado con vehIculo. 

En ampllo contraste, Apomab 7.3 administrado como monoterapia mostrO actividad 

antitumoral destacable. La totalidad de los seis ratones tratados con Apomab 7.3 

mostraron una respuesta completa (CR) sin ninguna reversion durante el perlodo do 

tratamiento de 70 dIas. La misma actividad se encontrô en el grupo tratado con Ia 

combinación do Apomab 7.3 + carboplatino + taxol. 

Para determinar la dosis maxima efectiva de Apomab 7.3 en este modelo, so 

inocularon ratones albinos atlmicos hembra (Charles River Laboratory), 6-8 

semanas de vida, con 5 millones cØlulas H2122 /ratón en un volumen de 

0,2ml/rat6n, por via subcutÆnea en el area del flanco dorsal derecho. Todos los 

ratones se etiquetaron en la oreja para identiflcaciOn. Se dejO que los tumares 

alcancen un volumen de tumor promedio de 100-200 mm3 y se agruparon 

aleatoriamente (13 ratones/grupo) y se trataron coma se describe a continuaciOn. 

Se eutanizaron todos los ratones excluidos de los grupos de tratamiento. 
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El Grupo A fue un grupo de control con vehiculo (succinato de arginina 0,5 M, 

Tris 20 mM, 0,02% Tween 20, pH 7,2). Se administrO vehiculo 5xlsemana, IP 

durante una semana. Al Grupo B se administró Apomab 7.3 en una dosis IV 

individual de I mg/kg/ratón. Al Grupo C se administrO Apomab 7.3 en una dosis IV 

individual de 3 mg/kg/ratOn. Al Grupo D se administrO Apomab 7.3 en una dosis IV 

individual do 10 mg/kglraton. 48 horas despuØs del primer tratamiento, se 

sacrificaron tres ratones de cada uno do los Grupos B, C y D, y sus tumores so 

recolectaron do la siguiente manera. Un tumor so conservO en formal 10% para 

roalizar el estudio histolOgico. Un tumor so congelo en nitrógono liquido para realizar 

los estudios de ARN. Un tumor so congetó en nitrOgeno liquido para transferencia 

Western. So tomaron mediciones do tumores 2x/semana durante las primoras 2 

semanas, luego I xlsemana durante las siguientes 4 semanas. At final do las 6 

semanas o hasta que los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 800-1000 

mm 3, se sacrificaron todos los animates. Las curvas dosis-respuesta quo se 

muestran on la Figura 32, primer panel, indican que Apomab 7.3 fue oficaz en todas 

las dosis evaluadas, pero las dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg mostraron una mejora 

distinta (aunque no estadisticamente significativa) relativa a la dosis de 1 mg/kg. 

Tukey-Kramer P<0,05 para todos los pares comparados (ver, Figura 32, segundo 

panel). 

EJEMPLO7 

Evaluación de la actividad anti-cancer de Apomabs 23.3, 25.3 v 73 en el 

modelo de xenoinjerto do Colo 205 de cancer colorrectal humano 

En oste estudlo, so inocularon ratones albinos atimicos hernbra (Charles 

River Laboratory) con 5 millones do cØlulas Cob’ 205 /ratôn en un volumen do 0,2 

ml/ratón, por via subcutÆnoa, on el area del flanco dorsal derecho. Todos los 

ratones se otiquotaron en la oreja para identificaciôn. Se dejó quo los tumores 

alcancen un volumen do tumor promedlo de 100-200 mm3, so agruparon 
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aleatoriamente en siete grupos (10 ratones/grupo), y se trataron como se muestra 

on la Figura 33. El Grupo I fue un grupo de control con vehiculo (histidina 10 mM, 

8% sacarosa y 0,02% Tween 20 (pH 6)). Al Grupo 2 se administró una dosis i.v.  

individual de 3 mglkglraton de Apomab 7.3. Al Grupo 3 se administró una dosis i.v. 

individual de 10 mg/kg/ratón de Apomab 7.3. Al Grupo 4 se administrO una dosis 

i.v. individual de 3 mg/kg/ratôn de Apomab 23.3. Al Grupo 5 se administró una dosis 

i.v. individual de 10 mg/kg/ratOn de Apomab 23.3. Al Grupo 6 se administrO una 

dosis i.v. individual do 3 mglkglraton do Apomab 25.3. Al Grupo 7 se administrô una 

dosis i.v. individual do 10 mg/kg/raton de Apomab 25.3. 24 horas despuØs del 

tratamiento so pesaron todos los ratones. Se midieron los tumores 2xlsemana 

durante las primeras 2 semanas y luego semanalmente durante las 4 semanas 

siguientes. Luego de 6 semanas o cuando los tumores alcanzaron un tamaæo de 

>1000 mm3, so sacrificaron los ratones. 

Los resultados se muestran en la Figura 33. Como se ilustra a travØs de los 

datos de 25 dIas, ambos, Apomab 7.3 y Apomab 25.3, mostraron actividad anti-

cancer significativa en este modelo. 

EJEMPLQ 8 

Evaluación de la  actividad anti-cancer del anticuerpo monoclonal 

Apomab 7.3 contra xenoinjertos de carcinoma de colon humano con 

Colo 205 on ratones albinos 

Animales 

Los ratones albinos atimicos hembra (nu/flu, Harlan) tenIan 11 o 12 semanas 

de vida el DIa I del estudio. Se alimentO a los animales ad libitum con agua y Lab 

Dietfi NIH 31 Modificada e Irradiada, que consiste en 18,0% proteInas en bruto, 

5,0% de grasa en bruto, y 5,0% do fibra en bruto. Se albergaron los ratones en 

ALFA-Drifi bed-o’cobsfi Laboratory Animal Bedding con irradiaciOn en microaislantes 

estÆticos con un ciclo do 12 horas de Iuz a 21-22°C y40-60% de humedad. 
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lrn.plantgción del tumor 

Se iniciaron los xenoinjertos de cØlulas de carcinoma de colon humano Cob 

205 cultivadas. Las cØlulas tumorates se cultivaron on fase mid-log on RPM 1-1640 

supbementado con 10% do suero fetal bovino inactivado par cabor, 100 unidadeslmi 

de penicilina G sôdica, 100 p.glm de estreptomicina sutfato, 0,25 p/ml do 

anfotericina B, y 25 ltg1ml de gentamicina, glutamina 2 mM, piruvato do sodlo 1 mM, 

HEPES 10 mM y 0,075% do bicarbonato de sodlo. So mantuvieron los cultivos 

celulares en matraces de cultivo de tejidos en un incubador con humedad a 37°C,  on 

una atmôsfera de 5% de CO2 y 95% de aire. El dla do la implantación del tumor, so 

cosecharon cØlulas Cola 205 y so resuspendieron en matnz de 50% Matrigel (BD 

Biosciences) en PBS a una concentraciOn de 5 x 106 cØlulas/mI, Cada ratOn de la 

prueba recibió 1 x 106 cØlulas Colo 205 implantadas por via subcutªnea en el flanco 

derecho, y se rnonitoreo el crecimiento del tumor a medida quo el tamaæo promedlo 

se acercaba do 100 a 300 mm3. Trece dias despuØs, designado como Dia I del 

estudlo, los volUmenes do los tumores individuales oscilaron desde 126 hasta 288 

mm3, y so clasificaron los anirnales on seis grupos cada uno formado por diez 

ratones con volOmenes promedio de tumores de 188 mm3. 

Materiales do prueba y tratarniento 

Los materiales do prueba so mantuvieron on hiebo durante la dosificación, y 

las soluciones de dosificaciôn so almacenaron posteriormente a 4°C. En el grupo do 

control con vehicubo (Grupo 1), los ratones recibieron vehIcubo administrado par via 

intraperitoneana una vez par dia durante chico dias, sŁguido do dos dias do 

descanso, luego una vez por dIa durante un periodo adicional do chico dias. En los 

los grupos de prueba (Grupos 2-4) los animales so tratarori con ligando Apo2L.0 (60 

mg/kg Lp. a un programa de 5/2/5), Apomab 7.3 (3 mg/kg i.v. Dias 1, 8), y un 

anticuerpo moncbonab de murino anti-VEGF B20-4.1 (10 mg/kg i.p. Dias I y 8). Los 

Grupos 5 y 6 recibieron la combinaciOn de B20-4.1 con Apo2L.0 y B20-4.1 con 
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Apomab 7.3. respectivamente. Cada dosis se administró en un volumen de 0,2 ml 

por cada 20 g de peso corporal (10 ml/kg), pesados de acuerdo con el peso corporal 

del animal. 

Fin del estudio 

Los tumores se midieron dos veces par semana usando calibres. Cada 

animal se sacrificO cuando su tumor alcanzO un volumen de 2000 mm3 o al finalizar 

el estudio el Dia 68, cualquiera ocurriera primero. Se seleccionô un volumen final de 

tumor de 1000 mm3 para realizar el anÆlisis del retraso del crecimiento del tumor, 

debido a que el nümero de tumores no alcanzô un tamaæo de 2000 mm3. El tiempo 

hasta el final del estudio (TTE) para cada ratOn se calculó a partir de la siguiente 

ecuaciOn: 

TTE (dias)= 10gb (volumen final, mm3-b 

Donde b es la ordenada y m es la pendiente de la recta obtenida par 

regresión lineal de un grupo de datos de crecimiento del tumor transformados en 

log. El conjunto de datos incluyO Ia primera observación que excediO el volumen final 

del estudio y tres observaciones consecutivas que precedieron inmediatamente 01 

volumen final esperado. Los animales que no alcanzaron el punto final recibieron un 

valor de TTE igual a la ültima fecha del estudio. Los animales que sufrIeron muerte 

relacionada con el tratamiento o muerte no relacionada con el tratamiento recibieron 

un valor de TTE igual at del dIa de Ia muerte. Los animates que sufrieron muerte no 

relacionada con el tratamiento a muerte par causa desconocida se excluyeron de los 

cÆlculos de TTE. 

Se evaluô la evolución del tratamiento par et retraso en el crecimiento del 

tumor (TGD), que se define como el aumento en la mediana del tiempo hasta el 

punto final (TTE) en el grupo de tratamiento comparado con el grupo de control: 

TGD=T�C, 

143 



control 

expresado en dIas, o como porcentaje de la mediana de TTE del grupo de 

%TGD =LQx 100 

donde: 

T = mediana de TTE para el grupo de tratamiento, 

C = mediana de TTE para el grupo de control. 

El tratamiento puede provocar regresion parcial (RP) o regresiOn completa 

(RC) del tumor en un animal. En una respuesta de RP, et volumen del tumor es del 

50% o menos de su volumen el Da I por tres mediciones consecutivas durante el 

transcurso del estudio, e igual a mayor que 13,5 mm3 para una o mÆs de estas tres 

mediciones. En una respuesta RC, el volumen del tumor es menor que 13,5 mm  

para una a mÆs de estas tres mediciones durante el transcurso del estudio. Un 

animal con una respuesta CR al finalizar el estudio se clasifica adicionalmente como 

sobreviviente libre de tumor (TFS). Las respuestas de la regresiôn se monitorean y 

se registran. 

Tome de muestras 

Se tomaron muestras del tumor en el momento final de los animales en cada 

grupo. Estos animales se sacrificaron por dislocaciôn cervical inmediatamente antes 

de la toma de la muestra, Los tumores de estos tres animales par grupo se 

cosecharon, se seccionaron y se conservaron en formol 10% bufferizada neutra 

S durante 12 a 24 horas a temperatura ambiente. 

AriIisis estadisticos ygr[cos 

Se uO la prueba de Logrank para analizar el significado de las diferencias 

entre los valores de TTE de los grupos tratados y de control. Se condujeron anâllsis 

estadisticos de dos colas a un nivel de significado P = 0,05, con resultados 

considerados significativos a 0,01 15 P:5 0,05, y altamente significativos a P <0,01. 
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Las medianas de las curves do crecimiento do tumor muestran la mediana de 

los volümenes del tumor del grupo como funciOn del tiempo. Cuando un animal 

saliO del estudio debido at tamafio del tumor, el volumen final del tumor registrado 

para el animal so incluyó con los datos usados para calcular la mediana del volumen 

do tumor del grupo en momentos posteriores. Se construyeron grâficos de Kaplan-

Meier para mostrar el porcentaje de animates quo permanecieron en el estudio 

como funciôn del tiempo. Estos grÆficos usaron el mismo conjunto do datos quo la 

prueba de Logrank. 

Resultados 

La Figura 34 muestra las curvas do mediana de crecimiento del tumor del 

grupo (panel superior) y los grÆficos do Kaplan-Meier (panel inferior) para cada uno 

Sdo los grupos en este estudio. La mediana de TTE do los ratones do control tratados 

convehIculo fue do 10,0 dias, con un tumor (de diez) que no logrO el volumen de 

tumor pretendido do 1000 mm3. B20-4.1 administrado a 10 mg/kg i.p. los Dias I y8 

produjo un modesto TGD do 19,9 dias (113%) que no fue estadisticamente 

significativo. Las monoterapias con Apo2L.0 y Apomab 7.3 fueron eficaces contra 

Colo 205, produciendo retrasos en el crecimiento do los tumores de 28,4 dias 

(190%) y 53,0 dias (355%), respectivamente. El agregado do 820-4.1 a Apo2L.0 a 

Apomab 7.3 no mejoró la eficacia del tratamiento con respecto a TGD 0 respuestas 

de regresiOn. 
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EJEMPLO9 

Evaluaclón de la actividad anti-cancer de anticuerpo monoclonal 

Ałomab 7.3 como monoterapia y en combinaciôn con carboplatino mM 

padiltaxel contra NSCLC SKMES-1 humano 

Se evaluaron las actividades antitumorales in viva del ligando Apo2L.0 y 

Apomab 7.3, como monoterapias, y en combinación con carboplatino mM pacUtaxel 

contra NSCLC humano SKMES-1. 

Animales 

Los ratones albinos atimicos hembra (nu/nu, Harlan) tenIan 9 a 10 semanas 

de vida y tenlan pesos corporales en el orden de 17,4 a 25,4 g el IJia I del estudio. 

Los animales se aHmentaron ad jib/turn con agua y NIH 31 Modified e Irradiated Lab 

Dietfi formada por 18,0% proteina en bruto, 5,0% grasas en bruto, y 5,0% fibra en 

bruto. Los ratones se albergaron en ALFADrifi bedocobsfi Laboratory Animal 

Bedding irradiados en microaisladores estªticos con un ciclo de luz de 12 horas 21-

22°C y 40-60% de humedad. 

Transpiante del tumor 

Los xenoinjertos se iniciaron a partir de tumores de pulmôn SKMES-1 

mantenidos por transpiarite serial a PRC. Cada ratOn de Ia prueba recibió un 

fragmento de tumor SKMES-1 de 1 mm3 implantado por via subcutânea en el flanco 

derecho, y se monitoreô el crecimiento del tumor. Trece dias despuØs, designado 

como DIa I del estudio, los volümeries de los tumores individuales oscilaban desde 

S63 hasta 144 mm3, y se clasifico a los animates en cuatro grupos cada uno formado 

por diez ratones y dos grupos, formados cada uno por nueve mice. Los volUmenes 

promedio de los tumores fueron de 938 95 mm3. 

Materiales de prueba y tratamiento 

Todos los materiales de prueba se proveyeron listos para administrar a 0,1 ml 

por cada 20 g de peso corporal (5 ml/kg), y se almacenaron a �80°C luego de la 
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recepciOn. Los materiales de prueba so descongelaron el primer dia do Is 

dosificación y se mantuvieron sobre hielo durante la administraciôn, luego se 

almacenaron posteriormente a 4°C. Se diluyó carboplatino (PARAPLATINfi 

inyección, Bristol Myers Squibb) con 5% de dextrosa en agua (D5W) para producir la 

dosis deseada en un volumen de 0,2 ml por cada 10 g de peso corporal (10 ml/kg). 

Se diluyO Paclitaxel (Natural Pharmaceuticals, Inc.) con D5W cada dIa de la 

administraciôn a partir de una soluciOn patron lox para producir un vehiculo 

formado por 5% de etanol y 5% de Cremophor EL en 90% D5W (5% vehiculo EC), 

de modo que (a dosis deseada se administrô en 0,1 ml por cads 20 g do peso 

corporal. 

Los ratones del Grupo I (control con vehIculo) recibieron vehIculo 

administrado por via intraperitoneana una vez por dia durante cinco dIas (i.p. qd x 

5), y sirvieron como controles del crecimiento tumoral. Los ratones en los Grupos 2 

y 3 recibieron monoterapia con Apo2L.0 (60 mg/kg s.c. qd x 5) y Apomab 7.3 (10 

mg/kg i.v. qd x 1), respectivamente. Los ratones en el Grupo 4 recibieron la 

combinaciOn de carboplatino (100 mg/kg Lp. qd x 1) mÆs paclitaxel (6,25 mg/kg s.c. 

qd x 5). Los ratones en los Grupos 5 y 6 recibieron carboplatino mÆs padiltaxel en 

combinación con Apo2L o Apomab 7.3, respectivamente. Cada dosis so administrO 

en el volumen indicado en la sección previa, y se aumentO hasta el peso corporal del 

animal. 

Momento final, toma de muestras y anÆlisis estadIsticos 

Se determinO el momento final, y se realizaron anÆlisis estadisticos y toma de 

muestras como se describe en el Ejemplo anterior 8. 

Resultados 

Las Figuras 35 y 36 muestran las medianas de las curvas do crecimiento de 

tumores y los grÆficos de Kaplan-Meier para los grupos tratados con Apo2L.0 y 

Apomab 7.3, respectivamente. 

147 



Los tumores de todos los ratones de control tratados con vehIculo crecieron 

hasta un volumen pretendido final de 1500 mm3 con una mediana de TTE de 18,9 

dias. Por consiguiente, el TGD mÆximo que puede lograrse en este estudlo de 45 

dias fue de 26,1 dias (138%). Se incluyen la mediana de la curva de crecimiento 

tumoral y grafico de Kaplan-Meier para el grupo de control en los paneles superior e 

inferior de las Figuras 35 y36. 

Para el grupo tratado con Apo2L.0 (Grupo 2), la mediana de TIE fue de 22,9 

dias, y correspondiô a una actividad TGD de 4,0 dias (21%) y estadisticamente no 

significativa. La Figura 28 (panel superior) indica que la mediana de los vokmenes 

de tumores en el Grupo 2 se redujo durante el perlodo de tratamiento, luego volvió 

un râpido crecimiento tumoral. 

S La mediana de TIE del Grupo 3 fue de 2,0 dies, y correspondiô a una 

actividad TGD de 7,1 dias (38%) y altamente significativa desde el punto de vista 

estadistico (P = 0,005). No se documentaron respuestas de regresión, y todos los 

tumores alcanzaron el volumen pretendido final de 1500 mm3. La mediana de Ia 

curva de crecimiento tumoral del Grupo 3 sugiere un retraso inicial en el crecimiento 

tumoral con relaciôn a los controles. 

La mediana de TIE de los ratones del Grupo 4 tratados con carboplatino mÆs 

paclitaxel fue de 26,5 dias, y correspondiO a una actividad de TGF de 7,6 dIas (40%) 

y estadisticamente significativa (P = 0,01). Todos los tumores del Grupo 4 crecieron 

hasta el volumen pretendido final de 1500 mm3 no se documentaron respuestas de 

regresiOn. La mediana de curve de crecimiento tumoral cuatro ratones del Grupo 4 

indica un retraso modesto en el crecimiento tumoral con relación a los ratones de 

control (ver Figuras 35 y 36, paneles superiores). 

El tratamiento con la combinaciOn triple de Apo2L.0, carboplatino y paclitaxel 

producjo una mediana de TIE de 32,7 dias, correspondiente a un TGD de 13.9 dIas 

(73%) y una actividad altamente significativa relativa al Grupo I (P = 0,002). La 

148 



mediana de TIE de 32,7 dias con esta combinación triple fue mÆs prolongada que 

la medians de TIE de 22,9 dias del grupo tratado con monoterapia de Apo2L.0 o la 

mediana do TIE do 16,5 dias del grupo de tratamiento con quimioterapia, pero las 

diferencias no lograron un significado estadIstico por anÆllsis do Logrank. A pesar 

do la falta de significado estadistico, Is mediana do (as curvas do crecimiento 

tumoral indicO una mayor actividad con la combinaciOn del Grupo 5 comparado con 

Is monoterapia con Apo2L0 o la quimioterapia con carboplatino mÆs paclitaxel (ver 

Figura 28, panel superior). 

El tratamiento con la cornbinaciön triple de Apomab 7.3 (Grupo 6), 

carboplatino y paclitaxel produjo muertes RI en una relación de 3/10, por 

consiguiente, este grupo no fue evaluable para TGD. Sin embargo, (a mediana de 

las curvas de crecimiento tumoral indlcO una mayor actividad con (a combinaciOn del 

Grupo 6 comparado con la monoterapia con Apomab 7.3 o la quimioterapia con 

carboplatino mÆs paclitaxel (ver, Figura 37, panel superior). 

Conclusion 

A pesar de (a mortalidad relativamente alta en este experimento, los datos 

sugieren quo tanto Apo2L.0 como Apomab 7.3 pueden agregar un beneficio 

antitumoral al tratamiento con carboplatino y paclitaxel. 

EJEMPLO 10 

Evaluación do la actividad anti-cancer de anticuerpo monoclonal Apomab 7.3 

como monoterapia y on combinaciOn con un anticuerpo anti-VEGE on el 

modelo de xenoinjerto de carcinoma humano Colo 205 

Animales 

Los ratones albinos atimicos hembra (nu/nu, Harlan) tenian 7-8 semanas de 

Vida el Dia 1 del estudio. Los animales so alimentaron ad libitum con agua y Lab 

Dietfi NIH 31 Modificada e Irradiada formada por 18,0% do protelna en bruto, 5,0% 

de grasas en bruto, y 5,0% do fibra en bruto. Los ratones se albergaron en ALFA-
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27’ 

Drifi bod-o’cobsfi Laboratory Animal Bedding irradiados en microaisladores estÆticos 

con un ciclo de luz de 12 horas 21-22°C y 40-60% de humedad. 

Cultivo de CØlulas Tumorales 

Se cultivaron cØlulas de carcinoma do colon humano Colo 205 en RPMJ 1640 

medium que contenia 100 unidades/mI de penicilina G sódica, 100 j.tg/ml de sulfato 

de estreptomicina, 0,25jig/ml de anfotericina B, y 25 g/ml do gentamicina. El 

medio estaba supbementado con 10% de suero fetal bovino inactivado par calor, 

glutamina 2 mM, y bicarbonato do sodlo 1 mM. Las cØlulas tumorales so cultivaron 

en matraces para cultivo do tejidos en un incubador humedecido a 37°C, en una 

atmósfera de 5% de CO2 y 95% de aire. 

lmplantaciOn in vivo 

Las cØlulas do carcinoma humano Colo 205 usadas para la implantaciôn so 

cosecharon duranto el crecimionto do faso log y se re-suspondieron en 50% matrigel 

a 
s 

x 106 celulas/mI. Se inyectó a cada ratón s.c. en el flanco derecho con I x 106 

cØlulas (0,2 ml do suspensiOn celular). Se monitorearon los tumores dos veces par 

semana y luego a diario a medida que sus volümenes so acercaban a 100-300 mm3. 

El DIa I del estudio, se clasificó a los animales en grupos do tratamiento con tumor 

tamaæos de tumores do 108,0-220,5 mm3 y un tamaæo promedio del tumor por 

grupo do 149.8 mm3. El peso del tumor puede ostimarse con la suposiciOn do que 1 

mg es equivabente a 1 mm3 de volumen del tumor. 

Materiales de prueba y tratamiento 

Los matenabos de prueba so proveyoron listos para administrar. Las 

soluciones de dosificaciôn so almacenaron a 4°C. 

Los ratones se clasificaron en sois grupos con diez ratones por grupo. Todos 

los tratamientos so administraron par via intraperitoneal (i.p.). 

Se administrO Apo2L.0 y su vohIculo una vez por dIa los Dias 1-5 (qd x 5). 

Se administraron Apomab 7.3 y anticuerpo murino anti-VEGF anti-G6 una vez el Dia 
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I (qd x 1). Los ratones del grupo de control se trataron con el vehiculo para 

Apo2L.0. El Grupo 2 recibió monoterapia con Apo2L.0 a 60 mg/kg. El Grupo 3 

recibiô monoterapia con Apomab 73 a 3 mg/kg. El Grupo 4 recibió monoterapia con 

BY4 a 5 mg/kg. Los Grupos 5 y6 recibieron Apo2L0 at 60 mg/kg y Apomab 7.3 a 3 

mg/kg, respectivamente, cada uno en combinaciôn con anti -G6 a 5 mg/kg. En todos 

los grupos, el volumen de dosificaciÆn de 0,2 mV20 g ratón se aumentô segUn el 

peso corporal del animal. 

Final, obtenciôn de muestras y anÆlisis estadIslicos 

Se determinô el final, y se realizô la obtenciOn de muestras y anØlisis 

estadIsticos como se describiô ariteriormente en el Ejemplo 8. 

Resultados 

Los resultados se muestran en la Figura 37, donde las curvas en el panel 

superior muestran la mediana de los volCimenes de tumores del grupo, versus el 

tiempo, at grÆfico de Kaplan-Meier en el panel inferior muestra el porcentaje de 

animates evaluables que permanecieron en cada grupo, versus tiempo. 

Los ratones del Grupo de control en el panel inferior I recibieron Apo2L.0 

vehiculo, y sirvieron como el control para todos los grupos de tratamiento. Los 

tumores en los diez ratones crecieron hasta el volumen final de 1500 mm3 con una 

mediana de TTE de 20,8 dIas. Por consiguiente, la TGD maxima posible en este 

estudlo de 61 dIas fue del 193%. 

El Grupo 2 recibió monoterapia con Apo2L.0 a 60 mg/kg. Este tratamiento 

produjo actividad antitumoral altamente significativa con relación al grupo de control 

con vehiculo (P<0,001), y una mediana de TIE de 53,6 dIas. Esta mediana de TIE 

corresponde a un T-C de 32,8 dias y 158% de TGD. La mediana de volumen del 

tumor el DIa 61 para cinco ratones fue de 1.210 mm3. Se registrO un LTTFS. 

El Grupo 3 recibiO monoterapia con Apomab 7.3 a 3 mg/kg. Este tratamiento 

produjo actividad altamente significativa (P<0,001), con la TGD maxima posible del 
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193% TGD y un MTV(6) de 776 mm3. Se registraron un LTTFS, una respuesta RC 

transitoria y tres respuestas RF. 

El Grupo 4 recibiO monoterapia con anti-G6 a 5 mg/kg. Este tratamiento 

produjo actividad altamente significativa (P<0,01), con 86% de TGF y un MTV(3) de 

1.224 mm3. No se registraron respuestas de regresiön. 

El Grupo 5 recibiô Apo2L.0 a 60 mg/kg, en combinación con anti-G6 a 5 

mg/kg. El tratamiento combinado produjo 138% de TGD. La actividad antitumoral 

fue altamente significativa con relación al tratamiento con vehiculo (P<0,001), pero 

insignificante con relaciOn a ambas monoterapias. En el Grupo 5, el MTV(3) fue 

del .080 mm3, y se registró una respuesta RP. 

El Grupo 6 recibió tratamiento combinado con Apomab 7.3 a 3 mg/kg y anti-

G6 a 5 mg/kg. Este tratamiento produjo la TGD maxima posible del 193%. La 

actividad antitumoral fue altamente significativa con relaciôn a) tratamiento con 

vehIculo (P<0,001), significativa con relaciôn a la monoterapia con anti-G6, aunque 

insignificante relativa a Is monoterapia con Apomab 7.3. En el Grupo 6, el MTV(8) 

fue de 208 mm3, y se registraron cinco respuestas RP. 

Conclusiones 

Los tumores respondieron fuertemente a la monoterapia con 3 mg/kg qd x I 

Apomab 7.3 (Grupo 3). Este tratamiento produjo actividad altamente significativa 

relativa al grupo de control con vehiculo, y el TGD mÆximo posible de 193%. Entre 

los seis ratones que sobrevivieron hasta el Dia 61 con un MTV de 776 mm3, cinco 

animales experimentaron regresiOn del tumor. Esta monoterapia produjo un LTTFS, 

una respuesta RC transitoria y tres respuestas RP. La mediana de volumen del 

tumor no aumentO hasta despuØs del Dia 15 (Figura 37). 

El tratamiento combinado con Apomab 7.3 y anticuerpo murino anti-VEGF 

anti-G6 produjo una actividad mÆs fuerte que la observada con Apomab 7.3 o anti-

G6 solos. Este tratamiento combinado generô ocho sobrevivientes a los 61 dias, y 
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generO el MW mÆs bajo del estudio, 208 mm3. La mediana de curva do crectmiento 

tumoral muestra reducción del tumor o estasis hasta el Dia 33, seguido de 

crecimiento tumoral muy lento (Figura 37). La combinaciOn produjo una actividad 

significativamente mÆs fuerte que la monoterapia con anti-G6, aunque no difiriO 

significativamente do los resultados de la monoterapia con Apomab 7.3. AdemÆs, la 

combinación produjo cinco respuestas RP, mientras que )as cirico respuestas de 

regresión obtenidas con la monoterapia con Apomab 7.3 incluyeron una RC 

transitoria y un LTTFS. 

Todos los tratamientos fueron bien tolerados. No se observó pØrdida de peso 

corporal u otro tipo do toxicidad durante el estudio. 

En resumen, el tratamiento combinado con Apomab 7.3/anti-G6 produjo 

sobrevivientes durante mÆs do 61 dIas y Un MW mÆs bajo que el tratamiento con 

cualquiera de las monoterapias correspondientes. La combinación do Apomab 

7.3/anti-C6, sin embargo, no produjo actividad curativa, to quo se observó con 

Apomab 7.3 como monoterapia. 
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RE(VINOJCACIONES 

Habiendo asI especialmente descrito y determinado la naturaleza de la 

presente invenciOn y Ia forma como la misma ha de ser Ilevada a la prÆctica, so 

declara reivindicar corno de propiedad y derecho exciusivo: 

1. Un anticuerpo anti-DR5 que comprende par 10 menos una mutación en la  

cadena pesada y/o Iigera del anticuerpo do longitud completa 16E2 (SEC ID NOS: 

11 y 13, respectivamente), o uno de sus fragmentos, en el cual dicho anticuerpo o 

fragmento de anticuerpo tiene una afinidad mayor para DR5 que dicho anticuerpo de 

longitud completa 16E2, y10 exhIbe una mayor actividad biologica y/o potencia quo 

dicho anticuerpo do longitud completa 16E2. 

2. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicaciOn 1 en el cuai dicho anticuerpo se 

une, esencialmente, al mismo epItope que el anticuerpo do longitud completa 16E2, 

0 uno de sus fragmentos. 

3. El anticuerpo anti-DR5 de La reMndicaciOn 1 que comprende una cadena 

pesada y/o ligera que tiene por lo menos una sustituciôn enumerada on cualquiera 

de las Tablas I a 7, y 9-12, o uno do sus fragmentos. 

4. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindfcaciôn I que comprende una a mÆs 

mutaciones en el marco del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo 

16E2 do longitud completa (SEC ID NO: 11), o uno de sus fragmentos. 

5. El anticuerpo anti-DR5 do ía reivindicaciOn 4 en el cuat la mutaciOn del marco 

so selecciona del grupo formado por Q6E, VIIL, El 2V, R1 3Q, y K1 05Q, a uno de 

sus fragmentos. 

6. El anticuerpo antiDR5 de la reivindicación 5 quo comprende todas [as 

mutaciones del marco Q6E, VII L, El 2V, RI 3Q, y KI 05Q, o uno de sus fragmentos. 

7. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 1 o la reivindicaciôn 6 quo 

comprende por Ia menos una mutaciOn seleccionada del grupo formado por T28A, 
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I 

G33A, M34L, M34A, M341, M34S, N53Q, N53Y y LIO2Y, en la secuencia de 

aminoÆcidos de SEC ID NO: 11, o uno de sus fragmentos. 

8. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn I o la reivindicación 6 que 

comprende por lo menos una de las mutaciones G99A y RI OOA de la secuencia de 

aminoâcidos de SEC ID NO: 11, o uno de sus fragmentos. 

9. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciôn 6 que comprende un conjunto de 

mutaciones seleccionadas del grupo formado por (i) N53Q, LI 02Y; (ii) M34L, N53Q, 

L102Y; (iii) N53Y, L102Y; (iv) M34L, N53Y, LI02Y; (v) G33A, N53Q, LI02Y; (vi) 

M34L, N53Y, L1 02Y; (vii) G33A, N53Q, L1 02Y; (viii) G33A, N53Y, LI 02Y;(ix) T28A, 

N53Q, LI 02Y; y (x) T28A, N53Y, LI 02Y en la secuencia de aminoÆcidos de SEC ID 

NO: II, 0 UflO de sus fragmentos. 

10. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 1 0 la reivindicación 6, que 

comprende por Ia menos una mutaciOn en la cadena ligera del anticuerpo 16E2 de 

longitud completa (SEC ID NO: 13), 0 uno de sus fragmentos. 

II. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 10 en el cual la cadena ligera es 

una cadena lambda, o uno de sus fragmentos. 

12. El anticuerpo anti-DR5 de Is reivindicaciOn II en el cual dicha mutaciôn se 

encuentra en CDR LI, 0 uno de sus fragmentos. 

13. El anticuerpo anti-DR5 de la. reivindicaciôn 12 en el cual dicha mutación se 

selecciona del grupo formado por Q24A, 0245, G25A, D26E, S27A, L28A, R29A, 

S30A, Y31 A, Y31 K, Y32H, A33G, S34A y S34Y en la secuencia de aminoÆcidos de 

SEC ID NO: 13, 0 uno de sus fragmentos. 

14. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 12 que comprende un conjunto de 

mutaciones seleccionadas del grupo formado par (I) Q24S, D26E, Y31 K, S34Y; y (ii) 

D26E, Y31 K en la secuencia de amirioÆcidos de SEC ID NO: 13, 0 UflO de sus 

fragmentos. 
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15. El anticuerpo anti-.DR5 de la reivindicación 11 en of cual dicha mutación se 

encuentra en CDR L2, o uno de sus fragmentos. 

16. El anticuerpo anti-DRS de (a reivindicación 15 en of cual dicha mutaciOn so 

selecciona del grupo formado por G50A, G50K, G50S, K51 0, N52A, N52S, N52L, 

N52Q, N53A, N53E, N53Q, N53S, P55A, y S56A on la secuencia de aminoÆcidos 

de SEC ID NO: 13. 

17. El anticuerpo anti-DR5 de (a reMndicaciOn 15 que comprende un conjunto de 

mutaciones seleccionadas del grupo formado por (I) 050K, K52S, N53E; (H) G50S, 

K51 D, N52S, N53E; (ii) N525, N53E; y (iv) N52Q, N53S, en la secuencia de 

aminoÆcidos de SEC ID NO: 13, o uno de sus fragmentos. 

18. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 11 en el cual dicha mutaciOn estÆ 

en CDR L3, o uno do sus fragmentos. 

19. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicación 18 que comprende par lo menos 

una mutaciOn seleccionada del grupo formado por N89A, N89L, N89Q, R9IA, S93A, 

N95aA, N95aT, N95aQ, H95bA, N95bY, V96A, V97A en SEC ID NO: 13, o uno do 

sus fragmentos. 

20. El anticuerpo antiDR5 do Is reivindicación 18 quo comprende un conjunto do 

mutaciones seleccionadas del grupo formado por (I) N89L, R9IA, N95aT, H95bY; y 

(ii) N95aT, H95bY en (a secuencia do SEC ID NO: 13, a uno do sus fragmentos. 

21. El anticuerpo anti-DR5 de (a reivindicaciOn I quo comprende un conjunto do 

mutaciones de cadena ligera seleccionadas del grupo formado por (i) Q24S, (350K, 

K5ID, H95bY; (ii) Q24S, K5IA, D92S, S93Y; y (iii) Q24S, K5IA, R9IA en la 

secuencia do aminoâcidos de SEC 1D NO: 13, o uno de sus fragmentos. 

22. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciôn 21 quo comprende ademÆs un 

conjunto de mutaciones de cadena pesada seleccionadas del grupo formado par (ii) 

M34L, N53Q, LI02Y; (ii) M34L, N53Y, LI02Y; (iii) G33A, N53Q, LI02Y; (iv) G33A, 

N53Y, LI02Y; (v) M34L, N530, LI02Y; (vi) M34L, N53Y, LI03Y; (vii) G33A, N53Q, 
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LI02Y; (viii) G33A, N53Y, LI02Y; y (ix) T28A, N53Q, LI02Y en la secuencia de 

aminoÆcidos de SEC ID NO: 11, o uno de sus fragmentos. 

23. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 22 que comprende ademâs un 

conjunto do mutaciones do marco enumeradas en la Tabla 5, o uno do sus 

fragmentos. 

24. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación I que comprende las siguientes 

mutaciones: G33A, N53Q, LI 02Y en la secuencia do SEC ID NO: 11, y Q24S, 

K51 A, R9IAen la secuencia do SEC 1D NO: 13,0 UflO do sus fragmentos. 

25. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicación 24 que comprende ademÆs por lo 

menos una mutaciOn de marco, o uno do sus fragmentos. 

26. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicación 25 en el cual dicha mutaciOn de 

marco so encuentra par 10 menos en uno de los residuos 6, II, 12, 13 y 105 de SEC 

ID NO: II, o uno do sus fragmentos. 

27. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicaciôn 24 seleccionado del grupo 

formado por Apomabs 1.1, 2.1, 3.1,4.1,5.1, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 1.2, 2.2, 3.2, 4.2, 5.2, 

6.2, 7.2, 8.2, 9.2, 1.3, 2.2, 3.3, 4.3, 5.3, 6.3, 7.3, 8.3, y 9.3, o uno de sus fragmentos. 

28. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciôn 27 que es Apomab 7.3 o 8.3, 0 

uno do sus fragmentos. 

29. El anticuerpo antiDR5 de la reMndicación 28 que es Apomab 7.3, 0 UflO do 

sus fragmentos. 

30. El anticuerpo anti-DR5 do la reivindicaciôn I en el cual dicho anticuerpo so 

une, esencialmente, at mismo epitope quo Apomab 7.3, o uno de sus fragmentos. 

31. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciôn 1 o la reivindicaciOn 29, en el cual 

dicho fragmento se selecciona del grupo formado por Fab, Fab’, F(ab’)2, y 

fragmentos Fv, diacuerpos, molØculas do anticuerpo do cadena sencilla, y 

anticuerpos multiespecIficos formados a partir do fragmentos do anticuerpos. 
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32. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 31 en el cual dicho anticuerpo es 

un anticuerpo de cadena sencilla. 

33. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 31 en of cual dicho fragmento es 

un fragmento Fv. 

34. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo de la reivindicaciOn I en el 

cual dicha actividad biologica es una actividad anti-cancer. 

35. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo de la reivindicaciOn I en el 

cual dicha actividad biologica es activaciOn o estimulaciOn de la apoptosis en cØlulas 

cancerosas. 

36. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo de la reivIndicaciOn 34 en of 

cual el cancer so selecciona del grupo formado por carcinoma, linfoma, blastoma, 

Ssarcoma y leucemia. 

37. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo de la reivindicaciôn 36 en of 

cual dicho cancer se selecciona del grupo formado por cancer do cOlulas 

escamosas, cancer de pulmón de cØlulas pequenas, cØncer do pulmón do cØlulas 

no pequei’ias (NSCLC), linfoma no Hodgkin, blastoma, cancer gastrointestinal, 

cancer renal, cØncer de ovario, cØncer de higado, cØncer de estómago, cancer de 

vejiga, hepatoma, cancer de mama, cØncer do colon, cancer colorrectal, cØncer 

pancreÆtico, carcinoma endometrial, carcinoma de glÆndulas salivares, cØncer de 

riæón, cancer de higado, cØncer de prôstata, cancer de vulva, cancer do tiroides, 

carcinoma hepÆtico, y cancer de cabeza y cuello. 

38. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento do anticuerpo do la reivindicación 37 en el 

cual dicho cancer es NSCLC, linfoma no Hodgkin, cancer colorrectal, o cancer de 

pancreas. 

39. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento do anticuerpo do la reivindicaciOn 36 en el 

cual dicho cancer es in adenocarcinoma. 
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40. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento do anticuerpo do la reivindicaciOn 39 en 

el cual dicho adenocarcinoma Os adenocarcinoma colorrectal, pancreÆtico o 

metastÆsico. 

41. El anticuerpo DR5 o fragmento de anticuerpo de la reivindicaciOn I en el cual 

dicha potencia so determina en un ensayo de muerte de tumor in vitro. 

42. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento do anticuerpo de la reivindicaciôn I que 

es un anticuerpo quimØrico, humanizado o humano. 

43. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento, do anticuerpo do la reivindicaciOn I quo 

media la citototoxicidad celular dependierite del anticuerpo (ADCC). 

44. El anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 1 que compronde Apomab 7.3, o 

Apomab 8.3, o uno do sus fragmentos. 

S45. El anticuerpo anti-DR5 do La reMndtcaciOn I en forma dimØrica, o uno do sus 

fragmentos. 

46. El anticuerpo anti-DR5 do la reiviridicaciôn 2 entrecruzado con una region Fc 

de lgG anti-humana, o uno de sus fragmentos. 

47. El anticuerpo anti-DR5 o fragmento de anticuerpo do la reivindicaciOn I 

fusionado a una secuencia de etiqueta do epitopo. 

48. Una molØcula quimØrica quo comprende el anticuerpo do la reivindicaciOn 44 

fusionada a una secuencia do aminoÆcidos heterOloga. 

49. La molØcula quimØrica de La reivindicaciOn 48 on La cual dicha secuencia de 

aminoÆcidos heterôloga comprende una secuencia do inmunoglobulina. 

S50. La molØcula quimØrica do la reivindicaciOn 49 en la cual dicha secuencia do 

inmunoglobulina es una regiOn Fc de IgG anti-humana, 

51. Acido riucloico aislado quo codifica Ia cadena pesada o ligora do un 

anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 1. 

52. Acido nucleico aislado que codifica la cadena posada o ligera de Apomab 7.3 

o Apomab 8.3. 
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53. Un vector que comprende el ªcido nucleico de la reivindicación 51 o la 

reivindicaciOn 52. 

54. Una cØlula hospedera que comprende el Æcido nucleico de la reivindicaciôn 

51 o la reivindicaciôn 52. 

55. Un mØtodo para producir un anticuerpo anti-DR5 que comprende cultivar la 

cØlula hospedera de Ia reivindicaciôn 54 en condiciones en las cuales se expresa el 

ADN. 

56. Una composición que comprende un anticuerpo anti-DR5 de la reivindicación 

1, 28 o 29, o uno de sus fragmentos, y un vehIculo. 

57. La composiciôn de  la reivindicaciOn 56 en Ia cual dicho vehIculo es un 

vehiculo aceptable desde el punto de vista farmacØutico. 

58. La composición de la reivindicaciOn 57 que comprende ademÆs un agente 

anti-cancer adicional. 

59. La composiciOn de la reivindicación 58 en  la cual dicho agente anti-cancer es 

Un anticuerpo. 

60. La composiciôn de la reivindicaciôn 59 en la cual dicho anticuerpo se 

selecciona del grupo formado por un anticuerpo anti-DR5 adicional, Rituxan 

(rituximab), y un anticuerpo anti-VEGF. 

61. La composiciôn de la  reivindicaciôn 58 en la cual dicho agente anti-cancer 

adicional es un agente quimioterapØutico. 

62. La composiciOn de la reivindicaciOn 61 en la cual dicho agente 

SquimioterapØutico se selecciona del grupo formado por CPT-1 I (irinotecÆn), 

gemcitabina, carboplatino, taxol y paclitaxel. 

63. La composición de  la reivindicaciOn 58 en la cual dicho agente anti-cancer 

adicional es un ligando Apo2L que comprende los aminoÆcidos 114-281 de la Figura 

I (SEC ID NO:1). 

f Q-  



64. Un mØtodo para inducir la apoptosis que comprende exponer cØlulas 

cancerosas de mamifero a un anticuerpo anti-DR5 de la reivindicaciOn 1, la 

reivindicaciôn 28, o la reivindicaciOn 29, o uno de sus fragmentos. 

65. El mØtodo de la reivindicación 64 en el cual dicho anticuerpo es un anticuerpo 

quimØrico, humanizado o humano. 

66. El mØtodo de la reivindicación 64 en el cual dichas cØlulas cancerosas de 

mamuiero se exponen a un agente que activa a DR5. 

67. Un mØtodo para el tratamiento del cancer que comprende admhiistrar a un 

sujeto mamifero una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-DR5 de la reMndicación 

1, 28, o 29, o uno de sus fragmeritos. 

68. El mØtodo de la reivindicaciOn 67 en el cual dicho sujeto mamEfero es un 

paciente humano. 

69. El mØtodo de Is reivindicación 68 en el cual dicho cancer se selecciona del 

grupo formado por cØncer de cØlulas escamosas, cancer de pulmon de celulas 

pequeæas, cØncer de pulmón de cØlulas no pequenas (NSCLC), linfoma no Hodgkin, 

blastoma, cancer gastrointestinal, cØncer renal, cancer de ovarlo, cancer de higado, 

cancer de estómago, cancer de vejiga, hepatoma, cØncer de mama, cØncer de 

colon, cØncer colorrectal, cØncer de pØncreas, carcinoma de endometrio, carcinoma 

de glØndulas salivares, cancer de riæOn, cancer de higado, cancer de próstata, 

cØncer de vulva, cØncer de tiroides, carcinoma hepatico, y cancer de cabeza y 

cuello. 

70. El mØtodo de la reivindicación 69 en el cual dicho cancer es NSCLC, cancer 

colorrectal, linfoma no Hodgkin a cØncer de pancreas. 

71. El mØtodo de la reivindicaciôn 68 en el cual dicho cØncer es un 

adenocarcinoma. 

72. El mØtodo de la reivindicaciOn 71 en el cual dicho adenocarcinoma es 

adenocarcinoma colorrectal, pancreÆtico 0 metastÆsico. 
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73. El mØtodo de cualquiera de las reivindicaciones 67-72, que comprende 

ademØs la administraciôn de un agente anti-cancer adicional. 

74. Un artIculo de fabricaciOn que comprende un recipiente y composiciones 

incluidas dentro de dicho recipiente, en el cual la composiciôn incluye un anticuerpo 

anti-DR5 de la reivindicaciOn 1, 28, o 29, o uno de sus fragmentos. 

75. El articulo de fabricación de la reivindicaciOn 74 que comprende, ademÆs, 

instrucciones para usar el anticuerpo anti-DR5 in vitro o in vivo. 

76. El articulo de fabricaciOn de la reivindicación 75 en el cual dichas 

instrucciones se refieren al tratamiento del mincer. 

162 



2k 

LXSTDO DE SECOENCXAS 

<110> GENENTECH, INC. 
ADAMS, CAMELLIA W. 

<120> .PNTICUERPOS DE DRS Y SUS USGS 

<130> 39766-0164 

<140> PARA CEDER A 
<141> so inciuye 

<150> Us 60/649,550 
<151> 2005-02-02 

<160> 29 

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0 

<210> 1 
<211> 282. 
<212> PRT 

. <213> Homo sapiens 

<400>1 
Met Ala Net Met Glu Val Gin Gly Gly Pro Ser Lou Gly Gin Thy Cys 
1 5 10 15 

Val Leu lie Val lie Phe Thy Val Lou Lou Gin Ser Leu Cys Val Ala 
20 25 30 

Va]. Thr Tyr Va]. Tyr Phe Thr Asn Glu Leu Lys Gin Met Gin Asp Lys 
35 40 45 

Tyr Ser Lys Ser Gly lie Ala Cys Phe Lou Lys Glu Asp Asp Ser Tyr 

50 55 60 
Trp Asp Pro Asn Asp Glu Glu Ser Met Asn Ser Pro Cys Trp Gin Va]. 
65 70 75 80 
Lys Trp Gin Lou Avg Gin Lou Val Avg Lys Met lie Lou Arg Thy Ser 

� 

85 90 95 
Glu Glu Thr lie Ser Thy Val Gin Glu Lys Gin Gin Asn lie Ser Pro 

100 105 110 
Leu Val Avg Glu Avg Gly Pro Gin Avg Val Ala Ala His lie Thy Gly 

115 120 125 
Thy Arg Gly Avg Ser Asn Thr Leu Ser Ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu 

130 135 140 
Lys Ala Leu Gly Avg Lys lie Asn Ser Trp Glu Ser Ser Avg Ser Gly 

. 

145 150 155 160 
His Ser Phe Lou Ser Asn Lou His Lou Arg Asn Gly Glu Lou Val lie 

165 170 175 
His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr lie Tyr Ser. Gin Thr Tyr Phe Avg Phe 

180 2.85 190 
Gin Glu Glu lie Lys Glu Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gin Met Val Gin 

195 200 205 
Tyr lie Tyr Lys Tyr Thy Ser Tyr Pro Asp Pro lie Leu Leu Met Lys 

210 215 220 
Ser Ala Avg Asn Ser Cys Tip Ser Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Lou Tyr 
225 230 235 240 

Ser lie Tyr Gin Gly Gly lie Phe Glu Lou Lys Glu Asn Asp Avg lie 
245 250 255 

Phe Va]. Ser Val Thr Asn Glu His Leu lie Asp Met Asp His Glu Ala 

11 



233 

260 265 270 
Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu Val Gly 

275 280 

<210> 2 
<211> 1042 
<212> 1DN 
<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> misc feature 
<222> 447 
<223> n = t o g 

<400> 2 
tttcctcact gactataaaa gaatagagaa ggaagggctt ca9tgaccgg ctgcctggct 60 
gacttacagc agtcagactc tgacaggatc atggctatga tggaggtcca ggggaccc 120 
agcctgggac agacctgcgt gctgatcgtg atcttcacag tgctcctgca gtctctctgt 180 
gtggctgtaa cttacgtgta ctttaccaac gagctgaagc agatgcag9a caagtactcc 240 
aaaagtggca ttgcttgttt cttaaaagaa gatgacagtt attgfjgaccc caatgacgaa 300 
gagagtatga acagcccctg ctggcaagtc aagtggcaac tccgtcagct cgttagaaag 360 
atgattttga gaacctctga ggaaaccatt tctacagttc aagaaaagca acaaaatatt 420 
tctcccctag tgagagaaag aggtccncag agagtagcag ctcacataac tgggaccaga 480 
ggaagaagca acacattgtc ttctccaaac tccaagaatg aaaaggctct gggccgcaaa 540 
ataaactcct gggaatcatc aaggagtggg cattcattcc tgagcaactt gcacttgagg 600 
aatggtgaac tggtcatcca tgaaaaaggg ttttactaca tctattccca aacatacttt 660 
cgatttcagg aggaaataaa agaaaacaca aagaacgaca aacaaatggt ccaatatatt 720 
tacaaataca caagttatcc tgaccctata ttgttgatga aaagtgcta9 aaatagttgt 780 
tggtctaaag atgcagaata tggactctat tccatctatc aagggggaat atttgagctt 840 
aaggaaaatg acagatttt tgtttctgta acaaatgagc acttgataga catggaccat 900 
gaagccagtt ttttcggggc ctttttatt ggctaactga cctggaaaga aaaagcaata 960 
acctcaaagt gactattcag ttttcaggat gatacactat gaagatgttt caaaaaatct 1020 
gaccaaaaca aacaaacaga aa 1042 

<210> 3 
<211> 468 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 3 
Met Ala Pro Pro Pro Ala Arg Val His Leu Gly Ala P1-ic Leu Ala Val 
1 5 10 15 

Thr Pro Asn Pro Gly Ser Ala Ala Ser Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala 
20 25 30 

Thr Pro Ser Lys Val Trp Gly Ser Ser Ala Gly Arg lie Glu Pro Arg 
35 40 45 

Gly Gly Gly Arg Gly Ala Leu Pro Thr Ser Met Gly Gin His Gly Pro 
50 55 60 

Ser Ala Arg Ala Arg Ala Gly Arg Ala Pro Gly Pro Arg Pro Ala Arg 
65 70 75 80 
Glu Ala Ser Pro Arg Leu Arg Va]. His Lys Thr Phe Lys Phe Val Va]. 

85 90 95 
Val Gly Val Leu Leu Gin Val Va]. Pro Ser Ser Ala Ala Thr Ile Lys 

100 105 110 
Leu His Asp Gin Ser lie Gly Thr Gin Gin Trp Glu His Ser Pro Leu 

115 120 125 
Gly Glu Leu Cys Pro Pro Gly Ser His Arg Ser Glu Arg Pro Gly Ala 

130 135 i 140 

2 



26y 

Cys Asn Arg Cys Thr Glu Gly Val Gly Tyr Thr Asn Ala Ser Asn Asn 
145 150 155 160 
Leu Pile Ala Cys Leu Pro Cys Thr Ala Cys Lys Ser Asp Glu Glu Glu 

165 170 175 
Arg Ser Pro Cys Thr Thr Thr Arg Asn Thr Ala Cys Gin Cys Lys Pro 

180 185 190 
Gly Thr Phe Arg Asn Asp Asn Ser Ala Glu Met Cys Arg Lys Cys Ser 

195 200 205 

Thr Gly Cys Pro Arg Gly Met Val Lys Val Lys Asp Cys Thr Pro Trp 

210 215 220 
Ser Asp lie Glu Cys Val His Lys Glu Ser Gly Asn Gly His Asn lie 

225 230 235 240 
Trp Val lie Leu Val Val Thr Leu Val Val Pro Leu Leu Leu Val Ala 

245 250 255 
Val Len lie Val Cys Cys Cys lie Gly Ser Gly Cys Gly Gly Asp Pro 

260 265 270 

Lys Cys Met Asp Arg Val Cys Pile Trp Arg Len Gly Leu Leu Arg Gly 
275 280 285 

Pro Gly Ala Glu Asp Asn Ala His Asn Gin lie Leu Ser Asn Ala Asp 
290 295 300 

Ser Len Ser Thr Pile Val Ser Glu Gin Gin Met Gin Ser Gin Gin Pro 
305 310 315 320 

Ala Asp Leu Thr Gly Val Thr Val Gin Ser Pro Gly Glu Ala Gin Cys 
325 330 335 

Len Len Gly Pro Ala Glu Ala Glu Gly Ser Gin Arg Arg Arg Leu Leu 
340 345 350 

Val Pro Ala Asn Gly Ala Asp Pro Thr Glu Thr Leu Met Len Pile Phe 
355 360 365 

Asp 1415 Pile Ala Asn lie Val Pro Pile Asp Ser Trp Asp Gin Len Met 
370 375 380 

Arg Gin Leu Asp Len Thr Lys Asn Glu lie Asp Val Val Arg Ala Gly 
385 390 395 400 

Thr Ala Gly Pro Gly Asp Ala Leu Tyr Ala Met Len Met Lys Trp Val 
405 410 415 

Asn Lys Thr Gly Arg Asn Ala Ser lie His Thr Len Leu Asp Ala Leu 
420 425 430 

Gin Arg Met Glu Glu Arg His Ala Lys Gin Lys lie Gln Asp Leu Len 
435 440 445 

Val Asp Ser Gly 14’s Pile lie Tyr Leu Glu Asp Gly Thr Pile Ser Ala 
450 455 460 

Val Ser Len Glu 
465 

<210> 4 

. 
<211> 2152 
<212> ADN 
<213> Homo sapien 

<400> 4 
ttcgggcacg agggcaggat ggcgccacca ccagctagag tacatctagg tgcgttcctg 60 

gcagtgactc cgaatcccgg gagcgcagcg agtgggacag aggcagccgc ggceacaccc 120 
agcaaagtgt ggggctcttc cgcggggagg attgaaccac gaggcggggg cogaggageg 180 

ctccctacct ccatgggaca gcacggaccc agtgcccggg cccgggcagg gcgcgcccca 240 

ggacccaggc cggcgcggga agccagccct cggctccggg tccacaagac cttcaagttt 300 

gtcgtcgtcg gggtcctgct gcaggtcgta cctagctcag ctgcaaccat caaacttcat 360 

gatcaatcaa ttggcacaca gcaatgggaa catagccctt tgggagagtt gtgtccacca 420 

ggatctcata gatcagaacg tcctggagcc tgtaaocggt gcacagaggg tgtgggttac 480 

accaatgctt ccaacaattt gtttgcttgc ctcccatgta cagcttgtaa atcagatgaa 540 
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Pro Arg Gly Met Val Lys Val Gly Asp Cys Thr Pro Trp Ser Asp lie 
165 170 175 

Glu Cys Val His Lys Glu Ser Gly lie lie he Gly Val Thr Val Ala 
180 185 190 

Ala Val Val Leu lie Val Ala Val Phe Val Cys Lys Ser Leu Leu Trp 
195 200 205 

Lys Lys Val Leu Pro Tyr Leu Lys Gly lie Cys Ser Gly Gly Gly Gly 
210 215 220 

Asp Pro Glu Arg Val Asp Arg Ser Ser Gin Arg Pro Gly Ala Glu Asp 
225 230 235 240 
Asn Val Leu Asn Glu lie Val Ser lie Leu Gin Pro Thr Gin Val Pro 

245 250 255 
Glu Gin Glu Met Glu Val Gin Glu Pro Ala Glu Pro Thr Gly Val Asn 

260 265 270 
Met Leu Ser Pro Gly Glu Ser Glu His Leu Leu Glu Pro Ala Glu Ala 

275 280 285 
Glu Arg Ser Gin Arg Arg Arg Leu Leu Val Pro Ala Asn Glu Gly Asp 

290 295 300 
Pro Thr Glu Thr Leu Arg Gin Cys Phe Asp Asp Phe Ala Asp Leu Val 
305 310 315 320 
Pro Phe Asp Ser Trp Glu Pro Leu Met Arg Lys Leu Gly Leu Met Asp 

325 330 335 
Asn Glu lie Lys Val Ala Lys Ala Glu Ala Ala Gly His Arg Asp Thr 

340 345 350 
Leu Tyr Thr Met Leu lie Lys Trp Val Asn Lys Thr Gly Arg Asp Ala 

355 360 365 
Ser Val His Thr Leu Leu Asp Ala Leu Glu Thr Leu Gly Glu Arg Leu 

370 375 380 
Ala Lys Gin Lys lie Glu Asp His Leu Leu Ser Ser Gly Lys Phe Met 
385 390 395 400 
Tyr Leu Glu Gly Asn Ala Asp Ser Ala Xaa Ser 

405 410 

<210> 6 
<211> 1799 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

<400> 6 
cccacgcgtc cgcataaatc agcacgcggc cggagaaccc cgcaatctct gcgcccacaa 60 

aatacaccga cgatgcccga tctactttaa gggctgaaac ccacgggcct gagagactat 120 
aagagcgttc cctaccgcca tggaacaacg gggacagaac gccccggccg cttcgggggc 180 

ccggaaaagg cacggcccag gacccaggga ggcgcgggga gccaggcctg ggctccgggt 240 

ccccaagacc cttgtgctcg ttgtcgccgc ggtcctgctg ttggtctcag ctgagtctgc 300 

tctgatcacc caacaagacc tagctcccca gcagagagcg gccccacaac aaaagaggtc 360 

cagcccctca gagggattgt gtecacctgg acaccatate tcagaa9acg gtagagattg 420 

catctcctgc aaatatggac aggactatag cactcactgg aatgacctcc ttttctgctt 480 

gcgctgcacc aggtgtgatt caggtgaagt ggagctaagt cctgcacca cgaccagaaa 540 

cacagtgtgt cagtgcgaag aaggcacctt ccgggaagaa gattctcctg agatgtgccg 600 

gaagtgccgc acagggtgtc ccagagggat ggtcaaggtc ggtgattgta caccctggag 660 

tgacatcgaa tgtgtccaca aagaatcagg catcatcata ggagtcacag ttgcagccgt 720 

agtcttgatt gtggctgtgt ttgtttgcaa gtctttactg tggaagaaag tccttcctta 780 

cctgaaaggc atctgctcag gtggtggtgg ggaccctgag cgtgtggaca gaagctcaca 840 

acgacctggg gctgaggaca atgtcctcaa tgagatcgtg agtatcttgc agcccaccca 900 

ggtccctgag caggaaatgg aagtccagga gccagcagag ccaacaggtg tcaacatgtt 960 

gtcccccggg gagtcagagc atctgctgga accggcagaa gctgaaaggt ctcagaggag 1020 

gaggctgctg gttccagcaa atgaaggtga tcccactgag actctgagac agtgcttcga 1080 

tgactttgea gacttggtgc cctttgactc ctgggagccg ctcatgagga agttgggcct 1140 



catggacaat gagataaagg tggctaaagc tgaggcagcg ggccacaggg acaccttgta 1200 
cacgatgctg ataaagtggg tcaacaaaac cgggcgagat gcctctgtcc acaccctgct 1260 
ggatgccttg gagacgctgg gagaga9act tgccaagcag aagattgagg accacttgtt 1320 
gagctctgga aagttcatgt atctagaagg taatgcagac tctgccwtgt cctaagtgtg 1380 
attctcttca ggaagtaga ccttccctgg tttacctttt ttctggaaaa agcccaactg 1440 
gactccagtc agtaggaaag tgccacaatt gtcacatgac cggtactgga agaaactctc 1500 
ccatccaaca tcacccagtg gatggaacat cctgtaactt ttcactgcac ttggcattat 1560 
ttttataagc tgaatgtgat aataaggaca ctatggaaat gtctggatca ttccgtttgt 1620 
9cgtactttg agatttggtt tg9gatgtca ttgttttcac agcacttttt tatcctaatg 1680 
taaatgcttt atttatttat ttgggctaca ttgtaagatc eatctacaaa aaaaaaaaaa 1740 
aaaaaaaaag ggcggccgcg actctagagt egacctgcag aagcttggcc gccatggcc 1799 

<210> �7 
<211> 440 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 7 
Met Glu Gin Arg Gly Gin Asn Ala Pro Ala Ala Ser Gly Ala Arg Lys 
1 5 10 15 

Arg His Gly Pro Gly Pro Arg Glu Ala Arg Gly Ala Arg Pro Gly Pro 
20 25 30 

Arg Val Pro Lys Thr Leu Val Leu Val Val Ala Ala Val Leu Leu Leu 
35 40 45 

Val Ser Ala Glu Ser Ala Leu lie Thr Gin Gln Asp Leu Ala Pro Gin 
50 55 60 

Gln Arg Ala Ala Pro Gln Gin Lys Arg Ser Ser Pro Ser Glu Gly Leu 
65 70 75 80 
Cys Pro Pro Gly His His lie Ser Glu Asp Gly Arg Asp Cys lie Ser 

85 90 95 
Cys Lys Tyr Gly Gin Asp Tyr Ser Thr His Trp Asn Asp Lou Lou Phe 

100 105 110 
Cys Lou Arg Cys Thr Arg Cys Asp Ser Gly Glu Va]. Glu Lou Ser Pro 

115 120 125 
Cys Thr Thr Thr Arg Asn Thr Val Cys Gin Cys Glu Glu Gly Thr Phe 

130 135 140 
Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Met Cys Arg Lys Cys Arg Thr Gly Cys 
145 150 155 160 
Pro Arg Gly Met Val Lys Val Gly Asp Cys Thr Pro Trp Ser Asp lie 

165 170 115 
Glu Cys Vol His Lys Glu Ser Gly Thr Lys His Ser Gly Glu Ala Pro 

180 185 190 
Ala Val Glu Glu Thr Val Thr Ser Ser Pro Gly Thr Pro Ala Ser Pro 

195 200 205 
Cys Ser Lou Ser Gly lie lie lie Gly Val Thr Val Ala Ala Va]. Val 

210 215 220 
Leu lie Vol Ala Vol Phe Val Cys Lys Ser Lou Lou Trp Lys Lys Vol 
225 230 235 240 
Leu Pro Tyr Lou Lys Gly lie Cys Ser Gly Gly Gly Gly Asp Pro Glu 

245 250 255 
Arg Val Asp Arg Ser Ser Gin Arg Pro Gly Ala Glu Asp Asn Vol Leu 

260 265 270 
Asn Glu lie Val Ser lie Lou Gin Pro Thr Gin Val Pro Glu Gin Glu 

275 280 285 
Met Glu Val Gin Glu Pro Ala Glu Pro Thr Gly Val Asn Met Leu Ser 

290 295 300 
Pro Gly Glu Ser Glu His Leu Leu Glu Pro Ala Glu Ala Glu Arg Ser 
305 310 315 320 
Gin Arg Arg Arg Leu Leu Val Pro Ala Asn Glu Gly Asp Pro Thr Glu 



wn 

325 330 335 
Thr Lou Arg Gln Cys Phe Asp Asp Phe Ala Asp Leu Val Pro Phe Asp 

340 345 350 
Ser Trp Glu Pro Lou Met Arg Lye Leu Gly Lou Met Asp Asn Glu lie 

355 360 365 
Lye Val Ala Lye Ala Glu Ala Ala Gly His Arg Asp Thr Lou Tyr Thr 

370 375 380 

Met Lou lie Lye Trp Val Asn Lye Thr Gly Arg Asp Ala Ser Val His 
385 390 395 400 
Thr Lou Lou Asp Ala Lou Glu Thr Leu Gly Glu Arg Lou Ala Lye Gln 

405 410 415 
Lye lie Glu Asp His Lou Leu Ser Ser Gly Lye Phe Met Tyr Lou Glu 

420 425 430 
Gly Asn Ala Asp Ser Ala Met Ser 

435 440 

<210;’ 8 
<21i;’ 1323 
<212> ADN 
<213;’ Homo sapiens 

<400> 8 
. atggaacaac ggggacagaa cgccccggcc gcttcggggg cccggaaaag gcacggccca 60 

ggacccaggg aggcgcgggg agccaggcet gggctccggg tccccaagac ccttgtgctc 120 
gttgtcgccg cggtcctgct gttggtctca gctgagtctg ctctgatcac ccaacaagac 180 

ctagctccc agcagagagt ggccccacaa caaaagaggt ccagcccotc agagggattg 240 
tgtccacctg gacaccatat ctcagaagac ggtagagatt gcatctcctg caaatatgga 300 
caggactata gcactcactg gaatgacctc cttttctgct tgcgctgcac caggttgat 360 

tcaggtgaag tggagctaag tccctgcacc acgaccagaa acacagtgtg tcagtgcgaa 420 
gaaggcacct tccgggaaga agattctcct gagatgtgcc ggaagtgccg cacagggtgt 480 

cccagaggga tggtcaaggt cggtgattgt acaccctgga gtgacatcga atgtgtccac 540 

aaagaatcag gtacaaagca cagtggggaa gceccagctg tggaggagac ggtgacctcc 600 

agcccaggga ctcctgcctc tccctgttct ctctcaggca tcatcatagg agtcacagtt 660 

gcagccgtag tcttgattgt ggctgtgttt gtttgcaagt ctttactgtg gaagaaagtc 720 

cttccttace tgaaaggcat ctgctcaggt ggtggtgggg accctgagcg tgtggacaga 780 

agctcacaac gacetggggc tgaggacaat gtcctcaatg agatcgtgag tatcttgcag 840 

cccacccagg tccctgagca ggaaatggaa gtccaggagc cagcagagcc aacaggtgtc 900 
aacatgttgt cccccgggga gtcagagcat ctgctggaac cggcagaagc tgaaaggtct 960 

cagaggagga ggctgctggt tccagcaaat gaaggtgatc ccactgagac tctgagacag 1020 
tgcttcgatg actttgcaga cttggtgccc tttgactcct gggagccgct catgaggaag 1080 

ttgggcctca tggacaatga gataaaggtg gctaaagctg aggcagcggg ccacagggac 1140 

accttgtaca cgatgctgat aaagtgggtc aacaaaaccg ggcgagatgc ctctgtccac 1200 

accctgctgg atgccttgga gacgctggga gagagacttg ccaagcagaa gattgaggac 1260 

cacttgttga gctctggaaa gttcatgtat ctagaaggta atgcagactc tgccatgtcc 1320 

taa 1323 

<210> 9 
<211> 930 
<212> ADN 
<213> Homo sapien 

<400> 9 
atgaccatga ttacgccaag ctttggagcc ttttttttgg agattttcaa cgtgaaaaaa 60 

ttattattcg caattccttt agttgttcct ttctatgcgg cccagccggc catggccgag 120 

gtgcagctgg tgcagtctgg gggaggtgtg gaacggccgg gggggtccct gagactctcc 180 

tgtgcagcct ctggattcac ctttgatgat tatggcatga gctgggtccg ccaagctcca 240 

gggaaggggc tggagtgggt ctctggtatt aattggaatg gtggtagcac aggatatgca 300 

gactctgtga agggccgagt caccatctcc agagacaacg ceaagaactc cctgtatctg 360 

VA 



’N 
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caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gccgtatatt actgtgcgaa aatcctgggt 420 
gccggacggg gctggtactt cgatctctgg gggaagggga ccacggtcac cgtctcgagt 480 
ggtggaggcg gttcaggegg aggtggcagc ggcggtggcg gatcgtctga gctgactcag 540 
9accctgctg tgtctgtgc cttgggacag acagteagga tcacatgcca aggagacagc 600 
ctcagaagct attatgcaag ctggtaccag cagaagccag gacaggcccc tgtacttgtc 660 
atctatggta aaaacaaccg gccctcaggg ateccagace gattctctgg ctccagctca 720 
ggaaacacag cttccttgac oatcactggg gctcaggcgg aagatgaggc tgactattac 780 
tgtaactccc gggaeagcag tggtaaccat gtggtattcg gcggagggac caagetgacc 840 
gtcctaggtg cggccgcaca tcatcatcac catcacgggg ccgcagaaca aaaactcatc 900 
tcagaagagg atctgaatgg ggccgcatag 930 

<210> 10 
<211> 309 
<212> PRT 
<213> Homo sapien 

<400> 10 
Met Thr Met lie Thr Pro Ser Phe Gly Ala Phe Phe Leu Glu lie Phe 
1 5 10 15 

Asn Va). Lye Lye Lou Leu Phe Ala lie Pro Len Val Val Pro Phe Tyr 
20 25 30 

Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Glu Val Gin Lou Va). Gin Ser Gly Gly 
35 40 45 

, Gly Va). Gin Arg Pro Gly Gly Ser Leu Arg Len Ser Cys Ala Ala Ser 
50 55 60 

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly Met Ser Trp Va). Arg Gin Ala Pro 
65 70 75 80 
Gly Lye Gly Leu Glu Trp Val Ser Gly lie Asn Trp Asn Gly Gly Ser 

85 90 95 
Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lye Gly Arg Va). Thr lie Ser Arg Asp 

100 105 110 
Asn Ala Lye Asn Ser Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Lou Arg Ala Gin 

115 120 125 
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lye Ile Lou Gly Ala Gly Arg Gly 

130 135 140 
Trp Tyr Phe Asp Len Trp Gly Lye Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 
145 150 155 160 
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser 

165 170 175 
Glu Lou Thr Gin Asp Pro Ala Va). Ser Va). Ala Len Gly Gin Thr Val 

180 185 190 
Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Len Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser Trp 

195 200 205 
Tyr Gin Gin Lye Pro Gly Gin Ala Pro Val Lou Va). lie Tyr Gly Lye 

210 215 220 
Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser 
225 230 235 240 
Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp Glu 

245 250 255 
Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Va). Val 

260 265 270 
Phe Gly Gly Gly Thr Lye Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala His His 

275 280 285 
His His His His Gly Ala Ala Gin Gin Lye Lou lie Ser Gin Glu Asp 

290 295 300 
Lou Asn Gly Ala Ala 
305 

91 



<210> U 
<211> 451 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 11 
Glu Val Gin Lou Val Gin 8cr Gly Gly Gly Val Glu Arg Pro Gly Gly 
1 5 10 15 

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

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 
35 40 45 

Ser Gly lie Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Val Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Lou Tyr 
65 70 75 80 

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

Ala Lys lie Leu Gly Ala Gly Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Lou Trp Gly 
100 105 110 

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

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

Ala Lou Gly Cys Lou Va]. Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Va]. Thr Val 
145 150 155 160 
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

165 170 175 
Val Leu Gin Ser Ser Gly Lou Tyr Ser Lou Ser Ser Val Val Thr Val 

180 185 190 
Pro Ser Ser Ser Lou Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn Val Asn His 

195 200 205 
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Va]. Glu Pro Lys Ser Cys 

210 215 220 
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Lou Lou Gly 
225 230 235 240 
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

245 250 255 
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Va]. Thr Cys Val Val Va]. Asp Val Ser His 

260 265 270 

Glu Asp Pro Glu Va]. Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 
275 280 285 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr 
290 295 300 

Arg Val Val Ser Val Lou Thr Val Lou His Gin Asp Trp Leu Asn Gly 
305 310 315 320 
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Lou Pro Ala Pro Ile 

325 330 335 
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val 

340 345 350 
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin Val Ser 

355 360 365 
Lou Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp tie Ala Val Glu 

370 375 380 
Tip Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu ASn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 
385 390 395 400 
Val Lou Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lou Tyr Ser Lys Lou Thr Val 

405 410 415 
Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

L/ 6r 
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420 425 430 
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

435 440 445 
Pro Gly Lys 

450 

<210> 12 
<211> 1353 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

<400> 12 
gaagttcagc tggtgcagtc tgggggagt gtggaacggc cgggggggtc cctgagactc 60 
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatggca tgagctgggt ccgccaagot 120 
ccagggaagg ggctggagtg ggtctctggt attaattgga atggtggtag cacaggatat 180 
gcagactctg tgaagggccg agtcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat 240 
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaaatcctg 300 
ggtgccggac ggggctggta cttcgatctc tgggggagg ggaccacggt caccgtctcg 360 
agtgcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct 420 
gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg 480 
tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc 540 
tcaggactct actccctcag cagcgtggtg actgtgccct ctagcagctt gggcacccag 600 
acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag 660 
cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccgtgcc cageacctga actcctgggg 720 
ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc 780 
cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaagaccctgaggt caagttcaac 840 
tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac 900 
aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc accgtcctgc aceaggactg gctgaatggc 960 
aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa gccctcccag cccccatcga gaaaaccatc 1020 
tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca caggtgtaca ccctgccccc atcccgggaa 1080 
gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc tgcctggtca aaggcttcta tcccagcgac 1140 
atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgcctccc 1200 
gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg 1260 
tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac 1320 
acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt aaa 1353 

<210> 13 
<211> 213 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

<400> 13 
Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr 
1 5 10 15 

Val Arg lie Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
20 25 30 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val lie Tyr Gly 
35 40 45 

Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 
50 55 60 

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr lie Thr Gly Ala Gln Ala Glu Asp 
65 70 75 80 
Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Vol 

85 90 95 
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lye Leu Thr Vol Leu Gly Gin Pro Lys Ala 

100 105 110 
Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gin Ala 

115 120 125 
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W03 

gctcgtatgt tgtgtggaat tgtgagcgga taacaatttc acacaggaaa cagctatgac 6120 
catgattacg aatta 6135 

<210> 17 
<211> 1353 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

<400> 17 
gaagttcage tggtgcagtc tgggggaggt gtggaacggc cgggggggtc cctgagactc 60 
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatgcca tgagctggt ccgccaagct 120 
ccagggaagg ggctggagtg ggtctctggt atcaattggc agggtggtag cacaggatat 180 
gcagactctg tgaagggccg agtcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat 240 
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaaatcctg 300 
ggtgccggac ggggctggta cttcgattac tgggggaagg ggaccacggt caccgtctcg 360 
agtgcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac cctcctccaa gagcacctct 420 
gggggcacag cggccctggg ctgcctggtc aaggactact tcccgaacc ggtgacggtg 480 
tcgtggaact caggcgccct gaccagcggc gtgcacacct tcccggctgt cctacatcc 540 
tcaggactct actccctcag cagcgtggtg actgtgccct ctagcagctt gggcacccag 600 
acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggacaa gaaagttgag 660 
cccaaatctt gtgacaaaac tcacacatgc ccaccgtgcc cagcacctga actcctgggg 720 
ggaccgtcag tcttcctctt ccccccaaaa cccaaggaca ccctcatgat ctcccggacc 780 
cctgaggtca catgcgtggt ggtggacgtg agccacgaag accctgaggt caagttcaac 840 
tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcataat gccaagacaa agccgcggga ggagcagtac 900 
aacagcacgt accgtgtggt cagcgtcctc accgtcctgc accaggactg gctgaatggc 960 
aaggagtaca agtgcaaggt ctccaacaaa gccctcccag cccccatcga gaaaaecatc 1020 
tccaaagcca aagggcagcc ccgagaacca caggtgtaca ccctgccccc atcccgggaa 1080 
gagatgacca agaaccaggt cagcctgacc tgcctggtca.aaggcttcta tcccagcgac 1140 
atcgccgtgg agtgggagag caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgcctccc 1200 
gtgctggact ccgacggctc cttcttcctc tacagcaagc tcaccgtgga caagagcagg 1260 
tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctcc gtgatgcatg aggctctgca caaccactac 1320 
acgcagaaga gcctctccct gtctccgggt aaa 1353 

<210> 18 
<211> 451 
<212> ?RT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 18 
Glu Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Gly Gly Val Glu Arg Pro Gly Gly 
1 S 10 15 

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

Ala Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 
35 40 45 

Ser Gly lie Asn Trp Gin Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Val Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 
65 70 75 80 
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

85 90 95 
Ala Lys lie Leu Gly Ala Gly Arg Gly Trp Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly 

100 lOS 110 
Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

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

15 



130 135 140 
Ala Len Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 
145 150 155 160 

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

Val Len Gin Ser Ser Gly Len Tyr Ser Lou Ser Ser Val Val Thr Val 
180 185 190 

Pro Ser Ser Ser Len Gly Thr Gin Thr Tyr lie Cys Asn Val Asn His 
195 200 205 

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Gin Pro Lys Ser Cys 
210 215 220 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Gin Lou Lou Gly 
225 230 235 240 
Gly Pro Ser Val Phe Len Phe Pro Pro Lys Pro Lye Asp Thr Lou Met 

245 250 255 
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

260 265 270 

Glu Asp Pro Glu Val Lye Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Gin Val 
275 280 285 

His Asn Ala Lys Thr Lye Pro Arg Glu Gin Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr 
290 295 300 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Lou His Gin Asp Trp Lou Asn Gly 
305 310 315 320 
Lye Gin Tyr Lye Cys Lye Val Ser Asn Lye Ala Lou Pro Ala Pro lie 

325 330 335 
Gin Lye Thr lie Ser Lye Ala Lye Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val 

340 345 350 
Tyr Thr Lou Pro Pro Ser Arg Glu Gin Met Thr Lye Asn Gin Val Ser 

355 360 365 

Lou Thr Cys Lou Val Lye Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lie Ala Val Gin 
370 375 380 

Trp Gin Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lye Thr Thr Pro Pro 

385 390 395 400 
Val Len Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Len Tyr Ser Lye Len Thr Val 

405 410 415 

Asp Lye Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val Phe 5cr Cys Ser Val Met 
420 425 430 

His Gin Ala Lou His Asn His Tyr Thr Gin Lye Ser Len Ser Lou Ser 
435 440 445 

Pro Gly Lye 
450 

<210> 19 
<211> 639 
<212> AIDN 
<213> Sccuencia Artificial 

<220> 
<223> Secucncia Sintetizada 

<400> 19 
tctgagctga ctcaggaccc tgctgtgtct gtgccttgg gacagacagt caggatcaca 60 
tgctcaggag acagcctcag aagctattat gcaagctggt accagcagaa gccaggacag 120 
gcccctgtac ttgtcatcta tggtgcaaac aacaggcctt cagggatccc agaccgattc 180 

tctggctcca gctcaggaaa cacagcttcc ttgaccatca ctggggctca ggcggaagat 240 
gaggctgact attactgtaa ctccgc9gac a9cagtggta accatgtggt attcggcgga 300 

gggaccaagc tgaccgtcct tggccaacct aaygctgcac catctgtcac cctcttcccg 360 

ccatcttctg aggagttgca agctaacaaa gccactcttg tgtgcctgat cagtgacttc 420 
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tatcccggag cggtcacagt agctggaag gcggatagct cccccgtaaa ggctggcgtc 480 
gagacgacta ccccttcgaa gcagagcaac aacaaatacg ccgccagcag ctacctgtcg 540 
ctgaccccag aacagtggaa gagccacaaa agctactcct gccaagtcac ccatgagggc 600 
tcgaccgtcg aaaagaccgt cgccccgaca gagtgttct 639 

<210> 20 
<211> 213 
<212> P?T 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 20 
5cr Glu Lou Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Lou Gly Gin Thr 
1 5 10 15 

Val Arg lie Thr Cys Ser Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
20 25 30 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Lou Val lie Tyr Gly 
35 40 45 

Ala Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 
50 55 60 

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Lou Thr lie Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp 
65 70 75 80 
Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Ala Asp Ser Ser Gly Asn His Val 

85 90 95 
Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Lou Gly Gin Pro Lys Ala 

100 105 110 
Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Lou Gin Ala 

115 120 125 
Asn Lys Ala Thr Lou Val Cys Leu lie Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala 

130 135 140 
Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val 
145 150 155 160 
Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gin Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser 

165 170 175 
Ser Tyr Leu Ser Lou Thr Pro Gin Gin Trp Lys Ser His Lys Ser Tyr 

180 185 190 
Ser Cys Gin Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala 

195 200 205 
Pro Thr Glu Cys Ser 

210 

<210> 21 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 21 
catgccaagg agactaactc agataatatt aa9ctagctg gtaccagc 48 

<210> 22 
<211> 48 
<212> ?IDN 
<213> Secuencia Artificial 
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C 

<220> 

<223> Secuencia Sintetizada 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> 15, 16, 24, 25, 30, 31 

<223> n = A,T,C y G 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> 17, 26, 32 

<223> s = G y C 

<400> 22 

catgccaagg agacimsctc agannstatn nsgctagctg gtaccagc 48 

<210> 23 

<211> 44 

<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 23 

gtcatctatg gtaaataata acggccgtct ggcatcccag accg 44 

<210> 24 

<211> 47 

<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Secuencia Sintetizada 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> 19, 20, 22, 23, 25, 26 

<223> n = A,T,C 0 G 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> 21, 24, 27 

<223> 8 = G y C 

<400> 24 

cttgtcatct atggtaaann snnsnnsccg tctggcatcc cagaccg 47 

<210> 25 

<211> 59 

<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 25 
gctgactatt acttaactc ccggtaataa taaggctaac atgtggtatt cggc9gagg 59 

18 



<210> 26 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> 25, 26, 28, 29, 31, 32, 37, 38 
<223> ii = A, T, C o G 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> 27, 30, 33, 39 
<223> s = G y C 

<400> 26 
gctgactatt actgtaactc ccggnnanns nrisggcnnsc atgtggtatt cggcggagg 59 

<210> 27 
. <211> 11 

<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 27 
Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Ser His Val Val 
1 5 10 

<210> 28 
<211> 11 
<212> PtT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 28 
Asn Ser Arg Ser Tyr Ser Gly Asn His Val Val 

. 
1 5 10 

<210> 29 
<211> 11 
<212> PTT 
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Secuencia Sintetizada 

<400> 29 
Asn Ser Arg Ser Ser Ser Gly Ser His Val Val 
1 5 10 
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4a51 

92 
I 

191 
31 V1LVa1? TyrTh1TyzP7e 

277. 
43. 

351 
97. 

-n 

451 
131 ArgValAlaAlaffialloThrGlyThrArgOlyArgaerAsaThrLeuSerSerProAsnSerLyshanOluLysAlaLauGlyArgLys 

P 541 
157. 

633. 
3.61 

727, 
711 

121 
243. 

901 
277 

991 



MR 

10 30 50 
1TCGi3GCACOAOGCATGGC6CcXACcAGCTAGAGTACATC1AGGTGcGTTCCTG 

M. kP P P A LL . [ fi _ki L 
70 90 11V 

4L I f4 P A A S G T E A A A A T ’P 
130 150 tlO 

AGCAAG11TGCTCTTCCGGGGGGAGATTGMCCACGAGGGGGCC6NGAtG 
SKY WGSSA3RIEPRGGGR3A 

190 210 230 

L P15 M G Q HG P SA R A R A G RAP 
250 270 290 

GGACCCAGGCCGGCGCGGGAAGCCAGCCCTCGGCTCCMTCCACAAGACCTTCAAGM 
6 P RP AREAS PR L R V H K T F K F 

310 330 350 
6TCGTC6TC6G6GTCC3CTGcGTcGIACCTAGCTCAGCT6CMCCATA*ACT1tAT 
VVVGVLLQVVPSSAATIKLH 

370 390 410 
6ATCAATCM1TGGcACACACAATGcAcA1ACCC1TrGGGAGArrGTGTCCCcA 
DOS IGTOQ4EKSPLGLCPP 

430 450 470 
66TCTCATAGA1cCGTCcTGAGCcTGTMCCGGTGCAcAGA6G6TGTGEE]TAC 
G S H R $ E R P 6 A C N R C I E 6 V 6 V 

490 510 530 
ACCMTCCTTCCMCAATTT6TTr6C11GCCTCCCATGTACAGC1TGTMATcAGAIcAA 
TNASNNLFACLPCTACSDE 

550 570 590 
GAGAGAA6TcccT6cAcccGAccAcAcAGcATGTcGT6cwcc68McT 
EERSPCTTTRNTAC(CKPGT 

510 630 650 
TTCCGGMTGACAATTCTGCTGAGAT6TCcG6MGtGcAGCACAG6GTGCCCCAGAGGG 
FRNDNSAE.NCRKCSTBCPRG 

610 690 710 
ATGGTCMGGTCAGGATTG1CCCTGGAGTGATCAGTGIrCCAcAWMTCA 
I4VKV0CTPWSDIECvHKES 

130 750 170 
GGCMIGACTMTATATGGGTGATGG11CTGGTTTTCCGTr6CTGTTG 
6 N 13 H N I W V I I V V T I V V P L I I 

*******************************I k* 

70 BIG 830 
GTGGCTG1GCTGAUGTCTGUGrTGCATCOGCTCGGTT6TGt3NGGGACCCcMGTGC 
VAVL_IVCCCtGSGCG0PKC 
****** 

FIG. 2A 
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OMANI 
FAO 

850 810 890 
ATGGAC1GBGTGTGTTTCTGGGGC11G6GTCTCCTACGGGcC1GGGGCT6AE3cMT 
M D R V C F W R L G L L R G P G A E D N 

10 930 950 
GcTcAcMcGATrcTGAGcMc6cAGPcTcGcTGTccAcTrrcaTcTcrcA6cAGcM 
AH NEILSHAOSLSTFV$EQQ 

970 990 1010 

N E S 0 E P A 0 L I G V I V Q S P G E A 
1030 1050 1070 

0 C L I G P A E A E G S 0 R R R I L V P 
1090 1110 1130 

GCMATGGTGCTGACCCCACTGAGACTCTGATGCTGrTCTTTGAT1TGcA&ACATC 
ANGADPTETLI4LFFDKFAUI 

1150 1170 1190 

V P F OS WI) Q LIII? Q L 0 . T   NE I 
1210 1230 1250 

V V VI? AG TAG PG VA L Y 4 MLII 
1270 1290 1310 

TGGTcMCAMCTGaACGGMCGCCGATCCACACCCTGCTGATGcCT1GGAGAG 
WVNXTGRNASJHTLLDALER 

1330 1350 1370 

MEER WA KEX I Q D L L   D S G K F 
190 1410 1430 __ 

ATCT7AGAAATGicACAGGCICTGCcGTGICC1TGGAGTGMAGACTCTTTFTACC 
IYLEOGTFSAVSLE 

1450 1410 1490 
AAG3TTTCCTCTTAGGTG17A(3AE1TAATACATATTAGTTTmTTFTT1rrMCAT 

1510 1530 1550 
GTATACATAM1TCTTAGCCACG1TAT1TCTCCTCCTGTMTCCCATCACTTTG 

1570 1590 4 1610 
6GAGGcT6kcGccGTG6ATCcAcTT$AGGTCc6MTTccMccAGcCcTGAACcM 

1630 1650 1670 
cATCGTGGMATGCCCTCTTrTAcMMAAATACCAMMTrcMCTGGMTGTGcATC 
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1690 110 1730 
GTGGTGcCATcmccTcGGCTMcTACGTCTGAGcCCA6MGMTCcC1TG 

1750 1770 1790 
McCccAcAcAG13mAcrGCAGArrGcACcACTGCAcTcccAsccTGaMcA 

1810 1830 1850 
cAGAGcAAGATcTGTcTcAAGATMM7AMkTA4Ac1TGAAAGMi7ATTcCcGAcT 

1870 180 1910 
GAGOCTCACATGCCAAAGGAAAATCTMTTCTCCCCTGWGGCCTCOSTSTGTITCCT 

1930 1950 1970 
TATCATGGTGGTCM1rGGGT11ArnGAATSGATTM1..ACACCTAGMCACTG 

1990 2010 2030 
TMGGCATTATTTCTGGGAcATATTTCTGG0CATGTCTTcGTflTCCAGAGc3G 

2050 2070 2090 
GATmscATGcGATcGGGTGGACTGAGTiAAAAaAcCTAcCCTTMTUGGGG3GGcAC 

2330 2120 2150 
GGTCCGFcA6ACTGGGA3M6AtAGMaMMCAAMMAMAWA. 

FIG. 2C 
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aoiCMNWM WAMMM ccwrACA GAAGTCACA XGKTM cNACk AT1flUAA AThCC W4=K= 

cwcccAcc mosam 

GAcAcCT c’rrcGAGTGT T=M= cGkCTccT 1CAGThaTT A?C7AGIC icMMG 7COMIM 
222 G1yGIG1 yMpPtoGiu AroValAspk rg$rSeGI nArgPtoG1y AlaUuksph onvalLeum iitfliifleVal SerlIeWvG 1nPro7bi1U 

901 OMCCCTM CAGMAG MGAGGA GCc1GCAGAG TMtA?GTT G1CCtG GATCMW3C MTA AGAGM 

AGGGACTC 1TCCT7ThC TMWMM CM tV= GGTTG1CAC AM’dAM CA GM== CW?.GVG TAM=CCT TQKWFM 

255 ValProGlu OoMuMets 1iVa1e1uG1 uProAlaGlo PrThrGIW aMifetLe uSerProCly GluSerGiuti iLe1 u!roA1au 

I 
W jw t 1t (Fr j 



T1 WWVI U UI _ 



MOM 

AtG MA CM CGG WA CAG MC GCC CCG am 0M TCG ow ace cac MA 48 
)*et Glu 01 Arg Gly Gip 2wn Ala Pro Ala Ala Ser Gly Ala Arg Lys 

1. 5 10 is 
AG CAC GGC CCA GCA Ccc ACC GA  COG COG ’ CW’ GCC AGO CC? GGG ccc PG 

Him Gly Pro Gly Pro Arg Gi A14 Arg Oly Ala Arg Vra Gly Prr 
20 25 30 

CGG GC CCV AAro ACC CTT 3’IG C?C MT = GCC GCO GXV C?G CTG TTO 144 
Arg Val Pro Lys Thr Lou Val Lou Val Val Ala Alai Val Lou Leu Lou 

35 40 45 

GC TCA GCT GAG ?C G’ CM A?C ACC 6A CAA Gc 4M OUT ccc ca 19 
Val Sar, Ala Olu Ser Ala loeu Ilo Thr 01n Gln Asp LouMa Pro Gin 

30 $5 60 

CAS A(A GM OW CCJ CM CM MG AEG ycc AGC CCC X’CA GAG WA TM 240 
rg Ala Ala Pro Gin Gla Lys Arg Ser Ser Pro Ser Glu Gly Lou 

65 70 15 80 

TW .= MT GOA CAC M M’C rcA OAA cc WT AGA ai WC A?C rcc 208 
Cyjm Pro Pro Gly Via His X1 Ser Glu Asp dy Arg Asp Cys II* Ser 

95 90 95 

TGC MA *r WA CAS GAC V11P AGC AC? CAC M? GAC C?C CIX? TrC 338 
çyz  Ws TYr aty au ASP ryr Ser Thr His Tp Aaxi Mp Lou Lou Ph* 

100 105 110 

MW 



0 

9I4 

79C m we we AM AW TOT 
0xv 

?CA. COT GM GrG GAG CM AG? CCG 384 
Cys Lou Arg Cyz Thr Arg Oym Amp Ser Gly Giu V43. Giu Ueu Bar Pro 

115 20 125 

TGC ACC ACG MC AGA MC ACA G1  TOT CAG ?GC GAA GM GGC NC DIV 432 
Cs Thr Thr Thr Arg Asn Thr Val Cy5 01n Cys Glu Glu Gly Thr pe 

130 135 140 

COG GM GM GD TCT CC? GAG ATG ltGC CGG MO TOC CCC ACA GGG TOT 480 
Arg Glu Glu ASP Sex Pro Glu Met ys Arg Lye Cys Arg Thr GAy Cys 
145 150 155 iSO 

CCC AGA GGG ATG OTC MG GC GOT GA? TOT ACA CCC TOG AG? GAO A?C 520 
Po Arg Gly Ket Ysi Lye Val (31y M Cys Thr Pro ?p 8cr Asp 115 

165 170 175 

GM TO? OTO CAC AM GM 4PCA WT AM AAG 
Cs.c AGT 

oco oi ccc ccA 576 
Gim eye Val His Lye *Ilc 5cr Gly Thr Lye His 9cr Gly Glu Ala Pro 

10.0 1S 190 

CC? G7G GAO GAG AGO G?G ACC TOO AGO CCA GM ACT OCT 000 TOT CCC 624 
Me Val Glu Olu Thr Val ?1r Sex 5cr Pro Gly Tktr Pro Ala Sex Pro 

195 200 208 

TOT TOP OTC TOA 000 ATC ATC A?5 OGA Oft ACA Gl OCA 000 GTA WC 672 
Cys Sat Lou Ser Gly Tie Tie tic Gly Val Thr Val Ms A.1a Val v&1 

210 215 220 

DTG M’I GTG OCT GTG TT? GDI TOO MG TOT DI& CTO TOO SAG AM GTC 730 
LU lie Val Ala Vei Pe Val 

cys 

Lys 5cr LouLouTrp Lye Lye Val 
225 230 235 24.0 

CDT COT TAO CTO AM WC ATC TOC ?CA GOT GOT GOT OGO GAO CC? GAG 788 
Lou Pro Tyr LOU Lys Gly 33o CyS sex Gly Gly sly Gly Asp Pro Glu 245 250 255 MT OTO GAO AGA ACC P0k CM OGA CC? OW OCT GAG GAO AS? CTC 01C 0.16 Arg YeA Aep Arg Her Her Gin Arg Pro My Ala Glu Asp Aexi Vat Leu 260 265 270 MT GAG ATC GTO AG? ATC TPO 0kG CCC ACC 050 GIV CC? GAG CAG GM 864 Sen Glu Tie Val Set Tie Leu 01 Pro Thr Gin Val Pro Glu Gin Glu 275 280 285 STO GM 

GPO 0kG GAG 00k 00k GAG CCA 505 Go’r ftc AAC sio TM TOO 912 Gin Val Gin Gin Pro A.ic Gin Pro Thr Gly Vs1 ken Mat Lou Set 290 39 300 CCC G03 050 ¶05 GAG CA? 079 CTO GM COG 00k GM OCT GSA AGO ¶0? 960 Pro Gly Glu Set Olu His Leu Lou G1t Pro Ala Giti Ale Glu Mg Set 305 310 315 320 050 AM AGO AGO C?G CTO OTT 005 00k 5511 

GM GOT GA? CCC ACT GAG 1008 Gin Axq Arg scv Lou Lou %tei Pro Ala Mn 03.0 Gly Asp Pro ?hr Glu 325 330 335 ACT CTO AGA 0kG TOO TTC OAT GAO 71T 005 GAO TZG 070 CCC 7?? GAO 1050 Thr Lou Arg Qu Cys Pbs Asp Asp Pro Ala Asp Leu Val. Pro Pre Asp 340 345 350 



TCC i’QG GAG CCC CC ATO AGO MG M G3C MC AW GAO AAl GAG ATA 1104 
Ser TrV Glu Pro LeU Met Arg Lys Lou Gly Lou Not Asp Aga Ulu Ile 

355 340 35 

MG Q0 OCT MA OCT GAG WA OCO WC CAC AGO GM  ACC ’M TAO ACG 1152 
Lys Val Ala Lys Ala Glu Ala Ala Gly His Axg lisp Tbr Lou Tyr Th 

370 375 380 

Ala CTIG ATA AA0 TOG GTC MC MA ACC COG CC/i GAP CCC Tc’r MC CAC 1200 
Mt Let  t le 4s Trp Val Asu Lys Thr Gly 3xq Asp Ala $er Val His 
305 390 395 400 

ACC C’IG CTC OAT 0CC TTO GAG liCO CTG GGA GAG AGA C?? CCC MG CN3 1241 
!rhr Iu Lau Asp Ala tian Glu Thr Lou Gly Gin Arg Lou Ala Lys Gin 

405 410 415 

MG ATT CAG (3AC CAC TW ?G A0C TCT OGA MC TTC A7a TAT CTA GM 126 
Lys fle Glu Asp His Lou Lou Sor Sz Gly Xys Pbe Net Tyr /4eu 03i2 

420 425 430 

. GO1 MT OCA GAO WT CCC AM rcc W 1323 
Gly Asn Ala Asp Sex Ala 4et SS * 

435 440 

FIG. 4C 
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sea =dew pass 
� 16*2 Mi 1 MPaPLEZVLLFAXPLVVPVYA*QP*ZVGLVQSGV 

cD1 
cm 

16*2 .bL* 51 

CMO 
o2 16*2 .bin 102AAOWM 

�1i1i1c 

Lt4 2!) 

iFAZI ff, 104q )J LLAJL TTI J 

o-2 �  M2.blv 292 IAAZQKtiXSDL* 

FIG. 8 



[J 

EVQ 
ADS 
SAS 
SGL 

NSTYRW$VLTV 
EMTKNQVSLTCL 

13146 

VKDVFP’EPVIV$WHSGAI.TSGVNTFPAVLQS 

<451 residuos, 0 interrupciOn; peso molecular: 49089,42 

AG. 7 
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.s.16E2.Heavy.txtCGGCCGGGGGGGTCccTGAGAcTCTCCFGTGCAGccTCIGGATTcAcC GAAGrrcAGCTGGTGcTCTGGGGGAGGTGTGGM 
TTATG&TTATaGCATGAGcTGGGTCCGCCAAGCTCcAGGGMGGGGCrGGAGTGTCTCTGG1ATTAATrGcATGrcGT 
AGCAATATGCiGACrCTGTGMGGGCcGAGTCACCATCTCcAGAGAc&ACGCcAAGAACTcCCrGTATCTGCAMTGMC 

MGGGGAcccGGrcAccGTcrcGAGTGccTccAccMGGGccc&TcGGTcucccTGcAcccTccrccMGAGcAccTcr 

GGGGGCAcAGCGGCcCrGGGCGcCrGGrcAGGACTACTTccccMcTGAcrGTcGAAcTcGcacccrGAcc 
ACGGCGTGCAcCCTCCCGCTGTCCTAcAiTCcTCAACTCTACTCCCTcAGCAGCGTGcTGACTGTGCCCTCTM3cAGC 
TTGGGcACCc6CTAATCTGCMCGTGMTcACMGCcCAGCAACACCAAGGGACMGAM4rrGAGCcCAMTCrrGT 
GcAAcTcAcAcATGcccAccGTGcccAGcAcrGAcTccTGGGGGGAccGTcAGTcrrcarrccccAA4AcccAAG 

GAcAcccTcATGATcrccGsAccccrGAtGTcAcATGcGTcGTGGAcGTGAGccAoAAGMxcrGAQTcAAG1-rcAAc -

GrCcrCACccrcCTGACcAcACTGGCTGAATGGCMGG1AcuGyGMGGTcrccAAcM I 

AGCCCrCCCAGCCCcCATCGAGAAAACCATCrCCAMGCCAMGGGcAGCCCcGAGAMXACAGGTGTAcAcCCrGcCCCCATC 
GCCTCACCTGCCTrAtCAAAGOCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGCirA 

GMGAGccrcrcccrGTcrccGGTMA 

Eli 



<213 residuos, 0 interrupción; peso molecular: 22583,95 

FIG. 9 



S 66 

ss.16E21ighttxt 

0 
ACcCATGAGGGcTCGACCGTCGMAGACcGTCGCCCcAGTGTTCr 
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TTOMCCTCGCCCGACATTGATTATTOACTAGTTATTAATAGTPATCAATTACCJGGGTCA 

GCGCAGCACCATGGCCTOAAATAACCTCTGAAAGAGCAWTTGCxTTAGGTACCTTCTaAG 

CGCCCCATGGCTOACTAATTTTTTTTATTTATOCAGAGOCOGAGGCCGCCTOGOCCTCTO 

CCAACTTAATCCCCTTGCAGCACATCCOCCCTTCGCCAGCTGOCOTAATACCGAAGAGGC 

ACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAILOCTCTAAATCGGWGCTCCCTTTACGGTTCCGATTT 

FIG. hA 
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18146 



CcG?cTh?GCThGOGGATtCGGGGAAGCGCTGGTATTTTGACGC? 

CACcCCCACCTGCCGGGGACCGTCAGTCTTCCT?CCCCCCAAAAC 

AGOTGTACACOCTOCCCCCATCCCGGGAAGAGATOAComGAriCCAGWCAGCCTGACCT 

cGGAMACAACTACAAGACCACGCCTOCCGTGCTGGACTCMCWTCCTTCTTCCTCT 

TTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAMTAAAG 

TCPGG&TCGACGGGAflAATTCGGCcAACCGGCCTGAAATAACCrCTGMAGA 

ATTACICAAcCAGTCCCGCCCCTMCTCCGCCCMCCCGCCCCTA 

ACCGCThCGTCAAGCMCCATAGTACGCGCCCTGTAGCGiCGCATTMGCGC6C 

FIG 12A 



CGC?TTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGGCGCTTCcCC3?CAAGC?CTMATCG 

TATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAPiOCirATTTTGCQQATTTCGGCCTATTGGTTAAA 
AAATGAGCTGATTTAACWiAATTTAPACGCGARTTTTAACAMATATTAACGTTTAMT 

TcGcTAcGTCTGGTCMGGCTCGcCCCGACACCCGCCMcCcCGcTGAcGcGCCC 

TGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGMGCASTATTCTTOAAGA 

TAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA 

GAAGATCAGTTGGMGMCGAGTGGQTTAMTCUACTGOATCTCAACAGMGTAAGATC 

GCCGGGCGTGGGTCTCGCGGTATCAT’’GCAGCAcGGGGCCAGMGGTMGCCcTCC 

CCAALCTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAMGCGCAGATACCAMTACTGTCCTT 

C&CCAGCCC C! 
CATTGAGAAAGCGCCACOCTTCCOMGGGAGUAWwCGGACAWTATCCGGTAAGCGW

 

AcCGCCT?GAGAGCTGAtACCGtCGCCGCACCAcGACCGAGCGCAGCGATC 

GCTCGTATOTTGTGTGGAATTOTGAGCGGATAACAkTTTCACACMGhAACAGCTATSAC 
CATGA1TACGMrrA 

FIG. 126 
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FIG. 1 
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vKDyFPPv1VSwusGAL-r5GvsTrpAvLQ 

NSTYRWSVL 
.TVDKS 

<451 residuos, 0 interrupcion; peso molecular: 49167,50 

AG. 14 



Z9:3 

ss ..Apomabl.3. 1ghttxt 

TATTATGCMGCTGGTACCAGCAGMGCcAGGACAGGCCCCrGTACTrGTCATCTA4-GGIGCAACMCAGGCaTCA4cGATC 
CCAGCcGATCrCTGGCTCGGCTCGAMcACAGCrCCTTGACCATCACtGGGGcTCAGGGGAAGATGAGciCTGACTAT 

11 TTcTATcCGCGGACAGAGTGGTMCCATGTGGTATrCGGcGGAGGGACCAAGCU1ACCriTCCr1GGCcMCCTAAGGCt 
Gc&cCATcrGrcCccrcrcccxcATCrTcTGAGGAG1TGCMGcrMcAMcCcAcrcTTGTGTGCCTGATcAGrAaTc 
TATcccGGAGCGTCAAGTAGCrGGAAGCGrATAGTCCCCcGTAAAGGC1GGcGYCAGACGACTACCCCrrCG4AGcAG CD 

ACcATGAGGGCTCGACCGTCGAAMGACCGTCGCCCCGACAGAGTTCT 
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PSSEELQA$ATLVCLISDFYPGAVDJAWKADS 
L7P&K$HKSYSCQVTHEGSTVEK1VAPTECS 

<213 residuos, 0 iriterrupci6n; peso molecular: 22400,70 

FIG 16 



1ineaci6n, Cadenes psadas de 15F. y Apoh 7.3 

16E2 I EVQL\TQSGGGVERPGGSLRLSCAASGFDDYG4SW 
* 

Apoitab7 3 1 EVQLVQSGGGVER?GGSLRLSCAASGFTPDDThMSW 

162 37 VRQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGPVTISRONAKNSLYLOHNSL 
* 

Apoiab7 3 37 VRQAPGKGLEWVSGWQGGSTGYADSV1GRVT1SRDNNSLYLQMNSL 

16E2 87 REDTAVYYCAKILGAG.RYFDLWGKGTTV’1V8SASTKG?SVPLA?SS CA 

C) *rz 
Apornabl. 3 87 RAEDTAWYCAKILGAGRGwYFDYWGKGTTVTVSAsTKGL’SVFPLAPSS 

CD 

> 

16E2 137 KSrSGGTAALGcLVKYFPEPVTVSWNSGMJTSGVHTFPAVLQSSLYSL 
Apomab7. 3 137 KSGGTAALCCLVKDYEPEFVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL 

16E2 187 SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNJ3KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCCPA? 
Apoxnabl. 3 187 SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHXPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAP 

16E2 237 ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVDVSFLEDPEVKENWYVDGV 
Apcmab7 3 237 ELLGGPSVFLFt?1(?KDTLM!SRTLVTCVVVDVSKEDPEVKFNWYVDGV 

1’6E2 281 £VKTKPREEQThSTYRVVSLTVLIIQDWLNGKEYKCKVSNJ(AUAeX 
Apomab7 3 287 VVHKAKTKPRE94DYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKKYKCKVSNKALPAPI 



-n 

Ll 
U3 

16E2 337 EXTISKN(GQPPQVYTLPPREMTKNQVSLTcLVKGFYPSDIAVEWR 
Apcab7. 3 337 EISL<Ai<GQPR?QWTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE1E 

16E2 387 SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWWGNVVSCSVMHEAL 
Apomab7 3 387 SNGOPENNYKTTPPVLOSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHUL 

16E2.huIgGl 437 RNIWTQKSLSLSPGK 
Apcmab7.3 437 f’N(QKSLSLSPG( 



1:1 277 

Alineación, Cadenas ligeras de 16E2 y Apomab 7.3 

16E2 1 SELTQD’AV3VMJL3QTVRITCQGD5 LRSY?A$WYQQKPGQAPVLVI)GKN 
* * 

Apomab7 .3 1 SELQDPAVSVGQTVRITCSGD8LRSYYASWYQQKPQAPVLVyJI 

1�E2 51 
* 

Apoab7 .3 51 NRPSG1PDRFSGSSSGNTASLXTGQ3DEADYYCNSADSSCNRWG 

m 

16E2 
00 

pornab .3 

16E2 

Apomab7.3 

16E2 

Apomakl. 3 

101 GTKLTVLGQ?KASVLFSSEELQffitTLVCLI9:DFYPGApIVAWK 

101 GTILTLGQPKAAPSVTILFP?SSEELQMXATLVCLI&DFYFGAV’rVAWK 

151 ADSSPVEAGVETTTPSKQSNNMSSrLSLT?QWI(8HZ(SYSCQVTHEG 

151 ADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSMKSYSCQVThG 

201 SVEKTVAPTECS 

201 STVEKTVAPTECS 



FIG. 19 
Variantes do Cadena Pssada 

Li’) 

Cadona Pesad. 
Jena Ligera 
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Figura 21 

Dosis IP individual do Apomab 5.316.3 y 83 comparado can verslÆn 1 do 16E2 

on el Modelo do Ratón Albino Atimico con Xenoinjerto do C0L0205 

hcub; TI-717; CR017 - � 10E2 v.1(3 rnglkg}; TIZ19 R719 
18E2 v.1(10 mglkg); T1111; CRSIV 
Apomab 5.3(3 mgIkg) T1r818; CR410 
Apmb 53 (10 cnIkg); TI-017; CR7IT 
Apomb 6.3(3 cng(kg); Tt=1!0; R=0J9 
Apcsnab 5.3(10 mgkg};T1Th CR0f 
Apomab 8.3(3 m6f); T1(E0; CR418 
Apomb 8.3(10 m&k); T1=01T CR7ff 

Dias 
Suaroobt1th 
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1000 

8OO 

1600 
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400 
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Figura22 
Dosis Individual de Apornabs 5.2, 6.2, 5.3, 7.2 y 7.3 comparado con la vetskn 1 
de 16E21 en el Modelo de Ratôn Albino Atimico con Xenoinjerto de COLO 205 

’-( VIcupmr; CRØI7 
�E2 VA (3 mkg) P4?9 CR69 
UE2V.1 (15mgikg} TfOI7;I7( 
Apob 5.2(3 nk; TJWL CR=Wg 

� Apomab 5.2 Wk 1O!7 CR7T 
Apomib 6.2(3 nglkg) T14A CRi9t5 

- .pomb 6.2 (1Omg!koJ 717; CR7l1 
’- Apogtab 5,3 (3 Tto9; CROIN 

4 Aponab 6.3 (lOmg!kg). 1I6P Ct=7J7 
Apab 1.2 (3 mqk& Th215: CR5 

(G m$ .$?7; ’77 

Suero At Dias 
Recolectado 
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Figura 23 

Dosis Individual de Apomabs 5.2, 7.3y 8.3 comparado con la version 1 de 18E2 en el 
Modelo de RatOn Albino Atimico con Xenoinjerto de C010205 

)( VthkuLo T1=717; CR:U)t1 
1(E2 v.1 (1 nlglkg); T1I8; CR=219 

-4-- 1E2 vi (3 mg1k Th617; CR=2I7 
-.J� Apamab &2 (1 mp!kg); T=3J9; CR: 
-- Apornab 5.2(3 mgtkg); ThW7; CR 

Apomab 7.3(1 rnk); Tt=218; CR 
�4, Apomab 7.3(3 rn91k);Th3IT; CR: 
- Apomab 8.3(1 mglkq); Th8(9; CR: 
$-. Apomab &33 mgig3; T1317 CR: 

SuomI 

tejdoobtendo A 

5 10 15 20 
Dias 
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Figura 25 

Apomab 7.3 Derivado de una cØlula eatable vs. una Linea celular transitorla en 
los Ratones Albinos con Xenoinjerto de COL025 

I 
0 

DstV 

NIMIMM 

iEm 

10 20 30 40 50 60 70 

Dies 

F 

C 

B 

A 

Tiernpo haste 2XVo Ntvel de hnpoctanda 

A 

A 

A 

A 

B 

B 

O 102030405060708090100 

Promedlo (tiempo hasta 2XVO dies) 

Nivel Promedio de LCK 
Cpomth 7.3 (frar*s3ent); 10mg/kg A 13A3894 
EApomb 7.3 stbe)3 mg/kg A 12.80078 
F.pomb 7.3sbe);10 mg/kg A 12.75100 
D-Apomb7.38tabte)1 mg/kg A 12.62085 
thTMA (Ttmitorio) B 0J487 

VeNcub a (Estet.e) B V.0.02231 

Los nM snoc cc spot ta n5ema letrł son signOw9vaments dftenft 

Coacmespa odes los peres TukeyanerP0,05 
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Figura 26 

Apomab 7.3(10 mg/kg) solo y cornbinado con CPT-11 (80 mg/kg) vs. xenoinjeito de J-tCTI 5 

1200 )( V5hkAO 

Apomab 7.3 

�$- CPT-1 I 

�1000 
-- Apomab 7.3+GPT-tf 

-. I 

E Ratonessacdllcados f 
0 800 

600 

400 

2 200j/ 
/ 

0  
0 510152025303540 

Veticulo (P 
ApemabCPT74iV} 

A 

L1 

C 

1j 

Tiompo hasta 2xW Mvel de importanca 

GruposH 
( 

TI 1 1 CR 
VehIculo 110110 0110 0110 
Apomab l.3 517 5110 2110 

� 

919 (714 0jT1 

Apomah7.3+CPT4I I 41I]2110- 0110 I 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Promedlo (Tiempo haste 2xVD Dias) 

B 

0) 

B 

A 

Mvel Promedlo Log do Matanza celular 

D-.Apameb 73 + CPT-1 1 A 33038404 
B-Apomab 7.3 8 1.5060241 
cceT4 I B 1.0918875 
Vebloulo A C 0.0094127 

no conectados pot Is misma tetra son sficattvamente 

COmperaclones pare todos toe pares Tukey-Kramer P<0,06 
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Fig ura 27 

Apornab 7.3(10 mg/kg) solo y combinado con CPT-11 (80 mg/kg) 
Vs. Xenoinjerto deLSI8O 

-(votilculo 

- Apornab 73 

-* Apornab7..3+CPT-1 I 

icaecJo de n=3 ratone de os gnipos con vebiculoy con Apom1.3 

0. 5 10 15 20 25 30 35 
Vahlci.4oQP)  
CFI.iI (P) 

Aponnab7.3ØV  

d. 

Ttempohasta 2W0 NW do Imoctcocla 

hic*o Sf6 015 0(6 

Apomabl.3 516 26 1 

CPT4t I86 5 
AposnabTCPT.1iIi16 316 1/6 

B 
CA) 
a) 

0) 

A 

O 5 10 15 20 25 30 
Pmedo(tmpo hasta 2VO Dias) 

Ntvst Pomadto Lode iastanzacetular 
D-Apomsb 7.3 + CPT.i1 A 4.6875000 
C-CPT-11 B 0.6714357 
B.-Apomab 7.3 B 0.6006847 

� S 0.0125002 
Los ntstes no conectados por to mtama tetra con sIgn attvamenta dtstlntos 
ConarecIones para bdostos paras TuIey-KramarP’O.O5 



Figura 28 
Apomab 7.3 (10 mg/kg; qlwk.) solo y combinacto con Rltuxan (4 mg/kg; qiwk), vs. 
xenoinjerto con BJABen MOdelo de Ratón C81 7 ICR SCID 

2000- 
< Vehlcuro ; 

Ti = 717 
A �Rituxan;TtlfT 

017 
zn 

0/7 
Ttempo hasta 2xVo Matanza ce1uar Log 

Apomab 7.3; TI = 717 1 1/7  
g�*� Apomab 7.3+ Rltuxan; TI 618 0.0–0.1 

Vehtculo  
ROM saaUIcaio deo a que el tumor exce ati 

1500 tummtouroerac1n 04+01 

o  

- 

11 Rituxa ---. 131b 16+06 

low I T 

I 

E 1 Apomab T. c 

.2 500 1 J 4.7–0.5 

10- Apomab 7.3+Pi abcd
UVI58 

con DT > 74 4803 

o 

Days 
Rtuxsn Rx 

�.,; 

I 10 20 30 40 0 60 io 
A o do o o ito 

P<O.001 
Veh cPOi)137 vs. Rituxan 52 vs. Apo2LO dp 0.0001 vs. Apomab 72 
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Fig ura 30 
Apomab 7.3 (10 rng/kg/ratôn);  I xlsemana; I P) en combinaciôn con 
Carbopatina (100 mglkg/raton; lx; IP) + Taxol (6,25 mgl(g!ratôn; 5xlsemana; SO) 
contra el modØlo de xenoinjerto de H460 

2000 
Vdtodo T1SI8; CR41* 

* Apmwb 7.3; TF4/* CR/8 
* Carbop1atmno+Ta1; Tl.5)5; cR05 

Aponb 7ro+T!; 11=7s1; CR1W7 

1500 - 
E 

() 

1000 
C) 

0 

500k 1 

0 2 4 
Aptmb Rx JL 

A 
Tax4 I 

Dias 

6 & 10 
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Figura 31 

tomcarboplafini
ab 7.3(10 mg/kg; qlwk.) solo y 

combinado (100 mg/kg; lx) yTaxol (625 mg/kg; 5xfwk). - 
en el modelo de xenoinjert o de H2122 

600  

ii¶ �* arto+raxai 
H - Apomab 1.3 

500 1L!- Apomab 1.3 arbo+Iaxol 

I I
 

R8tMMWQMMIOaPaUOMWdWtunw 

no Z 

300 

200 

100 

0 

\hicuIo IP Rx £I6AA AJ& 

Caibapizfl.o}I 

x- L RS 

:111:PR :CR: 
bIcuID I 6161 016 016 

Carboplatim + Tax J 5/6 0/6 0/6 
Apumab 7.3 

- ii!! 0/6 616 
Apomab 7.3+Carbo+Taxol j 016  61a 

20 30 40 50 60 TO 

Dias 
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Figura 32 
Respuesta a la Dosis de Apomab 7.3 vs. H2122 

1000 
.< VaMeulo 

-. Apomab 7.3; 1 mg/kg 
Apomab 7.3; 3 mg/kg 

800 
Apomab 7.3; 10 mg/kg cj 
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600’ 
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E 

400 

2 
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200 L 

Inrupb 

)yebicuk, 9/9 d19

 
[ 72; 1 mg/kg 1/7 2  IApcnab

pornab 73; 3 mçjikg 018 119 
IApoma7.3; 10mg/kg 0/9 0/9  

o . 
Vehloub(IP) Q, 10 20 30 40 50 60 70 
Apomb 7.3 łvi A Ofas 

L1 
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Figura 33 
Mutantes de Apomab 23.3 y25.3 comparado con Apomab 7.3 en modelo de 
xenoinjerto de COLO 205 
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Figura 34: Qecimiento promcdio del tumor   gthfico de KapianMcier pura 
grupos on ci Etudio Colo2O5e203 
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Figuni 35. Mediana del Creciincnto del Tumor del (Irupo y Gthfico dc Kaplan-Meier 
para Los Grupos tratados con Apo2L0 como monoterapia o combLuado con 
carboplatino y Pacitaxel cii ci Estudlo 8LES209 
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Figuru 36. Mediana de Crodinknto del Tumor del Grupo y (3rÆflco de Kaplan-Wier 
para GrupoN Tratados con Aponwb 7.3 conio Monotcrapa o on Combiaacôn 
con Carbp1atiao y Paclitaxel on ci Estudie SKMES-c209 
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Fgura 37. Cunas de.Mcdiana del Crcthmiento del Tumor prGmpo y GnS&o de 
KaplanMeer pum Ratones tralados con RY2.. 13Y3 oBY4 en ci Etudio con 
�C&on205-e23 
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SUPERNTENDENCIA DE NDUSTMA V COMERCIO 

1111111111111111111111111111 11I0 
No. O7-O781O7"-OO stiyComercio 

Fecha: 2007-07-31 16:26:42 Dsp. 2020 NUECREACIOM 

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI RINTENDENCIA 

Act. 411 PRESENTACION Fcics: 301 

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE 
PCT 

PATENTE DE INVENCION [X] MODELO DE UTILIDAD F J 

� lndicaciOn de que se solicita la concesiôn de una patente [X J .L 
� Datos de identificaciOn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] .L 
� Descripciôn de la invenciOn [X]  
� Dibujos de ser estos pertinentes 
� Comprobante de pago de las tasas establecidas [X] 

COMPLETA EX] INCOMPLETA [1 

DISEFIO INDUSTRIAL [ ] 

� lndicación de que se solicita el registro de Diseæo Industrial [ ] 
� Datos de identificaciOn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ] 
� Representación grâfica y fotogrÆfica del Diseflo Industrial o muestra del material 

que incorpora el diseæo [ 
� Comprobante de pago de las tasas establecidas F ] 

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ I 

ESQUEMADETRAZADO [ ] 

� IndicaciOn de que se solicita el registro do un Esquema de Trazado I [ ] 
� Datos de identificacióri del solicitante o do la persona que presenta la solicitud [ ] 
� RepresentaciOn grafica del esquema trazado 
� Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ] 

COMFLETA [ I 

01aA 
Firma lResponsable 

Fecha 

INCOMPLETA (] 

Can -era 13 No. 27=00 Piso 5, 7y 10 
Conmutador: 3 82 0840 

Fax: 350 52 20 
E-mail: infosic,ciov.co 

www.sic.gov.co 
Bogota, D.C., Colombia 



REPUBLICA DE COLOMBIA 

SUPERXENDENCXA DE XNDTJ8TRIA Y COMERCXO 

ogotÆ, 
2020 

Doctor (a) 
LLO1R.EDA RICAURTE ALICIA 
Apoderado(a) y/o Representante de 
GENENTECH, INC. 

0 

REERENCIA Radicción No. 07 78107 
Solicitud internacional ’CT/tJS2006/003577 
Fecha inicio fase nacional 02/09/2007 
TrÆmite 11 
Evento 378 
Actuación 4.30 

Ilk, 7 37 r1lo, 
Oficio No. 

Coma resultado del examen de farina, realizado con fundamento en el artIculo 38 de 
la Decision 486 de la ComisiOn de la Comunidad Andina, artIculo 27 del Tratado de 
Cooperación en materia de Patentes (PCT), regla 51 his del Reglamento y Circular 
Unica de la Superintendencia de Industia y Comercio, se le com1inica qe: 

1.’ La solicitud no contiee la copia del docuxnento en que consta la cesiOn del 
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k) 
Decision 486. Cuando s6 trate de documentos otorgados en el extranjero, deben 
legalizarse de conforrndad con lo thspuesto por los articulos 259 y 260 del C6digo 
de Procedimiento Civil. 

En cuxnplimiento de lo dispuesto por el artIculo 39 de la DecisiOn 486, se le 
requiere para que dentro del tØrmino de dos meses siguientes a la fecha de 
notificaciOn del presents of icio, complete los requisitos anteriormente enunciados. 
En caso de no dar cuxrtplimiento al presente requerirniento, la solicitud se 
considerarÆ abandonada y perderÆ su prelaciOn. 

Not.fiquese 
el pres nte o o conforme a lo thspuesto en el numeral 5 2, literal 

e), del capitulo u%o,ytulo primero de la Circular Unaca No 10 die 2001 

7/ / 
ALI CARNE

 
ii
 NZA C4PIES E VERGEL 

Jefe de ladivfliOn dNtievas Creaciones 

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciOn en lista die 
fecha 10 OCT. 2? 
jfernand 


