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RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
oficio numero 13029 relacionado con la patentabilidad de la presente invencion y
notificado por fijacion en lista el 27 de Julio de 2012.

Con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, nos
permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por diez (10)
reivindicaciones, el cual reemplaza el pliego anterior de veintisiete reivindicaciones, en
donde no se amplia en ningin momento la materia inicialmente divulgada, y se encuentra
enteramente sustentado en la descripcidn.

En lo que respecta a las reivindicaciones que no constituyen una invencidon, ponemos en
manifiesto del sefior Examinador que las reivindicaciones 19 a 27 han sido eliminadas del
nuevo pliego reivindicatorio, y por tanto las reivindicaciones 23-24 ya no hacen parte del
mismo, con el fin de superar la objecién pertinente.

Claridad

La nueva reivindicacion 1 ha sido modificada de tal manera que se aclara que el
anticuerpo anti-neuropilina-1 (NRP1) objeto de la presente invencién, comprende un

dominio variable de cadena ligera que consta de una CDRL1 que comprende la secuencia
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de aminodcidos de SEQ ID NO:123, una CDRL2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:124 y una CDRL3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:125, y el cual consta de un dominio variable de cadena pesadas que
comprende una CDRH1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:126,
una CDRH2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:127 y una CRDH3

que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:128.

A su vez, el sefior examinador puede notar que las reivindicaciones restantes, 2-10,
dependen en su totalidad de la nueva reivindicacién 1, que como ya fue establecido, se
refiere a un anticuerpo debidamente caracterizado por su estructura de tal manera que la
misma es clara, concisa y completa. Por tanto, consideramos que el nuevo pliego
reivindicatorio en su totalidad es absolutamente claro y conciso, motivo por el cual se da
por superado cualquier tipo de objecion al respecto.

Queremos aclarar que si bien las nuevas reivindicaciones 2 y 3 revelan el anticuerpo anti-
NRP1, especificando el dominio variable de cadena ligera y el dominio variable de cadena
pesada respectivamente, las mismas al depender de la nueva reivindicacion 1, describen
un anticuerpo completamente caracterizado por sus estructuras de dominios variables de
cadena pesada vy ligera.

Como fue explicado previamente, las reivindicaciones 19-27 fueron eliminadas del nuevo
pliego reivindicatorio, motivo por el cual las objeciones impuestas sobre las mismas se
deben tener como superadas.

En conclusion, consideramos que el alcance de las nuevas reivindicaciones se encuentra
debidamente sustentado en la totalidad de las ensefianzas de Ia descripcion, por lo cual
solicitamos respetuosamente aceptar el nuevo pliego reivindicatorio como claro y CONCiso,
al tener en cuenta que el mismo cumple con los requisitos establecidos por el articulo 30
de la Decision 486.

Unidad de invencidn

De acuerdo con las objeciones referidas a la falta de unidad de invencién de la presente
solicitud, queremos expresar al sefior Examinador que nos encontramos completamente
en desacuerdo con su afirmacién, debido a que la totalidad del pliego reivindicatorio

anterior se encontraba referido a un anticuerpo anti-NRP1, como bien fue aceptado en el
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Oficio Técnico, el cual de acuerdo con las investigaciones del solicitante puede contener
secuencias de aminoacidos correspondientes a los dominios variables de cadena ligera y
de cadena pesada diferentes, manteniendo la actividad de unién a Neuropilina-1, lo cual

corresponde a la finalidad de la invencion.

Sin embargo, con el dnimo de superar la objecidn impuesta por su Despacho, nos
permitimos informar al sefior Examinador que el nuevo pliego reivindicatorio, objeto de la
presente respuesta, se encuentra dirigido al llamado “Grupo 1”, es decir, las anteriores
reivindicaciones 1-6 y 13-18. Por otra parte nos permitimos informar que las anteriores
reivindicaciones 7-12 y 13-18, constituyen un pliego reivindicatorio adicional, el cual se
presenta como parte de una solicitud divisional, con el fin de que sean estudiadas por
su Despacho.

De tal manera, teniendo presente lo anterior, concluimos que el nuevo pliego
reivindicatorio se caracteriza por presentar un Unico concepto inventivo que es comdn a
todas y cada una de las reivindicaciones contenidas en el, motivo por el cual consideramos

superada la objecién contenida en el Oficio Técnico respectivo.

Nivel inventivo

En primer lugar nos permitimos aclarar que la presente invencién se encuentra dirigida a
anticuerpos, incluyendo variaciones de los mismos, que se unen a neuropilina-1 en el
dominio ala2, o CUB, y por tanto inhiben la interaccién entre NRP1 y semaforina, pero sin
generar un bloqueo de la unién de NRP1 al factor de crecimiento endotelial vascular
(VEFG).

Por otra parte, queremos referir al sefior Examinador al ejemplo 1 de la descripcion, en
donde se establece claramente el método de generacién de los anticuerpos anti-NRP1
mediante la generacién de bibliotecas de dominios VH/VL, dominio variable de cadena
pesada y dominio variable de cadena ligera, de anticuerpos en bacteriéfagos, en donde los
anticuerpos reivindicados han sido seleccionados de una biblioteca de anticuerpos

sintéticos - expuestos en bacteriéfagos, las cuales muestran aproximadamente 10%°
variantes.
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En dicho ejemplo se establece adicionalmente la criticidad del disefio de diversidad y del
tamafio de las bibliotecas para el desempefio de éstas, motivo por el cual se enfatiza
particularmente en la descripcion detallada del disefio requerido para generar las
bibliotecas VH/VL requeridas para la obtencion y seleccién de los anticuerpos de presente
invencion.

De esta manera, las bibliotecas obtenidas mediante la aplicacion del disefio establecido
fueron objeto de seleccion con el fin de identificar cudles de los anticuerpos se
correspondian a anticuerpos anti-NRP1, dando paso a la seleccién y evaluacidn de la
habilidad de 95 de los clones de bacteridfagos obtenidos para unirse especificamente a
Neuropilina-1. Asi, el solicitante encontré que cerca del 90% de los clones presentaban
union a NRP1 humana, mientras que cerca del 40% tenian la capacidad de unirse tanto a
NRP1 humano como a NPR1 murino.

A partir de los resultados obtenidos, se filtro la seleccién a diez clones Unicos los cuales se
caracterizaron por mostrar union a NRP1 humana y murina con una Clg, es decir, la
concentracion de antigeno, en la etapa de unién en solucién, que inhibe la unién del 50%

del anticuerpo desplegado en el bacteriéfago al antigeno inmovilizado, menor a 70nM.

Lo anterior se encuentra ejemplificado por el clon YW64.3, el cual se une a NRP1 humana
con una ICsy de 0,5nM y a NRP1 murina con una ICsy de 3,4nM.

‘ CDR-L3 | SEQ CDR-H1 SEQ | CDR-H2 | SEQ
Clon Parcial ID Parcial D Parcial ID (95-102) ID
(91-96) | NO: (27-34) NO: | (50-58) | NO: NO:

YW64.3| YMSVPI 7 FSFSSEPI 18 | SITGKNG | 29 | WGKKVYG— | 40

CDR-H3 Parcial SEQ

Dicho clon presenta cambios en cuatro de sus seis Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDRs): H1, H2, H3 y L3, siendo éste uno de los clones que presenta
mejores afinidades de unién tanto a NRP1 murino como humano.

Ahora bien, consideramos que es relevante que el sefior Examinador tenga en cuenta que
el solicitante ha demostrado que el mismo clon YW64.3 genera un bloqueo selectivo de la
funcion de la semaforina secretada Sema3A pero, tal como se establecié previamente, no

genera interferencia alguna con la union VEGF-NRP1.
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De manera adicional, el ejemplo II de la descripcién permite evidenciar que el anticuerpo
expuesto en dicho clon muestra un efecto marcado en la reduccidn de la migracién de
células endoteliales y de manera adicional una disminucién de la excrecencia vascular in
vitro, lo anterior sin afectar de manera alguna la permeabilidad del VEGF, la proliferacion
de células endoteliales inducida por VEFG o los niveles de fosforilacién de VEGFR2.

Ahora bien, dentro de la presente solicitud, queremos destacar la figura 7, la cual ilustra
los efectos inhibitorios /n vivo del anticuerpo anti-NRP1 sobre la remodelacién vascular en
el desarrollo de la retina del ratdn, el cual corresponde a un modelo ideal para investigar
los eventos de formacién de brotes vasculares, remodelacién y maduracion. Asi, usando
dicho modelo se evaluaron, entre otros eventos, el desarrollo vascular, la remodelacion
vascular, la formacién de brotes vasculares y adicionalmente se realizd una cuantificacion
de la densidad vascular desde el dia 5 postnatal hasta el dia 8 postnatal, sustendose de
esta manera los fuertes efectos de reduccidn de la migracién de celulas endoteliales y el

bloqueo especifico en la remodelacién vascular debida a los anticuerpos anti-NRP1.

Adicionalemente, queremos indicar que teniendo en cuenta los efectos inhibitorios
derivados de la aplicacién del anticuerpo anti-NPR1, el solicitante probé que el uso de los
mismo represente una gran utilidad en la inhibicin tumoral, situacion que esta
plenamente demostrada por medio del ejemplo 3 de la descripcion, en donde se evidencia
el efecto inhibitorio tumoral de los anticuerpos anti-NRP1 usado en combinacion con un
agente anti-VEGF, concluyendose que bloquear la funcion NRP1 y VEGF en modelos

tumorales resulta en un efecto aditivo en reducir el crecimiento del tumor en cuestidn.

A partir de la informacidn expuesta previamente, nos permitimos poner en consideracion
del sefior Examinador los argumentos mediante los cuales defendemos el nivel inventivo
de los anticuerpos aqui reivindicados.

En primera medida, nos referiremos a D1 (Nature Immunology, vol. 3, n°5, mayo 2002,
pags. 477-482), el cual corresponde a un éstudio que muestra que las interacciones
mediadas por NRP1 llevadas a cabo entre las celulas dendriticas y las celulas T son
esenciales para la iniciacion de la respuesta inmune primaria. De esta manera, D1
establece que la pre-incubacién de celulas dendriticas o las celulas T en reposo con
anticuerpos que bloguean NRP1 inhibié la proliferacién de celulas T en reposo inducida por
celulas dendriticas.
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Ademas, notamos que D1 describe de forma basica el uso del anticuerpo blogueante de
NRP1 28.II, el cual se encuentra dirigido a los aminoacidos 265-875 de NRP1 para el

estudio de las interacciones mediadas por Neuropilina-1 entre las celulas dendriticas y las

celulas T. Por lo tanto, considermos que D1 es silencioso en cuanto a ensefiar que los
aminoacidos mencionados constituyen el dominio ala2 de NRP1, el cual sirve como sitio

de union de NRP1 a semaforina, contrario a lo afirmado por el sefior Examinador.

Adicionalmente, consideramos muy importante resaltar que D1 no expone que los
anticuerpos implicados son anticuerpos que inhiben la interaccién de NRP1 con semaforina
sin implicar ésto el bloqueo de la unién de NRP1 con VEGF, mientras que en contraste si lo

hace la presente invencidn, razén por la cual D1 es silencioso al respecto.

Por otra parte, queremos poner en conocimiento del sefior Examinador que la referencia
citada D5 (Developmental cell, vol 5, n°1, julio 2003, pags, 45-57), es clasificado en el
informe de busqueda internacional, ISR, como un documento de categoria A, de acuerdo
con los lineamientos de la Organizacién Mundial de la Propiedad Industrial, lo cual quiere

decir que corresponde a,

"Documento que define el estado general de la técnica que no se considera de

particular importancia” 1

Asi, D5 dentro de la materia revelada establece la importancia de siete aminoacidos
localizados en los dos bucles hidrofilicos adyacentes del dominio CUB amino-terminal de
Neuropilina-1, para la unién al dominio Sema de las semaforinas de clase 3, y ademds que
la sustitucién de dicho grupo de siete aminodcidos genera una interrupcién de la unién de
Sema a NRP-1 pero sin afectar la unién de VEGF165 a NRP1.

A pesar de lo anterior, el sefior Examinador debe tener en cuenta que D5 no revela
ninguna ensefianza acerca de la generacién de anticuerpos que tiene la capacidad de
unirse a al dominio ala2, o CUB, de la NRP1, contrario, nuevamente, a lo afirmado en el

Oficio Técnico emitido por su Oficina, ni tampoco establece ninguna ensefianza referida a

! Manual de informacién y documentacién en materia de propiedad industrial. Norma ST.14.
Recomendacién para la inclusion de las referencias citadas en los documentos de patente.
Organizacién Mundial de la Propiedad Industrial.
http://www.wipo.int/standards/es/pdf/03-14-01.pdf
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que tales anticuerpos puedan inhibir la interaccidn de NRP1 con semaforina sin el bloqueo
de la interaccién de NRP1 con VEGF.

Ahora bien, al analizar las referencias citadas por el sefior Examinador es posible
establecer que tanto D1 como D5 no refieren ninguna ensefanza, ni sugerencia,
relacionada con el disefio de bibliotecas que puedan ser usadas para seleccionar los
anticuerpos que pueden inhibir la interaccion de NRP1 con semaforina sin el bloqueo de la
interaccion de NRP1 con VEGF, en contraste con las ensefianzas contenidas en la
descripcidn de la presente solicitud, en donde se establece que el disefio y el tamafio de

tales bibliotecas es critico para el desarrollo de la invencidn reivindicada.

Como consideracion final, pero no menos importante, es clave resaltar que ni D1 ni D5
describen de manera alguna que un anticuerpo concebido contra el dominio ala2 de
Neuropilina-1 podria competir con la semaforina para unirse a dicho dominio, ni mucho
menos mostrar la capacidad de dichos anticuerpos para modular una o mas de las
actividades bioldgicas que fueron debidamente expuestas con anterioridad en referencia a

la presente invencion.

Por tanto, a partir del andlisis desarrollado previamente, es evidente que la generacién de
anticuerpos que tengan la capacidad de unirse al dominio ala2 (CUB) de NRP1, inhibiendo
la interaccion de NRP1 con semaforinas pero sin afectar la unidn de ésta con VEGF, no
puede ser obvia para el versado en la materia, a la luz de las ensefianzas de D1y D5.

En conclusion, la presente invencion revela anticuerpos anti-NRP1 que muestra patrones
de inhibicion no contemplados a lo largo de las referencias citadas, y ademds dichos
anticuerpos generan actividades bioldgicas superiores, no enseﬁadas, ni sugeridas, por D1
ni D5 lo que corresponde a un indicio del nivel inventivo de la misma, razones por las
cuales aseguramos que dichos documentos no se constituyen como materia que afecte el

nivel inventivo de los anticuerpos reivindicados en la presente solicitud.
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En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesién del privilegio solicitado, ya que en
opihién del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decisidon 486.

Atentament

/2

AN PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.

C.C. 80.410.337 de Usaquén

Calle 70 A No. 4 - 41



REIVIDICACIONES

. Un anticuerpo anti-neuropilina-1 (NRP1) que se une a NRP1, el cual comprende un
dominio variable de cadena ligera que consta de una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:123, una CDRL2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:124 y una CDRL3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:125, y el cual consta de un dominio
variable de cadena pesada que comprende una CDRH1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:126, una CDRH2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:127 y una CRDH3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:128.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, que consta de un
dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:3.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, que consta de un
dominio variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminodacidos de
SEQ ID NO:4.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, que consta de un
dominio variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID NO:3, y comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:4.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo
es capaz de unirse tanto al NRP1 murino como al NRP1 humano.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo

es un anticuerpo monoclonal.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo

es un anticuerpo biespecifico.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo

- es un anticuerpo humanizado.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo

~ es un anticuerpo humano.

10. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el

anticuerpo es un anticuerpo sintético.
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ANTAGONISTAS DE NEUROPILINA

Esta solicitud es una solicitud no provisional que reivindica prioridad bajo 35
USC 119(e) a los nimeros de solicitud provisional 60/734,798 presentada el 8 de
noviembre de 2005 y 60/820,561, presentada el 27 de julio de 2006, cuyo
contenido total se incorpora aqui por referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generalmente a composiciones y métodos
asociados con actividades de la neuropilina (NRP). Mas particularmente, la
invencion pertenece a composiciones y métodos para modular la formacion y el
mantenimiento vasculares mediados por el receptor neuropilina-1 (NRP1). Esta
invencion se refiere ademas a métodos para la identificacion sistematica de
sustancias terapéuticamente Utiles para prevenir o tratar afecciones y

enfermedades asociadas con angiogénesis.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

. El desarrollo de un sistema vascular es un requisito fundamental para
muchos procesos fisiologicos y patolégicos. Tejidos que crecen activamente tales
como embriones y tumores requieren un suministro sanguineo adecuado.
Satisfacen esta necesidad produciendo factores pro-angiogénicos, que promueven
la formaciéon y mantenimiento de nuevos vasos sanguineos mediante un proceso
conocido generalmente como angiogénesis. La formacién vascular es un
acontecimiento complejo pero ordenadamente biolégico que involucra todos o
muchos de los siguientes pasos: a) Las células endoteliales (ECs) proliferan a
partir de ECs existentes o se diferencian de células progenitoras; b) las ECs
migran y confluyen para formar estructuras en forma de cordones; c) los cordones
vasculares experimentan entonces tubulogénesis para formar vasos con una luz
("lumen”) central d) los cordones existentes o vasos echan brotes para formar
vasos secundarios; e) plexus vasculares primitivos experimentan una
remodelaciéon y reconfiguracién posterior; y f) células peri-endoteliales se
seleccionan para revestir los tubos endoteliales, que proporcionan funciones de
mantenimiento y modulacién a los vasos; tales células, incluidos pericitos para

capilafres pequefios, células de musculo liso para vasos mas grandes, y células del
‘ 1



miocardio en el corazén. Hanahan, D. Science 277:48-50 (1997); Hogan, B. L. &
Kolodziej, P.A. Nature Reviews Genetics. 3:513-23 (2002); Lubarsky, B. &
Krasnow, M. A. Cell. 112:19-28 (2003).

En la actualidad se halla bien establecido que la angiogénesis esta
implicada en la patogénesis de una variedad de trastornos. Estos incluyen
tumores solidos y metastasis, aterosclerosis, fibroplasia retrolenticular,
hemangiomas, inflamacién crénica, neovasculopatias intraoculares tales como
retinopatias proliferativas, por ejemplo, retinopatia diabética, degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD), glaucoma neovascular, rechazo
inmunitario de tejido corneal transplantado y otros tejidos, artritis reumatoide, y
psoriasis. Folkman et al., J. Biol. Chem., 267:10931-10934 (1992); Klagsbran et
al., Annu. Rev. Physiol. 53:217-239 (1991); and Garner A., "Vascular diseases", In:
Pathobiology of Ocular Disease. A Dynamic Approach, Garner A., Klintworth GK,
eds., 2nd Edition (Marcel Dekker, NY, 1994), pp 1625-1710.

En el caso de crecimiento de un tumor, la angiogénesis parece ser crucial
para la transicion de hiperplasia a neoplasia, y para aportar los nutrientes
necesarios para el crecimiento y metdastasis del tumor. Folkman et al., Nature
339:568 (1989). La neovascularizacion permite que las células del tumor
adquieran una ventaja de crecimiento y autonomia proliferativa, comparadas con
las células normales. Usualmente un tumor comienza con una sola célula
aberrante que puede proliferar Unicamente a un tamafio de unos cuantos
milimetros cubicos, debido a la distancia de lechos capilares disponibles, y puede
permanecer 'latente’ sin crecimiento y diseminacién adicionales durante un
periodo prolongado de tiempo. Algunas células neoplasicas cambian luego al
fenotipo angiogénico para activar células endoteliales, que proliferan y maduran en
nuevos vasos sanguineos capilares. Estos vasos sanguineos recién formados no
solo permiten un crecimiento continuado del tumor primario, sino también la
diseminacion y re-colonizacion de células neoplasicas metastasicas. En
consecuencia, se ha observado una correlaciéon entre densidad de microvasos en
secciones del tumor y supervivencia del paciente en cancer de mama, si como en
varios otros tumores. Weidner et al., N. Engl. J. Med 324: 1-6 (1991); Horak et al.,
Lancet 340:1120-1124 (1992); Macchiarini et al., Lancet 340:145-146 (1992). Los
meéanismos precisos que controlan el interruptor angiogénico ("the angiogenic

switch") no se entienden bien todavia, pero se cree que la neovascularizacién de
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la masa del tumor resulta del balance neto de una multitud de estimuladores e
inhibidores de angiogénesis (Folkman, 1995, Nat Med 1(1):27-31).

El proceso de desarrollo vascular esta estrechamente regulado. A la fecha,
se ha demostrado que un nimero significativo de moléculas, factores mayormente
segregados, producidos por células circundantes, regulan la diferenciacion,
proliferacién, migracion y confluencia de EC en estructuras en forma de cordones.
Por ejemplo, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) se ha
identificado como el factor clave implicado en estimular la angiogénesis y en
inducir la permeabilidad vascular. Ferrara et al., Endocr. Rev. 18:4-25 (1997). El
descubrimiento de que la pérdida de incluso un solo alelo VEGF resulta en
mortalidad embrionaria apunta a un papel insustituible ejercido por este factor en
el desarrollo y diferenciacion del sistema vascular. Mas aun, se ha demostrado
que el VEGF es un mediador clave de neovascularizacién asociado con tumores y
trastornos intraoculares. Ferrara et al., Endocr. Rev. supra. El ARNm VEGF se
sobreexpresa por la mayoria de tumores humanos examinados. Berkman et al., J.
Clin. Invest. 91:153-159 (1993); Brown et al., Human Pathol. 26:86-91 (1995);
Brown et al., Cancer Res. 53:4727-4735 (1993); Mattern et al., Brit. J. Cancer
73:931-934 (1996); Dvorak et al., Am. J. Pathol. 146:1029-1039 (1995).

Ademas, los niveles de concentracion de VEGF en fluidos oculares se
correlacionan en altisima medida con la presencia de proliferacion activa de vasos
sanguineos en pacientes con retinopatias diabéticas y ofras relacionadas con
isquemia. Aiello et al., N. Engl. J. Med. 331:1480-1487 (1994). Mas aln, estudios
han demostrado la localizacién de VEGF en membranas neovasculares coroideas
en pacientes afectados por AMD. Lépez et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
37:855-868 (1996).

Anticuerpos que neutralizan anti-VEGF suprimen el crecimiento de una
variedad de lineas celulares de tumores humanos en ratones atimicos (Kim et al.,
Nature 362:841-844 (1993); Warren et al., J. Clin. Invest. 95:1789-1797 (1995);
Borgstrom et al., Cancer Res. 56:4032-4039 (1996); Melnyk et al., Cancer Res.
56:921-924 (1996)) e inhiben ademas la angiogénesis intraocular en modelos de
trastornos retinianos isquémicos. Adamis et al., Arch. Ophthalmol. 114:66-71
(1996). Por lo tanto, anticuerpos monoclonales anti-VEGF u otros inhibidores de

la accion de VEGF son candidatos promisorios para el tratamiento de tumores y
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varios trastornos neovasculares intraoculares. Tales anticuerpos se describen, por
ejemplo, en EP 817,648 publicada el 14 de enero de 1998; y en W098/45331 y
WQ098/45332, ambas publicadas el 15 de octubre de 1998. Uno de los anticuerpos
anti-VEGF, bevacizumab, ha sido aprobado por la FDA para uso en combinacién
con un régimen de quimioterapia para tratar cancer colorrectal metastasico (CRC)
y cancer pulmonar amicrocitico (NSCLC). Ademas, el bevacizumab se esta
investigando en muchos estudios clinicos en curso para tratar varias indicaciones
de cancer.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, las neuronas generan axones en
forma de ‘cables que migran a grandes distancias con el fin de alcanzar sus
dianas. Véase la resefia por Carmeliet and Tessier-Lavigne (2005) Nature
436:193-200. En el apice principal de un axén en crecimiento se encuentra una
estructura sensorial de alta motilidad llamada cono de crecimiento. A través de
ciclos dinamicos de extension y retraccion de extensiones filopodiales, el cono de
crecimiento detecta continuamente y evalGa un sinnimero de indicios guia en su
entorno espacial, y selecciona con precision una ruta correcta para extenderse

hacia su diana final.

Durante la dltima década, se ha hecho un progreso considerable en
entender los mecanismos de orientacién de los axones. Véase la resefia por
Dickson (2002) Science 298:1959-64. Los indicios guia vienen en cuatro
variedades: atrayentes y repelentes; que pueden actuar bien a corta distancia (es
decir, asociados con la matriz o células) o bien a larga distancia (es decir,
diseminables). Hasta el momento, se han identificado cuatro familias principales
de moléculas de orientacion de axones: las netrinas, semaforinas, efrinas y slits.
Véase la resefia por Huber et al (2003) Annu Rev Neurosci 26:509-63.

Las semaforinas (Sema), también llamadas colapsinas, pertenecen a una
gran familia de proteinas segregadas y asociadas a membrana, filogenéticamente
conservadas. Miembros de la familia de semaforinas son capaces de mediar los
episodios de orientacion de axones tanto de repulsion como de atracciéon durante
el desarrollo neuronal. Raper (2000) Curr Opin Neurobiol 10:88-94. Todas las mas
de treinta semaforinas identificadas hasta la fecha comparten un dominio Sema N-
terminal conservado de alrededor de 500 aminoacidos. Los miembros de las
semaforinas se clasifican en ocho subfamilias dependiendo de sus similitudes

estructurales y especies de origen. Para mayores detalles sobre la nomenclatura
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unificada para las semaforinas, véase Semaphorin Nomenclature Committee
(1999) Cell 97:551-552.

La familia de neuropilinas (NRP) consta de dos proteinas homélogas,
neuropilina-1 (NRP1) y neuropilina-2 (NRP2). La NRP1 se identificé por primera
vez como una glucoproteina transmembrana 130-kDa tipo | expresada en conos
de crecimiento de axones en desarrollo. La NRP2 se identificé posteriormente
mediante clonacion de expresién. Fujisawa and Kitsukawa (1998) Curr Opin
Neurobiol 8:587-592. Se descubri6 que las NRPs son receptores para un
subconjunto de semaforinas, las semaforinas clase 3. Se sugiri6 que las NRPs
funcionan como co-receptores no sefializadores junto con otra familia de
receptores de semaforinas, las plexinas.

Aunque iniciélmente descritas como mediadores de la orientacion de
axones, se ha descubierto también que las NRPs juegan papeles criticos en el
desarrollo vascular. Carmeliet and Tessier-Lavigne (2005). Se identifica como un
receptor VEGF especifico de isoforma expresado en células neoplasicas vy
endoteliales, que exige esfuerzos considerables para entender el papel de las
NRPs en la biologia vascular y tumoral. Soker et al (1998) Cell 92:735-745:
Klagsbrun et al (2002) Adv Exp Med Biol 515:33-48. Estudios genéticos han
aportado una solida evidencia de que la Nrp7 se requiere para morfogénesis
vascular. La pérdida de la funcion Nrp? resulta en remodelacién vascular y
defectos de ramificacion, un fenotipo que puede intensificarse aun mas por la
pérdida de la funcion Nrp2. Kawasaki et al. (1999) Development 126:4895-4902;
Takashima et al. (2002) Proc Nat/ Acad Sci USA 99:3657-3662. Estos resultados
sugiéren que en una etapa temprana en el desarrolio Nrp7 y Nrp2 pueden tener
funciones traslapantes.

No obstante, la expresion de cada Nrp se subdivide posteriormente en el
desarrollo, expresandose Nrp1 primariamente en arterias, y Nrp2 en venas y
vasos linfaticos. Yuan et al (2002) Development 129:4797- 4806; Herzog et al.
(2001) Mech Dev 109: 115-119. En especial, la pérdida de la funcion Nrp1 sola
deteriora especificamente el desarrollo linfatico.

Como Nrp1 se expresa en muchos otros tipos de células durante el

desarrollo, se abord6 el papel de la Nrp? vascular mediante la generacién de una
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inactivacién especifica de EC, que resulté en defectos vasculares similares a los
observados en el alelo null. Gu et al. (2003) Dev Cell 5:45-57. Es interesante
-advertir que este estudio demostré asimismo que la unién de Sema3A a NRP1 no
se requiere para el desarrollo vascular. En otro estudio, se observaron defectos
en la orientacion de células del apice endotelial en el cerebelo en desarrollo en
embriones con inactivacion de Nrp1. Gerhardt et al. (2004) Dev Dyn 231:503-509.

A pesar de estudios extensivos sobre el papel de NRP1 en el desarrollo
vascular, sigue siendo poco claro si NRP1 ejerce su funcién vascular
exclusivamente mediante la via Receptor 2 VEGF-VEGF (VEGFR2), como un
potenciador para la unién VEGF a VEGFR2 vy, asi, para la sefializacion VEGFR?2,

o mediante una via sefializadora independiente de VEGFR2, o una combinacion
de los dos.

Los anticuerpos monoclonales pueden fabricarse empleando tecnologia de
ADN recombinante. Se ha hecho un uso ampliamente difundido de anticuerpos
monoclonales, particularmente los derivados de roedores; no obstante, con
frecuencia los anticuerpos no humanos son antigénicos en humanos. El arte ha
tratado de superar este problema construyendo anticuerpos "quiméricos" en los
cuales un dominio de unién a antigeno no humano se acopla a un dominio
constante humano (Cabilly et al., Patente de los Estados Unidos No. 4,816,567).
El isotipo del dominio constante humano puede seleccionarse para hacer a la
medida el anticuerpo quimérico para participacion en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) y la citotoxicidad dependiente de
complemento. En un esfuerzo mas por resolver las funciones de union a antigeno
de anticuerpos y minimizar el uso de secuencias heter6logas en anticuerpos
humanos, se han generado anticuerpos humanizados para varios antigenos en los
cuales sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha
sustituido en regiones por la secuencia correspondiente de una especie no
humana. Por ejemplo, se han sustituido residuos de roedor para los segmentos
correspondientes de un anticuerpo humano. En la practica, los anticuerpos
humanizados son generalmente anticuerpos humanos en los cuales algunos
residuos de la regién determinante de complementariedad (CDR) y posiblemente
algunos residuos de la region base (FR) se sustituyen por residuos de sitios
analogos de anticuerpos de roedor. Jones et al. (1986) Nature 321:522-525;
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Riechmann et al. (1988) Nafure 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science
239:1534-1536.

Antes de administrar un anticuerpo terapéutico a un humano, son deseables
por lo general estudios preclinicos en mamiferos no humanos para evaluar la
eficacia y/o la toxicidad del anticuerpo. De manera ideal, los anticuerpos sujetos a
estos estudios son capaces de reconocer y reaccionar con gran potencia frente a
un antigeno diana endégeno al animal hospedero tal un ratén o primate no
humano.

La tecnologia de exposicion en bacteriéfagos ha proporcionado una
poderosa herramienta para generar y seleccionar proteinas novedosas que se
unen a un ligando, tal como un antigeno. Usando la técnica de exposicién en
bacteriéfagos, pueden generarse grandes bibliotecas de variantes de proteina y
clasificarse rapidamente para aquellas secuencias que se unen a un antigeno
diana con alta afinidad. Acidos nucleicos que codifican polipéptidos de variante se
fusionan a una secuencia de acidos nucleicos que codifica un capside virico, tal
como la proteina del gen Il o la proteina del gen VIII. Se han desarrollado
sistemas de exposicion en bacteri6fagos monovalentes donde la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la proteina o polipéptido se fusiona a una secuencia
de acidos nucleicos que codifica una porcion de la proteina del gen lll. (Bass, S.
(1990) Proteins 8:309; Lowman and Wells (1991) Methods: A Companion to
Methods in Etizymology 3:205). En un sistema de exposicién en bacteriofagos
monovalentes, la fusion del gen se expresa a bajos niveles y se expresan
igualmente proteinas del gen Ill tipo natural de modo que se conserva la
infectividad de las particulas. Métodos de generar bibliotecas de péptidos e
identificar sistematicamente esas bibliotecas se han divulgado en muchas
patentes (por ejemplo, Patente de los Estados Unidos No. 5,723,286, Patente de
los Estados Unidos No. 5,432, 018, Patente de los Estados Unidos No. 5,580,717,
Patente de los Estados Unidos No. 5,427,908 y Patente de los Estados Unidos No.
5,498,530).

La demostracion de la expresion de péptidos en la superficie de
bacteriofagos filamentosos y la expresion de fragmentos de anticuerpos
funcionales en el periplasma de E. coli fue importante en el desarrollo de

bibliotecas de exposicién en bacteriéfagos de anticuerpos. (Smith et al. (1985)
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Science 228:1315; Skerra and Pluckthun (1988) Science 240:1038). Bibliotecas de
anticuerpos o polipéptidos de union a antigeno se han preparado en un niimero de
modos incluidos alterar un gen Unico insertando secuencias de ADN aleatorias o
clonar una familia de genes relacionados. Métodos de exponer anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno que utilizan exposicion en bacteriofagos se han
descrito en las Patentes de los Estados Unidos No. 5,750,373, 5,733,743,
9,837,242, 5,969,108, 6,172,197, 5,580,717, y 5,658,727. La biblioteca se detecta
sistematicamente entonces con respecto a la expresion de anticuerpos o proteinas

de unién a antigeno con caracteristicas deseadas.

La tecnologia de exposicion en bacteriéfagos posee varias ventajas sobre
los métodos de hibridoma convencionales y métodos recombinantes para preparar
anticuerpos con las caracteristicas deseadas. Esta tecnologia permite el
desarrollo de grandes bibliotecas de anticuerpos con diversas secuencias en
menos tiempo y si el empleo de animales. La preparacién de hibridomas o la
preparacion de anticuerpos humanizados pueden requerir faciimente varios meses
de preparacién. Adicionalmente, puesto que no se requiere inmunizacion,
bibliotecas de anticuerpos en bacteriéfagos pueden generarse para antigenos que
son toxicos o tienen baja antigenicidad (Hogenboom (1988) Immunotechniques
4:1-20).  Las bibliotecas de anticuerpos en bacteriéfagos pueden usarse

igualmente para generar e identificar anticuerpos terapéuticos novedosos.

Bibliotecas de exposicion en bacteriéfagos se han utilizado para generar
anticuerpos humanos de humanos inmunizados, no inmunizados, secuencias de
lineas germinativas, o repertorios Ig de linfocitos B virgenes (Barbas &
Burton(1996) Trends Biotech 14:230; Griffiths et al. (1994) EMBO J. 13:3245;
Vaughan et al. (1996) Nat Biotech. 14:309; Winter EP 0368 684 B 1). Bibliotecas
de uni6n a antigeno [de linfocitos B] virgenes, o no inmunitarios se han generado
usando una variedad de tejidos linfoides. Algunas de estas bibliotecas se
encuentran disponibles en el comercio, tales como las desarrolladas por
Cambridge Antibody Technology and Morphosys (Vaughan et al. (1996) Nature
Biotech 14:309; Knappik et al. (1999) J. Mol. Biol. 296:57). Sin embargo, muchas
de estas bibliotecas poseen una diversidad limitada.

La capacidad de identificar y aislar anticuerpos de alta afinidad de una

biblioteca de exposicién en bacteriéfagos es importante en aislar anticuerpos
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novedosos para empleo terapéutico. El aislamiento de anticuerpos de alta
afinidad de la biblioteca depende del tamafio de la biblioteca, la eficiencia de la
produccion en células bacterianas y la diversidad de la biblioteca. Véase, por
ejemplo, Knappik et al. (1999) J. Mol. Biol. 296:57. El tamafio de la biblioteca
disminuye por la ineficiencia de la produccién debida a un plegamiento inadecuado
del anticuerpo o proteina de unién a antigeno y la presencia de codones de
terminacion. La expresion en células bacterianas pueden inhibirse si el anticuerpo
o dominio de uni6n a antigeno no se pliega apropiadamente. La expresién puede
mejorarse mutando residuos por turnos en la superficie de la interfase
variable/constante, o en residuos CDR seleccionados. (Deng et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269:9533, Ulrich et al. (1995) PNAS, 92:11907-11911; Forsberg et al.
(1997) J. Biol. Chem 272:12430). La secuencia de la region base es un factor en
permitir el plegamiento apropiado cuando se producen bibliotecas de exposicién
en bacteriéfagos de anticuerpos en células bacterianas.

Generar una biblioteca diversa de anticuerpos o proteinas de union a
antigeno es también importante para el aislamiento de anticuerpos de alta
afinidad. Bibliotecas con diversificacion en CDRs limitadas se han generado en
una variedad de métodos. Véase, por ejemplo, Tomlinson (2000) Nature Biotech.
18:989-994. Las regiones CDR3 son de interés, en parte porque a menudo se
encuentra que participan en la unién a antigeno. Las regiones CDR3 en la cadena

pesada varian en gran medida en tamarfio, secuencia y conformacion estructural.

Otros han generado también diversidad aleatorizando regiones CDR de las
cadenés pesadas y ligeras variables usando todos los 20 aminoacidos en cada
posicion. Se consider6é que usar todos los 20 aminodacidos resultaria en una gran
diversidad de secuencias de anticuerpos de variante e incrementaria la posibilidad
de identificar anticuerpos novedosos. (Barbas (1994) PNAS 91:3809; Yelton, DE
(1995) J. Immunology 155:1994; Jackson, J.R. (1995) J. Immunology 154:3310
and Hawkins, RE (1992) J. Mol. Biology 226:889).

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invenciéon provee anticuerpos anti-NRP1 novedosos capaces
de modular por lo menos una actividad biologica mediada por neuropilina.

Preferiblemente, los anticuerpos anti-NRP1 son anticuerpos antagonistas capaces
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de inhibir por lo menos una actividad biolégica mediada por neuropilina. Mas
especificamente, la presente invenciéon provee métodos de generar anticuerpos
anti-NRP1 de una biblioteca de bacteriéfagos de anticuerpos sintéticos humanos
disefiados, y anticuerpos anti-NRP1 novedosos que bloquean la funcion,
generados de la misma. Los anticuerpos anti-NRP1 de la invencién caen dentro
de dos clases, dependiendo de donde se unen a NRP1: anticuerpos anti-NRP14
(incluidos YW64.3 y sus variantes) son aquellos que se unen a los dominios CUB
(a1a2) de NRP1; y anticuerpos anti-NRP1® (incluidos YW107.4 y sus variantes)

son aquellos que se unen a los dominios de los factores VAVIII de coagulacion
(b1b2) de NRP1.

En un aspecto, los anticuerpos anti-NRP1* de la invencion pueden
seleccionarse de los clones de anticuerpo "YW64" como se muestra en la Tabla
Ill, que tienen las secuencias CDR parciales identificadas y afinidades de unién a
NRP1s murinas y humanas. El anticuerpo anti-NRP1# de la invencion contiene
preferiblemente un dominio variable de cadena ligera que incluye las siguientes
secuencias de aminoacidos CDR: CDRL1 (RASQSISSYLA; SEQ ID NO:123),
CDRL2 (GASSRAS; SEQ ID NO:124) y CDRL3 (QQYMSVPIT; SEQ ID NO: 125).
Por ejemplo, el anticuerpo anti-NRP1” contiene una secuencia de dominio variable
de cadena ligera de SEQ ID NO:3. El anticuerpo anti-NRP1* de la invenci6n
contiene preferiblemente un dominio variable de cadena pesada que incluye las
siguientes secuencias de aminoacidos CDR: CDRH1 (GFSFSSEPIS; SEQ ID NO:
126), CDRH2 (SSITGKNGYTYYADSVKG; SEQ ID NO: 127) y CDRH3
(WGKKVYGMDV; SEQ ID NO: 128). Por ejemplo, el anticuerpo anti-NRP1A
contiene una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 4.
Mas preferiblemente, el anticuerpo anti-NRP1* de la invencion es el anticuerpo
YW64.3 que contiene una secuencia de dominio variable de cadena ligera de SEQ

ID NO: 3 y una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:
4.

En otro aspecto, los anticuerpos anti-NRP1® de la invencion pueden
seleccionarse de los clones del anticuerpo "YW107.4" como se muestra en la
Tabla 1V, que tienen secuencias CDR parciales identificadas y afinidades de union
a NRP1s murinas y humanas. El anticuerpo anti-NRP18 de la invencién contiene
preferiblemente un dominio variable de cadena ligera que incluye las siguientes

secuencias de aminoacidos CDR: CDRL1 (RASQYFSSYLA; SEQ ID NO: 129),
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CDRL2 (GASSRAS; SEQ ID NO: 130) y CDRL3 (QQYLGSPPT; SEQ ID NO: 131).
Por ejemplo, el anticuerpo anti-NRP1® contiene una secuencia de dominio variable
de cadena ligera de SEQ ID NO:5. El anticuerpo anti-NRP1® de la invencion
~contiene preferiblemente un dominio variable de cadena pesada que incluye las
siguientes secuencias de aminoacidos CDR: CDRH1 (GFTFSSYAMS; SEQ ID
NO: 132), CDRH2 (SQISPAGGYTNYADSVKG; SEQ ID NO: 133) y CDRH3
(ELPYYRMSKVMDV; SEQ ID NO: 134). Por ejemplo, el anticuerpo anti-NRP1B
contiene una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO:6.
Mas preferiblemente, el anticuerpo anti-NRP1® de la invencién es el anticuerpo
YW107.4.87 que contiene una secuencia de dominio variable de cadena ligera de

SEQ ID NO:5 y una secuencia de dominio variable de cadena pesada de SEQ ID
NO:6.

También contempla la presente invencion usos de anticuerpos anti-NRP1
para tratar trastornos asociados con angiogénesis tales como cancer. En una
incorporacion, los anticuerpos anti-NRP1 de la invencion se emplean en
cdmbinacic')n con un anticuerpo anti-VEGF. Preferiblemente, el anticuerpo anti-
VEGF es capaz de unirse al mismo epitopo VEGF que el anticuerpo A4.6.1. Mas
preferiblemente, el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab o ranibizumab.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 ilustra especificidades de unién de anticuerpos anti-NRP1. (1A)
Anticuerpos anti-NRP1 se unen especificamente a NRP1 humana y murina. Las
especificidades de union de los anticuerpos anti-NRP1 YW64.3 y YW107.4 IgGs
(10ug/ml) se evaluaron examinando la unién a pocillos recubiertos con hNRP1,
mNRP1, hNRP2, mNRP2, ErbB2-ECD, o BSA, e IgGs unidas se detectaron
mediante conjugados HRP IgG anti-humana. (1B) Analisis FACS de los
anticuerpos anti-NRP1 YW64.3 y YW107.4 IgGs que muestran capacidad de unién
de anticuerpo a la proteina NRP1 de superficie celular (HUVECS).

Figura 2 ilustra propiedades de unién del anticuerpo anti-NRP1 YW107.4 y
su vériante madurada por afinidad YW107.4.87 (anti- NRP1B). (2A) Analisis
cinético BlAcore de la variante YW107.4.87 madurada por afinidad. (2B) Analisis
FACS de YW107.4 y YW107.4.87 IgGs que muestran una unién mejorada a la
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superficie NRP1 de superficie celular (HUVECs) por la variante YW107.4.87
madurada por afinidad.

Figura 3 muestra las secuencias de region variable de YW 64.3 (anti-
NRP1%) y YW107.4.87 (anti-NRP15), con las secuencias de h4D5 listadas como
referencia. La numeracion se basa en la base de datos de Kabat. Las secuencias
CDR estan en la region encerrada en un casilla. (3A) Secuencias de region
variable de cadena ligera para h4D5 (SEQ ID NO: 1), YW 64.3 (SEQ ID NO:3) y
YW107.4.87 (SEQ ID NO:5). (3B) Secuencias de region variable de cadena

pesada para h4D5 (SEQ ID NO:2), YW 64.3 (SEQ ID NO:4) y YW107.4.87 (SEQ
ID NO:6).

Figura 4 describe el bloqueo de la unién de VEGFiss a NRP1 por
anticuerpos anti-NRP1.

Figura 5 describe la cuantificacion de los analisis del colapso DRG inducido
por Sema3A (5A) y el colapso del hipocampo inducido por Sema3F (5B). Se
muestra que anti-NRP1* bloquea especificamente el colapso del cono de
crecimiento inducido por Sema3A de neuronas DRG, pero no el colapso del cono
del crecimiento inducido por Sema3F de las neuronas del hipocampo.

Figura 6 ilustra que los anticuerpos anti-NRP1 son capaces de inhibir la
migracion y el brote de HUVEC inducidos por VEGF in vitro. (6A) Cuantificacién
del analisis de migracion, (n = 6 para cada condicién). *p = 0.00003; **p=9.9x10""";
Prueba f de Student. (6B) Cuantificacion del analisis de brotes en microesferas, n
= 12-14 microesferas por condicion.

Figura 7 ilustra los efectos inhibitorios in vivo del anticuerpo anti-NRP1
sobre la remodelacion vascular en el desarrollo de la retina del raton. (7A)
llustracion del desarrollo vascular desde el dia 5 pos-natal (P5) a P8. Los vasos
se extienden en un patron concéntrico hacia el borde de la retina. La cabeza del
nervio optico (ONH) se localiza en el centro de la retina; (7B) La remodelacion
vascular en proximidad del ONH tiene lugar entre P5 y P8; (7C) llustracion de la
formacion de brotes vasculares en capas mas profundas de la retina. Los vasos
proyectan brotes hacia la capa plexiforme exterior (OPL) y forman un plexus.
Brotes posteriores surgen entre las capas NFL y OPL, dando origen

eventuaimente a la capa plexiforme interior (IPL); (7D) Cuantificacion de la
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densidad vascular; conteo de pixeles totales de 12 imagenes representativas de 4
retinas tratadas de cada condicién. *p = 0.006; **p < 0.0001; prueba ¢t de Student:
(7E) Cuantificacién de la extension vascular, medida por la relacion de la distancia
de la ONH al borde de la vasculatura, sobre la distancia del ONH al borde de la

copa retiniana. Se tomaron 12 medidas representativas de 4 retinas tratadas.

Figura 8 describe los efectos de anticuerpos anti-NRP1 sobre la
permeabilidad vascular inducida por VEGF, proliferacion de HUVEC, fosforilacion
de VEGFR2 y senalizacion descendente de VEGFR2. (8A) Cuantificacion de
analisis de permeabilidad vascular de la piel de raton. Los valores mostrados
fueron el promedio de 6 experimentos independientes (p=0.69 para anti-NRP1%, y
p=0.989 para anti-NRP15); (8B) Cuantificacion de la proliferacion de HUVEC en la
presencia o ausencia de VEGF (n=5 para cada condicion); (8C) Fosforilacion
VEGFR2 en HUVECs detectada por analisis ELISA usando anticuerpos que
feconocieron VEGFR2 total o fosforilado por tirosina. El nivel de fosforilacién
VEGFR2 en células tratadas con anti-NRP1” no fue significativamente diferente
del grupo de control (p=0.133). *p=0.00017; prueba t de Student; (8D) Analisis de
inmunotransferencia de lisados HUVEC. Las células se trataron con los

anticuerpos indicados, seguidas por una incubacion con VEGF.

Figura 9 ilustra los efectos de la inhibicion del crecimiento del tumor por
anticuerpos anti-NRP1 (solo o en combinacion con anti-VEGF) en varios modelos
de tumor xenoinjerto. (9A-C) Gréficas del volumen medio del tumor de los modelos
de ‘tumores SK-MES-1, H1299 y Fo5, respectivamente. (9D) Grafico de Kaplan-
Meier para el modelo de tumor SK-MES-1.

Figura 10 muestra los efectos vasculares por anticuerpos anti-NRP1 (solos
o en combinacién con anti-VEGF) en un modelo de tumor Fo5. (10A) Densidad
vascular media (medida por perfusion de lectina); conteo de pixeles totales de 3-4
tumores tratados de cada condicion. (10B) Densidad media de pericitos (medida
por tincion/coloracion PDGFRB). (10C) Relacion vascular/pericitos que mide el
cubrimiento relativo de pericitos.

Figura 11 ilustra el efecto aditivo de las inhibiciones NRP1 y VEGF sobre Ia
remodelacion vascular. 11A presenta un modelo en el cual bloquear la funcién

NRP1 en vasos recién formados inhibe que los vasos experimenten remodelacién
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y la subsiguiente maduracién, haciendo los vasos dependientes de VEGF para la
supervivencia. 11B muestra las variaciones en la densidad vascular media en la

retina de ratones neonatos en la presencia de anti-NRP1B, anti-VEGF o Ia
combinacién de los mismos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones y a métodos novedosos
para modular actividades biol6gicas mediadas por NRP.

Definiciones

"Neuropilina" o NRP se refiere colectivamente a neuropilina-1 (NRP1),
neuropilina-2 (NRP2) y sus isoformas y variantes, como se describe en Rossignol
et al. (2000) Genomics 70:211-222. Las neuropilinas son receptores no tirosina
cinasa de 120 a 130 kDa. Existen multiples variantes de empalme NRP-1 y NRP-
2 e isoformas solubles. La estructura basica de las neuropilinas contiene cinco
dominios: tres dominios extracelulares (al1a2, b1b2 y ¢), un dominio
transmembrana, y un dominio citoplasmatico. El dominio a1a2 es homélogo a los
componentes de complemento C1ir y C1s (CUB), que generalmente contiene
cuatro residuos de cisteina que forman dos puentes disulfuro. El dominio b1b2 es
homologo a los factores V y VIII de coagulacién. La porcion central del dominio ¢
se designa como MAM debido a su homologia con la meprin, A5 y proteinas p de
fosfato de tirosina de receptor. Los dominios a1a2 y b1b2 son responsables de la
union a ligando, mientras que el dominio ¢ es critico para la homodimerizacién o

heterodimerizacién. Gu et al. (2002) J. Biol. Chem 277:18069-76: He and Tessier-
Lavigne (1997) Cell 90:739-51.

"Actividad biolégica mediada por neuropilina" se refiere en general a
episodios fisiologicos o patoldgicos en los cuales la neuropilina-1 y/o la
neuropilina-2 juegan un papel sustancial. Ejemplos no limitantes de tales

actividades son la orientacién de axones durante el desarrollo del sistema nervioso
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embrionario o la regeneracién neuronal, angiogénesis (incluida la modelacion

vascular), la tumorgénesis y la metéstasis de tumores.

El término "anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y, especificamente,
cubre anticuerpos monoclonales intactos (incluidos anticuerpos monoclonales de
lo‘ngitud total), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que exhiban la
actividad biol6gica deseada.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se emplea en esta solicitud, se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
hqmogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que componen la poblacién
son identicos, excepto por posibles mutaciones de ocurrencia natural, que puedan
estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son
altamente especificos, dirigiéndose contra un solo sitio antigénico. Mas aln, en
contraste con preparaciones convencionales de anticuerpo policlonal, que incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticuerpo monoclonal se dirige contra un solo determinante en el antigeno. El
calificativo "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una
poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no tiene que
interpretarse como que requiere la producciéon del anticuerpo por algun método
particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizarse de acuerdo con
la presente invencion pueden elaborarse por el método del hibridoma, descrito por
primera vez por Kohler et al. (1975) Nature, 256:495, o pueden elaborarse por
metodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos 4,816,567). Los "anticuerpos monoclonales" pueden aislarse también de
bibliotecas de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et
al. (1991) Nature, 352:624-628; Marks ef al. (1991) J. Mol. Biol., 222:581-597, por

ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales en esta solicitud incluyen especificamente
anticuerpos "quiméricos" (inmunoglobulinas), en los cuales una porcion de la
cadena pesada ylo ligera es idéntica con, u homologa a, secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular, o
pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpos, mientras que el resto de la

cadena(s) es idéntico con, u homélogo a, secuencias correspondientes en
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anticuerpos derivados de otra especie, o pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como fragmentos de tales anticuerpos, siempre que exhiban la
actividad biologica deseada (Patente de los Estados Unidos 4,816,567; y Morrison
et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855).

Formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos)
- son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor), en las cuales residuos de una
region hipervariable del receptor se reemplazan por residuos de una region
hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratén, rata,
conejo o primate no humano, que tienen la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. En algunos casos, residuos de la regién base (FR) de Ia
inmunoglobulina  humana se reemplazan por residuos no humanos
correspondientes. Mas aun, los anticuerpos humanizados pueden comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en anticuerpo donador.
Estas modificaciones se hacen para refinar atin mas el desempefio del anticuerpo.
En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la totalidad
de por lo menos uno y, tipicamente dos, dominios variables, en los cuales la
totalidad o sustancialmente todos los bucles hipervariable corresponden a los de
una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente todas las regiones FR
son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el
anticuerpo humanizado comprendera también por lo menos una porcién de una
region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Para mayores detalles, véase Jones et al. (1986) Nature, 321:522-525;
Riechmann et al. (1988) Natfure, 332:323-329; y Presta (1992) Curr. Op. Struct.
Biol., 2:593-596.

Un "anticuerpo dependiente de la especie" es uno que tiene una afinidad de
unién mas fuerte para un antigeno de una primera especie mamifera que la que
tiene para un homoélogo de ese antigeno de una segunda especie mamifera.
Normalmente, el anticuerpo dependiente de la especie "se une especificamente" a
un antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad de unién (Kg) de no mas
de alrededor de 1 x 107 M, preferiblemente no mas de airededor de 1 x 10° M Y,
muy preferiblemente, no mas de alrededor de 1 x 10° M), pero tiene una afinidad

de union para un homoélogo del antigeno de una segunda especie mamifera no
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humana que es por lo menos de alrededor de 50 veces, o por lo menos de
alrededor de 500 veces, o por lo menos de alrededor de 1000 veces, mas débil
que su afinidad de union para el antigeno humano. El anticuerpo dependiente de
la especie puede ser cualquiera de los varios tipos de anticuerpos definidos

anteriormente, pero preferiblemente es un anticuerpo humanizado o humano.

Tal como se emplea aqui, "mutante de anticuerpo” o '"variante de
anticuerpo” se refiere a una variante de secuencia de aminoacidos del anticuerpo
dependiente de la especie en donde uno o mas de los residuos de aminoacidos
del anticuerpo dependiente de la especie se han modificado. Tales mutantes
necesariamente tienen menos del 100% de identidad de secuencia o similitud con
el anticuerpo dependiente de la especie. En una incorporacién preferida, el
mutante de anticuerpo tendra una secuencia de aminoacidos con por lo menos
75% identidad de secuencia de aminoacidos o similitud con la secuencia de
aminoacidos de cualquiera del dominio variable de cadena pesada o cadena ligera
del anticuerpo dependiente de la especie, mas preferiblemente por lo menos 80%,
mas preferiblemente por lo menos 85%, mas preferiblemente por lo menos 90% v,
muy preferiblemente, por lo menos 95%. La identidad o similitud con respecto a
esta secuencia se define aqui como el porcentaje de residuos de aminoacidos en
la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) o similares
(es decir, residuo se aminoacidos del mismo grupo basado en propiedades
comunes de cadena lateral, véase a continuacion) con los residuos del anticuerpo
dependiente de la especie, luego de alinear las secuencias e introducir vacios, si
s necesario, para obtener la maxima identidad de secuencia porcentual. Ninguna
de las extensiones, eliminaciones o inserciones N-terminales, C-terminales, o
internas en la secuencia del anticuerpo fuera del dominio variable se interpretaran
como afectando la identidad de o similitud de secuencia.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o
recuperado de un componente de su entorno natural Componentes
contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian los usos
diagnosticos o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas, y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En incorporaciones
preferidas, el anticuerpo se purificard (1) a mas del 95% en peso del anticuerpo
segun se determine por el método de Lowry y, muy preferiblemente, mas del 99%

en peso, (2) a un grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de
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secuencia de aminoacidos interna o N-terminal mediante el uso de un
secuenciador de vaso, o (3) a homogeneidad por SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras o no reductoras usando azul Coomassie o, preferiblemente, tintura de
plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ en células recombinantes,
puesto que por lo menos un componente del entorno natural del anticuerpo no
estara presente. Por lo regular, sin embargo, el antagonista aislado se preparara
por un paso de purificaciéon, como minimo.

Tal como se emplea aqui, "dominio variable de anticuerpo” se refiere a las
porciones de las cadenas pesada y ligera de moléculas de anticuerpo que incluyen
secuencias de aminoacidos de Regiones Determinantes de Complementariedad
(CDRs; es decir, CDR1, CDR2, y CDR3), Y Regiones Base (FRs). Vjy se refiere al
dominio variable de la cadena pesada. V. se refiere al dominio variable de Ia
cadena ligera. De acuerdo con los métodos empleados en esta invencion, las
posiciones de aminoacidos asignadas a CDRs y FRs pueden definirse de acuerdo
con Kabat (Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of
Health, Bethesda, Md., 1987 and 1991)). La numeracion de aminoacidos de

anticuerpos o fragmentos de union a antigeno es también de acuerdo con la de
Kabat.

Tal como se emplea aqui, el término "Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDRs; es decir, CDR1, CDR2, y CDR3) se refiere a los
residuos de aminoacidos de un dominio variable de anticuerpo cuya presencia es
necesaria para la unién a antigeno. Generalmente cada dominio variable tiene
tres regiones CDR identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada region
determinante de complementariedad puede contener residuos de aminoacidos de
una "region determinante de complementariedad" como se define por Kabat (por
ejemplo, aproximadamente en los residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en
el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un "bucle hipervariable" (por
ejemplo, aproximadamente en los residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en
el dominio variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-

917). En algunos casos, una region determinante de complementariedad puede
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incluir aminodacidos tanto de una region CDR, definida de acuerdo con Kabat,
como un bucle hipervariable. Por ejemplo, la CDRH1 de la cadena pesada del
anticuerpo 4D5 incluye los aminoacidos 26 a 35.

"Regiones base" (en lo sucesivo FR) son aquellos residuos de dominio
variable distintos de los residuos CDR. Generalmente cada dominio variable tiene
cuatro FRs identificadas como FR1, FR2, FR3 y FR4. Silas CDRs se definen de
acuerdo con Kabat, los residuos FR de cadena ligera se ubican aproximadamente
en los residuos 1-23 (LCFR1), 35-49 (LCFR2), 57-88 (LCFR3), y 98-107 (LCFR4)
y los residuos FR de cadena pesada se ubican en alrededor de los residuos 1-30
(HCFR1), 36-49 (HCFR2), 66-94 (HCFR3), y 103-113 (HCFRA4) en los residuos de
cadena pesada. Si las CDRs contienen residuos de aminoacidos de bucles
hipervariables, los residuos FR de cadena ligera se ubican aproximadamente en
los residuos 1-25 (LCFR1), 33-49 (LCFR2), 53-90 (LCFR3), y 97-107 (LCFR4) en
los residuos FR de cadena ligera y la cadena pesada se ubican aproximadamente
en los residuos 1-25 (HCFR1), 33-52 (HCFR2), 56-95 (HCFR3), y 102-113
(HCFR4) en los residuos de cadena pesada. En algunos casos, cuando la CDR
contiene aminoacidos de ambos, una CDR como se define por Kabat aquellos de
un bucle hipervariable, los residuos FR se ajustaran en consecuencia. Por
ejemplo, cuando CDRH1 incluye los aminoacidos H26-H35, los residuos FR1 de
cadena pesada se encuentran en las posiciones 1-25 y los residuos FR2 se

encuentran en las posiciones 36-49.

Tal como se emplea aqui, "conjunto de codones" se refiere a un conjunto de
diferentes secuencias de tripletes de nucledtidos usadas para codificar
aminoacidos de variante deseada. Un conjunto de oligonucleétidos puede
sintetizarse, por ejemplo, mediante sintesis de fase sélida, incluidas secuencias
que representan todas las combinaciones posibles de tripletes de nucleétidos
provistos por conjunto de codones y que codificaran el grupo deseado de
aminoacidos. Una forma estandar de designacion de codones es la del cédigo
IUB, que se conoce en el arte y se describe aqui. Generalmente un conjunto de
codones se representa por 3 letras mayusculas en cursiva, por ejemplo NNX,
NNS, XYZ, DVK y similares. Un "conjunto de codones no aleatorio”, tal como se
emplea aqui, se refiere en consecuencia a un conjunto de codones que codifica
aminoacidos seleccionados que satisfacen parcialmente, preferiblemente
completamente, los criterios para la seleccion de aminoacidos como se describe

en esta solicitud. La sintesis de oligonucledtidos con "degeneracién" de
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nucleotidos selecéionados en ciertas posiciones es bien conocida en el arte, por
ejemplo el método TRIM (Knappek et al. (1999) J. Mol. Biol. 296:57-86); Garrard &
Henner (1993) Gene 128: 103). Tales conjuntos de oligonucleétidos que tienen
ciertos conjuntos de codones pueden sintetizarse usando sintetizadores
comerciales de acidos nucleicos (disponibles, por ejemplo, de Applied Biosystems,
Foster City, CA), o pueden obtenerse en el comercio (por ejemplo, de Life
Technologies, Rockville, MD). Por lo tanto, un conjunto de oligonucleétidos
sintetizados con un conjunto particular de codones incluira tipicamente una
pluralidad de oligonucleétidos con diferentes secuencias, establecidas las
diferencias por el conjunto de codones dentro de la secuencia total. Los
oligonucledtidos, como se emplean de acuerdo con la invencion, tienen
secuencias que permiten la hibridacion a un molde de acidos nucleicos de dominio
variable y ademas pueden, mas no necesariamente, incluir sitios de enzima de

restriccion utiles para, por ejemplo, propositos de clonacion.

Un fragmento "Fv" es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio
completo de reconocimiento de antigeno y union a antigeno. Esta regién consta
de un dimero de un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de
cadena ligera, en estrecha asociacion, que puede ser covalente en naturaleza, por
ejemplo en scFv. Es en esta configuracién que las tres CDRs de cada dominio
variable interactian para definir un sitio de union a antigeno en la superficie del
dimero Vu-VL. Colectivamente, las seis CDRs o un subconjunto de ellas confieren
especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. No obstante, incluso un dominio
variable Unico (o la mitad de un Fv que comprende Unicamente tres CDRs
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unir antigeno, si

bien con una afinidad mas baja que todo el sitio de unién.

El fragmento "Fab" contiene un dominio variable y constante de la cadena
ligera y un dominio variable y el primer dominio constante (CH1) de la cadena
pesada. Los fragmentos de anticuerpo F(ab'), comprenden un par de fragmentos
Fab que por lo general se enlazan covalentemente cerca de sus términos carboxi
por cisteinas de union flexible entre ellos. En el arte se conocen asimismo otros

acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena Unica" o "scFVv" comprenden los

dominios Vy V. del anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una
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cadena Unica de polipéptidos. Generalmente, el polipéptido Fv puede comprender
ademas un enlazador de polipéptido entre los dominios Vy y V|, que permite que
el scFv forme la estructura deseada para union a antigeno. Para una resefia de
scFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere a pequerios fragmentos de anticuerpo con
dos sitios de union de antigeno, los cuales fragmentos comprenden un dominio
variable de cadena pesada (V) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(V1) en la misma cadena polipeptidica (V4 — V(). Usando un conector que es
demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la
misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y a crear dos sitios de unién de antigeno. Los
diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo, EP 404,097; WO
93/11161; y Hollinger et. al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448.

La expresion "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descritos en
Zapata et al. (1995 Protein Eng, 8(10): 1057-1062). En sintesis, estos anticuerpos
comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vu-Cu1-Vu-Cu1) los cuales,
junto con polipéptidos complementarios de cadena ligera, forman un par de

regiones de union a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser bi-especificos
0 mono-especificos.

Tal como se emplea aqui, "biblioteca" se refiere a una pluralidad de
secuencias de anticuerpo o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, polipéptidos
de la invencién), o los acidos nucleicos que codifican estas secuencias, siendo
diferentes las secuencias en la combinacién de aminoacidos de variante que se

introducen en estas secuencias de acuerdo con los métodos de la invencion.

"Exposicion en bacteriéfagos" es una técnica mediante la cual polipéptidos
de variante se exponen como proteinas de fusién a por lo menos una porcion del
capside en la superficie de particulas del bacteridfago, por ejemplo, un
bacteriofago filamentoso. Una ventaja de la exposicién en bacteriéfagos radica en
el hecho de que grandes bibliotecas de variantes de proteinas aleatorizadas
pueden clasificarse rapida y eficientemente para aquellas secuencias que se unen

a un antigeno diana con alta afinidad. La exposicién de bibliotecas de péptidos y
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proteinas en bacteriéfagos se ha utilizado para detectar selectivamente millones
de polipéptidos con propiedades especificas de unién. Métodos de exposicion en
bacteriéfagos polivalentes se han usado para desplegar péptidos aleatorios
pequefios y proteinas pequefias mediante fusiones al gen lil o al gen VIII de un
bacteriéfago filamentoso. Wells and Lowman (1992) Curr. Opin. Struct. Biol.
3:355-362, y las referencias citadas alli. En una exposicion de bacteriéfagos
monovalentes, una biblioteca de proteinas o péptidos se fusiona a un gen Il o una
porcidn del mismo, y se expresa en bajos niveles en la presencia de la proteina
del gen Il de tipo natural, de modo que particulas del bacteriéfago despliegan una
copia o ninguna de las proteinas de fusién. Los efectos de avidez se reducen en
relacién con el bacteriofago polivalente, de modo que la clasificacion se hace
sobre la base de afinidad intrinseca a ligando, y se empelan vectores de fagémido,
que simplifican las manipulaciones de ADN. Lowman and Wells (1991) Methods: A

companion to Methods in Enzymology 3:205-0216.

Un "fagémido" es un vector plasmidico con un origen bacteriano de
replicacién, por ejemplo, Co1E1, y una copia de una regién intergénica de un
bacteriéfago. El fagémido puede utilizarse en cualquier bacteriéfago conocido,
incluidos un bacteriéfago filamentoso y un bacteriéfago lambdoide. Generalmente,
el plasmido contendrd ademas un marcador seleccionable para resistencia
antibidtica. Segmentos de ADN clonados en estos vectores pueden propagarse
como plasmidos. Cuando las células que alojan estos vectores se proveen con
todos los genes necesarios para la produccion de particulas de bacteriéfago, el
modo de replicacion del plasmido cambia a una replicaciéon por circulo rodante
para generar copias de una hebra del ADN del plasmido y particulas de
bacteriéfago empaquetadas. El fagémido puede formar particulas de bacteriéfago
infecciosas o no infecciosas. Este término incluye fagémidos que contienen un
gen de capside de bacteriéfago o fragmento del mismo enlazado a un gen de un
polipeptido heterélogo como gen de fusion, de modo que el polipéptido heterdlogo
se despliega en la superficie de la particula de bacteridfago.

El término "vector de bacteriéfago" significa una forma replicativa
bicatenaria de un bacteriéfago que contiene un gen heterdlogo y capaz de
replicacion. El vector de bacteriéfago tiene un origen de replicacion que permite la
replicacién del bacteriéfago y la formacion de particulas de bacteriéfago. El

bacteriéfago es preferiblemente un bacteribfago filamentoso, tal como un
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bacteriéfago M13, f1, fd, Pf3 o un derivado del mismo, o un bacteriéfago
lambdoide, tal como lambda, 21, phi80, phi81, 82, 424, 434, etc., o un derivado del
mismo.

Tal como se emplea aqui, "posicion accesible a disolvente” se refiere a una
posicion de un residuo de aminoacidos en las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras de un anticuerpo fuente o fragmento de unién a antigeno que se
determina, basandose en la estructura, ensamble de estructuras y/o estructura
modelada del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, como potencialmente
disponible para acceso a disolvente y/o contacto con una molécula, tal como un
antigeno especifico de anticuerpo. Estas posiciones se encuentran generalmente
en las CDRs y en el exterior de la proteina. Las posiciones accesibles a
disolvente de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, como se define en
esta solicitud, pueden determinarse usando un niimero de algoritmos conocidos
en el arte. Preferiblemente, posiciones accesibles a disolvente se determinan
usando coordenadas de un modelo tridimensional de un anticuerpo,
preferiblemente empleando un programa de computador tal como el programa
Insightll (Accelrys, San Diego, CA). Las posiciones accesibles a disolvente
pueden determinarse asimismo usando algoritmos conocidos en el arte (por
ejemplo, Lee and Richards (1971) J. Mol. Biol. 55, 379 and Connolly (1983) J.
Appl. Cryst. 16, 548). La determinacion de posiciones accesibles a disolvente
puede llevarse a cabo usando software apropiado para modelamiento de proteinas
e informacion estructural tridimensional obtenida de un anticuerpo. Software que
puede utilizarse para estos propésitos incluye SYBYL Biopolymer Module software
(Tripos Associates). General y preferiblemente, donde un algoritmo (programa)
requiere un parametro de tamario de entrada por el usuario, el "tamaro" de una
sonda que se emplea en el calculo se fija en aproximadamente en un radio de 1.4
Angstrom o menos. Adicionalmente, la determinacién de regiones accesibles a
disolvente y métodos de area que usan software para computadores personales
se ha descrito por Pacios (1994) Comput. Chem. 18(4): 377-386.

Un "“factor o agente angiogénico" es un factor de crecimiento que estimula
el desarrollo de vasos sanguineos, por ejemplo, promueve la angiogénesis, el
crecimiento de células endoteliales, la estabilidad de los vasos sanguineos, y/o la
vasculogenesis, etc. Por ejemplo, los factores angiogénicos incluyen, sin

limitacién, por ejemplo, el VEGF y miembros de la familia VEGF, PIGF, la familia
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PDGF, la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), ligandos TIE
(angiopoyetinas), efrinas, Del-1, factores de crecimiento de fibroblastos: acido
(aFGF) y basico (bFGF), folistatina, factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)/factor de dispersion (SF),
Interleucina-8 (IL-8), Leptina, Midkine, neuropilinas, factor de crecimiento
placentario, factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas
(PD-ECGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas, especialmente PDGF-
BB o PDGFR-beta, Pleiotrofina (PTN), Progranulina, Proliferina, factor-a de
crecimiento transformante (TGF-alpha), factor-B de crecimiento transformante
(TGF-beta), factor-a de necrosis tumoral (TNF-alpha), etc. Incluiria igualmente
factores que aceleran la curacién de heridas, tales como la somatotropina, factor-
de crecimiento insulinoide (IGF-T), VIGF, factor de crecimiento epidérmico (EGF),
CTGF y miembros de su familia, y TGF-alpha y TGF- beta. Véase, por ejemplo,
Klagsbrun and D' Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39; Streit and Detmar
(2003) Oncogene 22:3172-3179; Ferrara & Alitalo (1999) Nature Medicine 5(12):
1359-1364; Tonini et al. (2003) Oncogene 22:6549-6556 (e.g., Table 1 listing
known angiogenic factors); and, Sato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206.

Un "agente anti-angiogénesis” o "inhibidor de angiogénesis" se refiere a una
sustancia de peso molecular pequefio, un polinucleétido, un polipéptido, una
proteina aislada, una proteina recombinante, un anticuerpo, o conjugados o
proteinas de fusion de los mismos, que inhibe la angiogénesis, vasculogénesis, o
 permeabilidad vascular indeseable, bien directa o bien indirectamente. Debe
- entenderse que el agente anti-angiogénesis incluye aquellos agentes que unen y
bloquean la actividad angiogénica del factor angiogénico o su receptor. Por
ejemplo, un agente anti-angiogénesis es un anticuerpo u otro antagonista frente a
un agente angiogénico como se describe anteriormente, por ejemplo, anticuerpos
frente a VEGF-A o frente al receptor VEGF-A (por ejemplo, el receptor KDR o el
receptor Fit-1), inhibidores anti-PDGFR tales como Gleevec™ (Imatinib Mesylate).
 Los agentes anti-angiogénesis incluyen asimismo inhibidores angiogénicos
naturales, por ejemplo, angiostatina, endostatina, etc. Véase, por ejemplo,
Klagsbrun and D'Amore (1991) Annu. Rev. Physiol. 53:217-39; Streit and Detmar
(2003) Oncogene 22:3172-3179 (e.g., Table 3 listing anti-angiogenic therapy in
malignant melanoma); Ferrara & Alitalo (1999) Nature Medicine 5(12): 1359-1364;

Tonini et al. (2003) Oncogene 22:6549-6556 (e.g., Table 2 listing known
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antiangiogenic factors); and, Sato (2003) Int. J. Clin. Oncol. 8:200-206 (e.g., Table
1 listing anti- angiogenic agents used in clinical trials).

El término "VEGF" o "VEGF-A", tal como se emplea aqui, se refiere al factor
de crecimiento celular endotelial vascular humano de 165-aminoacidos y a los
factores de crecimiento celular endotelial vascular humanos relacionados de 1 21,
189, y 206 aminoéacidos, como se describe por Leung et al. (1989) Science
246:1306, and Houck et al. (1991) Mol. Endocrin, 5:1806, junto con sus formas
alélicas de ocurrencia natural y procesadas. El término "VEGF" se refiere en igual
forma VEGFs de especie no humana tal como ratén, rata o primate. A veces el
VEGF de una especie especifica se indica por términos tales como hVEGF para
VEGF humano, mVEGF para VEGF murino, etc. El término "VEGF" se emplea
también para referirse a formas trucadas del polipéptido que contiene los
aminoacidos 8 a 109 6 1 a 109 del factor de crecimiento celular endotelial vascular
humano de 165 aminoacido. La referencia a cualquiera de tales formas de VEGF
puede identificarse en la presente solicitud, por ejemplo, por "VEGF (8-109),"
"VEGF (1-109)" o "VEGFss." Las posiciones de aminoacidos para un VEGF
natural "truncado"” se numeran como se indica en la secuencia VEGF natural. Por
ejemplo, la posiciéon de aminoacido 17 (metionina) en el VEGF natural truncado es
también la posicion 17 (metionina) en el VEGF natural. ElI VEGF natural truncado

tiene afinidad de union para los receptores KDR y Flt-1 comparable al VEGF
natural.

Un "anticuerpo anti-VEGF" es un anticuerpo que se une a VEGF con
afinidad y especificidad suficientes. Preferiblemente, el anticuerpo anti-VEGF de
la invencion puede usarse como un agente terapéutico en seleccionar como diana
e interferir enfermedades o afecciones en donde se encuentra implicada la
actividad VEGF. Un anticuerpo anti-VEGF habitualmente no se unird a otros
homoélogos VEGF tales como VEGF-B o VEGF-C, ni a otros factores de
crecimiento tales como PIGF, PDGF o bFGF. Un anticuerpo anti-VEGF preferido
es un anticuerpo monoclonal que se une al mismo epitopo como el anticuerpo
anti-VEGF monoclonal A4.6.1 producido por el hibridoma ATCC HB 10709. Mas
preferiblemente el anticuerpo anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF
humanizado recombinante, generado de acuerdo con Presta et al. (1997) Cancer

Res. 57:4593-4599, incluido pero no limitado al anticuerpo conocido como

bevacizumab (BV; Avastin™).
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El anticuerpo anti-VEGF "Bevacizumab (BV)", también conocido como
"rhuMAb VEGF" o "Avastin®, es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF humanizado
recombinante, generado de acuerdo con Presta et al. (1997) cancer Res. 57.4593-
4599. Comprende las regiones base de IgG1 humana mutada y las regiones
determinantes de complementariedad de unién a antigeno del anticuerpo
monoclonal anti-hVEGF murino A.4.6.1 que bloquea la unién de VEGF humano a
sus receptores. Aproximadamente 93% de la secuencia de aminoacidos de
Bevacizumab, incluida la mayoria de las regiones base, se deriva de la IgG1
humana, y aproximadamente 7% de la secuencia se deriva del anticuerpo murino
A4.6.1. El Bevacizumab tiene una masa molecular de alrededor de 149.000
daltons y es glucosilado.

Un "antagonista VEGF" se refiere a una molécula capaz de neutralizar,
bloquear, inhibir, invalidar, reducir o interferir las actividades VEGF, incluidas su
union a uno o mas receptores VEGF. Los antagonistas VEGF incluyen
anticuerpos anti-VEGF y sus fragmentos de unién a antigeno, moléculas de
receptor y derivados que se unen especificamente a VEGF secuestrando en esa
forma su unién a uno o mas, anticuerpos de receptor anti-VEGF y antagonistas de
receptor VEGF tales como inhibidores de molécula pequefia de las tirosina
cinasas VEGFR.

"Tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas
profilacticas o preventivas. Las personas necesitadas de tratamiento incluyen
aquellas que ya sufren del trastorno, asi como aquellas en las cuales tiene que
prevenirse el trastorno.

Un "trastorno" es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con
el anticuerpo. Por ejemplo, mamiferos que sufren o necesitan profilaxis contra
angiogénesis anormal (angiogénesis excesiva, inapropiada o incontrolada) o
permeabilidad vascular. Incluye trastornos cronicos y agudos o enfermedades,
incluidas aquellas condiciones patolégicas que predisponen al mamifero al
trastorno en cuestion. Ejemplos no limitantes de trastornos que pueden tratarse
en esta solicitud incluyen tumores benignos y malignos; leucemia y neoplasias

malignas linfoides; trastornos neuronales, gliales, astrociticos, hipotalamicos y
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otros trastornos glandulares, macrofagicos, epiteliales, estromales y blastocélicos;
y trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunolégicos.

La angiogénesis anormal ocurre cuando nuevos vasos sanguineos crecen
en forma excesiva, insuficiente o inapropiada (por ejemplo, siendo indeseables la
ubicacion, momento o iniciacion de la angiogénesis desde un punto de vista
meédico) en un estado patoldgico o tal que ocasione un estado patologico. La
agiogénesis excesiva, inapropiada o incontrolada ocurre cuando hay un
crecimiento de nuevos vasos sanguineos que contribuye a empeorar el estado
patolégico o causa el estado patoldgico, tal como en cancer, especialmente
tumores solidos vascularizados y tumores metastasicos (incluido cancer de colon,
cancer de pulmén (especialmente cancer pulmonar microcitico), o cancer de
prostata), enfermedades causadas por neovascularizacion ocular, especialmente
ceguera diabetica, retinopatias, retinopatia primariamente diabética o
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD), psoriasis, artritis psoriatica,
hemangioblastoma tal como hemangioma; enfermedades renales inflamatorias,
tales como glomerulonefritis, especialmente glomerulonefritis
mesangioproliferativa, sindrome urémico hemolitico, nefropatia diabética o
nefrosclerosis hipertensora; varias enfermedades inflamatorias, tales como artritis,
especialmente artritis reumatoide, sindrome del intestino irritable, psoriasis,
sarcoidosis, érteriosclerosis arterial y enfermedades que ocurren a raiz de
transplantes, endometriosis o asma cronica y mas de 70 otras afecciones. Los
nuevos vasos’sanguineos pueden alimentar los tejidos enfermos, destruir los
tejidos normales y, en el caso de cancer, los nuevos vasos pueden permitir a las
células neoplasicas escapar en la circulacién y alojarse en otros organos
(metastasis del tumor). La angiogénesis insuficiente ocurre cuando hay un
crecimiento inadecuado de vasos sanguineos, que contribuye a empeorar un
estado patoldgico, por ejemplo, en enfermedades tales como arteriopatia
coronaria, apoplejia y cicatrizaciéon retardada de heridas. Ademas, diceras,
apoplejias e infartos del miocardio pueden resultar de la ausencia de angiogénesis
que se requiere normalmente para la cicatrizacion natural. La presente invencion
contempla tratar estos pacientes que se encuentran en riesgo de desarrollar las

afecciones ya mencionadas.

Otros pacientes que son candidatos para recibir los anticuerpos o

polipéptidos de esta invencion tienen, o estdn en riesgo de desarrollar,
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proliferacion anormal de tejido fibrovascular, acne rosacea, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, oclusion arterial, queratitis atdpica, Ulceras
bacterianas, enfermedad de Bechet, tumores transmitidos por la sangre,
enfermedad obstructiva de las carétidas, neovascularizacion coroidea, inflamacion
cronica, desprendimiento retiniano crénico, uveitis cronica, vitritis crénica,
desgaste excesivo por lentes de contacto, rechazo de injerto corneal,
neovascularizacidn corneal, neovascularizacion de injerto corneal, enfermedad de
Crohn, enfermedad de Eales, queratoconjuntivitis epidémica, Uliceras flngicas,
infecciones por Herpes simplex, infecciones por Herpes zoster, sindromes de
hiperviscosidad, sarcoma de Kaposi, leucemia, degeneracion de lipidos,
enfermedad de Lyme, queratdlisis marginal, tlcera de Mooren, infecciones por
micobacterias distintas de lepra, miopia, enfermedad neovascular ocular, fosetas
de los nervios Opticos, sindrome de Osier-Weber (Osler-Weber-Rendu,
osteoartritis, enfermedad de Paget, pars planitis, penfigoide, flictenulosis,
poliarteritis, = complicaciones  pos-laser, infecciones por protozoarios,
pseudoxanthoma elasticum, queratitis seca del pterigio, queratotomia radial,
neovascularizacion  retiniana, retinopatia del prematuro, fibroplasias
retrolenticulares, sarcoideo, escleritis, anemia drepanocitica, sindrome de Sjégren,
tumores soélidos, enfermedad de Stargart, enfermedad de Steven Johnson,
queratitis limbica superior, sifilis, lupus sistémico, degeneracién marginal de
Terrien, toxoplasmosis, trauma, tumores de sarcoma de Ewing, tumores de
neuroblastoma, tumores de osteosarcoma, tumores de retinoblastoma, tumores de
rabdomiosarcoma, colitis ulcerosa, oclusion de las venas, deficiencia de vitamina
A y sarcoidosis de Wegener, angiogénesis indeseada asociada con diabetes,
enfermedades parasitarias, cicatrizacion anormal de heridas, hipertrofia a raiz de
cirugia, lesibn o trauma, inhibicién del crecimiento capilar, inhibicion de la
ovulacion y formacion del corpus luteum, inhibicién de implantes e inhibicion de

desarrollo del embrion en el utero.

Las terapias anti-angiogénesis son Utiles en el tratamiento general del
rechazo de injerto, inflamacién pulmonar, sindrome nefrético, preeclampsia,
efusién pericardial, tal como la asociada con pericarditis, y efusion pleural,
enfermedades y trastornos caracterizados por permeabilidad vascular indeseable,
por ejemplo, edema asociado con tumores cerebrales, ascitis asociada con
neoplasias malignas, sindrome de Meigs, inflamacion pulmonar, sindrome

nefrético, efusion pericardial, efusién pleural, permeabilidad asociada con
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enfermedades cardiovasculares tales como la afeccién a raiz de infartos del

miocardio y apoplejias y similares.

Ofras enfermedades dependientes de angiogénesis de acuerdo con esta
invencion incluyen angiofibroma (sangre anormal de los vasos que son propensos
a hemorragia), glaucoma neovascular (crecimiento de vasos sanguineos en el
0j0), ma“lformaciones arteriovenosas (comunicacién anormal entre arterias y
venas), fracturas de no union (fractura que no curan), placas ateroscleréticas
(endurecimiento de las arterias), granuloma piégeno (piel comun compuesta de
vasos sanguineos), escleroderma (una forma de enfermedad de tejido conectivo),
hemangioma (tumor compuesto de vasos sanguineos), tracoma (causa principal
de ceguera en el tercer mundo), articulaciones hemofilicas, adhesiones vasculares

y cicatrices hipertroficas (formacién anormal de heridas).

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a, o describen, la condicién
fisiolégica en mamiferos, que se caracteriza tipicamente por un crecimiento celular
incontrolado. Ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares de tales
neoplasias malignas incluyen carcinoma epidermoide ("squamous cell cancer"),
cancer de pulmoén (incluidos cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén
amicrocitico, adenocarcinoma del pulmoén y carcinoma epidermoide del pulmoén),
cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o del estémago
(incluido céancer gastrointestinal), cancer pancreatico, glioblastoma, cancer
cervical, cancer de ovarios, cancer del higado, cancer de la vejiga, hepatoma,
cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer del endometrio o
carcinoma uterino, carcinoma de glandula salival, cancer de rifién o renal, cancer
de higado, cancer de prostata, cancer de la vulva, cancer de la tiroides, carcinoma
hepatico, y varios tipos de cancer de cabeza y cuello, asi como linfoma de
linfocitos B (incluido linfoma no hodgkiniano (NHL) folicular/grado bajo: NHL
linfocitico pequefio (SL); NHL folicular/grado intermedio; NHL difuso grado
intermedio; NHL inmunoblastico grado alto; NHL linfoblastico grado alto; NHL de
células pequefias no hendidas grado alto; NHL de alta masa nodal; linfoma de
celulas del manto; linfoma relacionado con SIDA; y macroglobulinemia de
Waldenstrom); leucemia linfocitica cronica (CLL); leucemia linfoblastica aguda
(ALL); tricoleucemia; leucemia mieloblastica crénica; y trastorno linfoproliferativo

pos-transplante (PTLD), asi como proliferacién vascular anormal asociada con
29

({



facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales), y sindrome de
Meigs.

El término "composicion anti-neoplasica” se refiere a una composicién Gtil
en tratar cancer, la cual contiene por lo menos un agente terapéutico activo, por
ejemplo, un "agente anti-neoplasico." Ejemplos de agentes terapéuticos (agentes
anti-neoplasicos) incluyen, sin limitacién, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos,
agentes inhibitorios del crecimiento, agentes citotdxicos, agentes utilizados en
terapia de radiacion, agentes anti-angiogénesis, agentes apoptéticos, agentes
anti-tubulina, y otros agentes para tratar cancer, tales como anticuerpos anti-HER-
2, anticuerpos anti-CD20, un antagonista de receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (por ejemplo, un inhibidor de tirosina cinasa), un inhibidor
HER1/EGFR (por ejemplo, erlotinib (Tarceva™), inhibidores del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (por ejemplo, Gleevec™ (Imatinib Mesilato)), un
inhibidor COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferones, citocinas, antagonistas (por
ejemplb, anticuerpos neutralizantes) que se unen a uno o mas de las siguientes
dianas‘receptor(es) ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BlyS, APRIL, BCMA o
VEGF, TRAIL/Apo2, y otros agentes quimicos bioactivos y organicos, etc. Las
combinaciones de los mismos se incluyen también en la invencion.

El término "agente citotoxico", tal como se usa en esta solicitud, se refiere a
una sustancia que inhibe o previene la funcion de las células y/o causa
destruccion de las células. El término tiene como finalidad incluir isétopos
radioactivos (por ejemplo, 1", 1'%, Y% Re'®) agentes quimioterapéuticos, y
toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano, flingico, vegetal o animal, o sus fragmentos.

Un "agente quimioterapéutico" es un compuesto quimico util en el
tratamiento de cancer. Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN® ciclosfosfamida; alquilsulfonatos tales
como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa,
carbocuona, meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluidas
altretamina, ftrietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietlentiofosforamida y
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); una
camptotecina (incluido el analogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-
1065 (incluidos sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina);
criptoficinas  (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina;

duocarmicina (incluidos los andlogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1);
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eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas
nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina, melfalan,
novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo:
nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina, y ranimnustina; antibidticos tales como los antibidticos enediino (por
ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gammal y caliqueamicina
omegall (véase, por ejemplo, Agnew (1994) Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186
(1994)); dinemicina, incluida dinemicina A; bisfosfonatos, tales como clodronato;
una esperamicina;, asi como croméforo de neocarzinostatina y cromoéforos
antibidticos relacionados de cromoproteina  enediino), aclacinomicinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, ADRIAMYCIN® doxorrubicina (incluidas
morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y
deoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubiCina, idarrubicina, marcelomicina,
mitomicindas tales como mitomicina C, Aacido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina;
anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracil (5-FU); analogos de acido
folico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de
purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina: analogos
de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; androégenos tales como
calusterona, dromostanolona propionato, epitiostanol, mepitiostano, testolactona:
anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedor de
acido folico tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida;
acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato;
defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una
epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidainine;
maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas: mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerine; pentostatina; phenamet; pirarrubicina;
losoxantrona; &cido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo
polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina;
sizofirano; espirogermanio; acido  tenuazodnico; triazicuona; 2,2'2"-

triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina
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A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinésido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ejemplo, TAXOL® paclitaxel (Bristol- Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.), ABRAXANE™ formulacién de nanoparticulas disefiadas con
albuimina, libres de cremophor, de paclitaxel (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, lllinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne- Poulenc Rorer, Antony,
Francia); clorambucil;, GEMZAR® gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina;
platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE®
vinorelbina; novantrona; tenipésido; edatrexato; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; irinotecano (Camptostar, CPT-11); (incluido el régimen de
tratamiento de irinotecano con 5-FU y leucovorina); inhibidor de toposiomerasa
RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico;
capecitabina; combrestatina; leucovorina (LV); oxiplatino, incluido el régimen de
tratamiento con oxiplatino (FOLFOX); inhibidores de PKC-a, Raf, H-Ras, EGFR
(por ejemplo, erlotinib (Tarceva™)) y VEGF-A que reducen la proliferacion celular
y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los

anteriores.

También se encuentran incluidos en esta definicion agentes anti-
hormonales que actian para regular o inhibir la accion hormonal en tumores tales
como anti-estrébgenos y moduladores selectivos de receptor de estrogeno (SERMs
— selective estrogen receptor modulators), incluidos, por ejemplo, tamoxifeno
(incluido NOLVADEX® tamoxifeno), raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona, y FARESTON toremifeno;
inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, la cual regula la
produccion de estrégeno en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo,
4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® acetato de megestrol, AROMASIN®
exemestano, formestanie, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, y
ARIMIDEX® anastrozol; y anti-androgenos tales como flutamida, nilutamida,
bicalutamida, leuprolida, y goserelina; asi como troxacitabina (un analogo de
citosina  nucledsido 1,3-dioxolano); oligonucledtidos  complementarios,
particularmente aquellos que inhiben la expresion de genes en las vias de
sefalizacién implicados en proliferacion de células aberrantes, tales como, por
ejemplo, PKC-alpha, Ralf y H-Ras; ribozimas tales como el inhibidor de expresion

VEGF (por ejemplo, ribozima ANGIOZYME®) y un inhibidor de expresion HER2;
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vacunas tales como vacunas de terapia génica, por ejemplo, vacuna
ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN®, y vacuna VAXID®; PROLEUKIN® riL-2;
LURTOTECANR® inhibidor de topoisomerasa 1; ABARELIX® rmRH; Vinorelbina y
Esperamicinas (véase Patente de los Estados Unidos No. 4,675,187) y sales,

acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores.

El término "profarmaco”, tal como se emplea en esta solicitud, se refiere a
una forma precursora o derivada de una sustancia farmacéuticamente activa que
es menos citotoxica a las células tumorales, comparada con el medicamento
original, y que es capaz de activarse enzimaticamente o convertirse en la forma
original mas activa. Véase, por ejemplo, Wilman (1986) "Prodrugs in Cancer
Chemotherapy" Biochemical Society Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting
Belfast and Stella et al. (1985). "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug
Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), pp. 247-267, Humana
Press. Los profarmacos de esta invencidon incluyen, pero no se limitan a,
profarmacos con contenido de fosfato, profarmacos con contenido de tiofosfato,
profarmacos con contenido de sulfato, profarmacos con contenido de péptido,
profarmacos modificados con D-aminoacidos, profarmacos glucosilados,
profarmacos .con contenido de B-lactama, profarmacos con contenido de
fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o profarmacos con contenido de
fenilacetamida opcionalmente sustituida, profarmacos de 5-fluorocitosina y otros
profarmacos de 5-fluorouridina, que pueden convertirse en el medicamento libre
citotdxico méé activo. Ejemplos de medicamentos citotdxicos, que pueden
derivarse en una forma profarmaco para uso en esta invencion, incluyen, pero no

se limitan a, aquellos agentes quimioterapéuticos ya descritos.

Una molécula de acido nucleico "aislada" es una molécula de acido nucleico
que se identifica y separa de por lo menos una molécula de &cido nucleico
contaminante con la cual se asocia ordinariamente en la fuente natural del acido
nucleico del anticuerpo. Una molécula de acido nucleico aislada es distinta de la
forma o escenario en la cual se encuentra en la naturaleza. Por consiguiente, las
moleculas de &cido nucleico aisladas se distinguen de la molécula de acido
nucleico tal como existe en células naturales. No obstante, una molécula de 4cido
nucleico aislada incluye una molécula de acido nucleico contenidos en células que
ordinariamente expresan el anticuerpo donde, por ejemplo, la molécula de acido

nucleico esta en una ubicacién cromosdmica diferente de la de células naturales.
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La expresion "secuencias de control' se refiere a secuencias de ADN
necesarias para la expresion de una secuencia codificadora operacionalmente
enlazada en un organismo hospedero particular. Las secuencias de control que
son apropiadas para procariotas, por ejemplo, incluyen una secuencia promotora,
opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién de ribosoma. Las
celulas eucaridticas son conocidas por utilizar promotores, sefiales de

poliadenilacion, y potenciadores ("enhancers").

Un acido nucleico esta "operacionalmente enlazado" cuando se pone en
una relacion funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN
para una pre-secuencia o lider secretor estd operacionalmente enlazado al ADN
para un polipéptido, si se expresa como una pre-proteina que participa en la
secrecion del polipéptido; un promotor o intensificador del fenotipo de los genes
esta operacionalmente enlazada a una secuencia codificadora si afecta la
transcripcion de la secuencia; o un sitio de unién de ribosoma esta
operacionalmente enlazado a una secuencia codificadora si esta situado de
manera que facilite la traduccion. Por lo general, "operacionalmente enlazado"
significa que las secuencias de ADN que se estan enlazando son contiguas vy, en
el caso de un lider secretor, contiguas y en la fase de lectura. No obstante, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. E! enlazamiento se efectia mediante
ligacion en sitios de restriccion convenientes. Si tales sitios no existen, los
adaptadores de oligonucleétidos sintéticos o enlazantes se usan de acuerdo con la

practica convencional.

Tal como se emplea en esta solicitud, las expresiones "célula," "linea de
células," y "cultivo de células" se usan indistintamente y todas las denominaciones
incluyen progenie. Por lo tanto, las palabras "transformantes" y "células
transformadas” incluyen la célula objeto primaria y cultivos derivados de ella sin
importar el nimero de transferencias. Se entiende ademas que toda la progenie
puede no ser exactamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones
deliberadas o inadvertidas. Se incluyen progenies mutantes que tienen la misma
funcién o actividad biolégica como se identificaron sistematicamente en la célula
originalmente transformada. Donde se prevén designaciones distintas, sera claro a
partir del contexto.
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Produccion de Anticuerpos Anti-NRP1

La invencién contemplada en esta solicitud proporciona anticuerpos anti-
NRP1 novedosos. Métodos ejemplares de generar anticuerpos se describen con

mayor detalle en las siguientes secciones.

Los novedosos anticuerpos anti-NRP1 se seleccionan utilizando el antigeno
NRP1 derivado de una especie mamifera. Preferiblemente, el antigeno es NRP1
humano (hNRP1). No obstante, pueden usarse NRPs de otras especies tales
como NRP1 murino (mMNRP1) como el antigeno diana. Los antigenos NRP de
varias especies mamiferas pueden aislarse de fuentes naturales. En otras
incorporaciones, el antigeno es producido recombinantemente o se elabora

usando otros métodos sintéticos conocidos en el arte.

Normalmente el anticuerpo seleccionado tendra una afinidad de unién
suficientemente fuerte para el antigeno NRP1. Por ejemplo, el anticuerpo puede
unir hANRP1 con un valor Ky de no mas de alrededor de 5 nM, preferiblemente no
mas de alrededor de 2 nM y, mas preferiblemente, no mas de alrededor de
500pM. Las afinidades de anticuerpos pueden determinarse mediante analisis de
resonancia de plasmones superficiales (tal como el analisis BlAcore descrito en
los Ejemplos); ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA); y analisis de
competicién (RIA's), por ejemplo.

Ademas, el anticuerpo puede someterse a otros andlisis de actividad
biolégica, por ejemplo, con el fin de evaluar su efectividad como terapéutico.
Tales analisis son conocidos en el arte y dependen del antigeno diana y el uso
previsto para el anticuerpo. Los ejemplos incluyen el analisis de inhibicion HUVEC
(como se describe en los Ejemplos siguientes); analisis de inhibicion del
crecimiento de células neoplasicas (como se describe en WO 89/06692, por
ejemplo); analisis de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y
citotoxicidad mediada por complemento (CDC) (Patente de los Estados Unidos
5,500,362); y andlisis de actividad agonistica o hematopoyesis (véase WO
95/27062).

Para identificar sistematicamente anticuerpos que se unen a un epitopo

particular en un antigeno de interés, puede realizarse un analisis rutinario de
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bloqueo cruzado tal como el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988). Alternativamente,
puede llevarse a cabo mapeo de epitopos, por ejemplo, como se describe en
Champe et al. (1995) J. Biol. Chem. 270:1388-1394 para determinar si el

anticuerpo une un epitopo de interés.

Generacion de Novedosos Anticuerpos Anti-NRP1 de Bibliotecas de de
Bacteriéfagos de Anticuerpos Sintéticos

En una incorporacién preferida, la invencion provee un método para generar
y seleccionar novedosos anticuerpos anti-NRP1 usando un método Unico de
'exposicic')n en bacteriéfagos. El método implica la generacién de bibliotecas de
bacteriofagos de anticuerpos sintéticos basadas en un molde de estructura basica
unica ("single framework template"”), disefio de suficientes diversidades en
dominios variables, despliegue de polipéptidos con dominio variables
diversificados, seleccion de anticuerpos candidatos con alta afinidad al antigeno

NRP1 diana, y aislamiento de los anticuerpos seleccionados.

Detalles de los métodos de exposicion en bacteri6fagos pueden hallarse,
por ejemplo, en WO03/102157 publicada el 11 de diciembre de 2003.

En un aspecto, las bibliotecas de anticuerpos utilizadas en la invencién
pueden generarse mutando las posiciones accesibles a disolvente y/o altamente
diversas en por lo menos una CDR de un dominio variable de anticuerpo. Algunas
0 la totalidad de las CDRs pueden mutarse usando los métodos contemplados en
esta solicitud. En algunas incorporaciones, puede ser preferible generar diversas
bibliotecas de anticuerpos mutando posiciones en CDRH1, CDRH2 y CDRH3 para
formar una biblioteca Unica o mutando posiciones en CDRL3 y CDRH3 para
fbrmar una biblioteca Unica o mutanado posiciones en CDRL3 y CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 para formar una biblioteca Gnica.

‘ Puede generarse una biblioteca de dominios variables de anticuerpos que
tenga, por ejemplo, mutaciones en las posiciones accesibles a disolvente y/o
altamente diversas de CDRH1, CDRH2 y CDRH3. Puede generarse otra
biblioteca que tenga mutaciones en CDRL1, CDRL2 y CDRL3. Estas bibliotecas

ppeden utilizarse asimismo en conjuncion una con otra para generar enlazantes
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de afinidades deseadas. Por ejemplo, luego de una o mas rondas de seleccién de
bibliotecas de cadenas pesadas para unirse a un antigeno diana, puede
reemplazarse una biblioteca de cadenas ligeras en la poblacién de enlazantes de
cadenas pesadas para rondas adicionales de seleccion con el fin de aumentar la
afinidad de los enlazantes.

Preferiblemente, una biblioteca se crea por sustitucion de aminoacidos
originales con aminoacidos variantes en la region CDRH3 de la regién variable de
la secuencia de cadena pesada. La biblioteca resultante puede contener una
pluralidad de secuencias de anticuerpo, en donde la diversidad de secuencia se

da principalmente en la region CDRH3 de la secuencia de cadena pesada.

En un aspecto, la biblioteca se crea en el contexto de la secuencia del
anticuerpo 4D5 humanizado, o la secuencia de los aminoacidos de la base de la
secuencia del anticuerpo 4D5 humanizado. Preferiblemente, la biblioteca se crea
por sustitucion de por lo menos los residuos 95-100a de la cadena pesada con los
aminoacidos codificados por el conjunto de codones DVK, en donde el conjunto de
codones DVK se usa para codificar un conjunto de aminoacidos variantes para
cada una de estas posiciones. Un ejemplo de un conjunto de oligonucleétidos que
es Util para crear estas sustituciones comprende la secuencia (PVK);. En algunas
incorporaciones, se crea una biblioteca por sustitucion de los residuos 95-100a
con aminodcidos codificados por ambos conjuntos de codones DVK y NNK. Un
ejemplo de un conjunto de oligonucledtidos que es Util para crear estas
sustituciones comprende la secuencia (DVK)s (NNK). En otra incorporacion, se
crea una biblioteca por sustitucion de por lo menos los residuos 95-100a con
aminoacidos codificados por los dos conjuntos de codones DVK y NNK. Un
ejemplo de un conjunto de oligonucledtidos que es util para crear estas
sustituciones comprende la secuencia (DVK)s (NNK). Otro ejemplo de un conjunto
de oligonucledtidos que es Util para crear estas sustituciones comprende la
secuencia (NNK)s. Otros ejemplos de secuencias apropiadas de nucleétidos

pueden determinarse por un experto en el arte de acuerdo con los criterios
descritos aqui.

En otra incorporacion, diferentes disefios CDRH3 se utilizan para aislar
enlazantes de alta afinidad y para aislar enlazadores para una variedad de

epitopos. El rango de longitudes de CDRH3 generados en esta biblioteca 11 a 13
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aminoacidos, aunque pueden generarse igualmente longitudes diferentes de
éstas. Puede ampliarse la diversidad H3 usando conjuntos de codones NNK, DVK
y NVK, asi como diversidad mas limitada en N y/o C-terminal.

Puede generarse asimismo diversidad en CDRH1 y CDRH2. Los disefios
de diversidades CDR-H1 y H2 siguen la estrategia del reconocimiento
("targeting™) para imitar un repertorio de anticuerpos naturales, como se describe,
con una modificacion que enfoca la diversidad que mas estrechamente coincide
con la diversidad naturai que el disefio anterior.

~ Para diversidad en CDRH3, pueden construirse multiples bibliotecas en
forma separada con diferentes longitudes de H3 y luego combinarse para
seleccionar enlazantes a antigenos diana. Las multiples bibliotecas pueden
agruparse y seleccionarse usando métodos de clasificacion de seleccién de
soporte sélido y solucién, como se describe previamente y mas adelante en esta
solicitud. Se pueden emplear muiltiples estrategias de clasificacién. Por ejemplo,
una variacion implica clasificar la diana unida a un sélido, seguida por clasificar
una etiqueta que puede estar presente en el péptido de fusién (por ejemplo, una
etiqueta anti-gD) y seguida por otra clasificacion de la diana unida a un sélido.
Alternativamente, las bibliotecas pueden clasificarse primero en la diana unida a
una superficie sélida, los enlazantes eluido se clasifican luego usando unién de
fase solucién con concentraciones decrecientes del antigeno diana. La utilizacion
de combinaciones de diferentes métodos de clasificacion permite la minimizacién
de la seleccion Unicamente de secuencias altamente expresadas y posibilita la

seleccidn de un numero de diferentes clones de alta afinidad.

‘Enlazantes de alta afinidad para el antigeno NRP1 diana pueden aislarse
de las bibliotecas. Limitar la diversidad en la regién H1/H2 disminuye la
degradacion alrededor de 10* a 10° veces y permitir mas diversidad H3 permite
enlazantes de afinidad mas alta. Utilizar bibliotecas con diferentes tipos de
diversidad en CDRH3 (por ejemplo, utilizar DVK o NVT) permite el aislamiento de

enlazantes que pueden unirse a diferentes epitopos de un antigeno diana.

De los enlazantes aislados de las bibliotecas agrupadas, como se describe
anteriormente, se ha descubierto que puede mejorarse ain mas la afinidad

proporcionando diversidad limitada en la cadena ligera. La diversidad de cadena
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ligera se genera en esta incorporacion en la siguiente forma en CDRL1: la posicion
de aminoacido 28 se codifica por RDT; la posicidon de aminoacido 20 se codifica
por RKT; la posicion de aminoacido 30 se codifica por RVW, la posicion de
aminoacido 31 se codifica por ANW; la posicion de aminoacido 32 se codifica por
THT; opcionalmente, la posicion de aminoacido 33 se codifica por CTG; en
CDRL2: la posicion de aminoacido 50 se codifica por KBG; la posicion de
aminoacido 53 se codifica por AVC; y opcionalmente, la posicion de aminoacido
55 se codifica por GMA; en CDRL3: la posicidon de aminoacido 91 se codifica por
TMT o SRT o ambos; la posicion de aminoéacido 92 se codifica por DMC; la
posicion de aminoacido 93 se codifica por RVT; la posicién de aminoacido 94 se
codifica por NHT; y la posicién de aminoacido 96 se codifica por TWT o YKG o

ambos.

En otra incorporaciéon, se generan una biblioteca o bibliotecas con
diversidad en las regiones CDRH1, CDRH2 y CDRH3. En esta incorporacion, la
diversidad en CDRH3 se genera usando una variedad de longitudes de regiones
H3 y empleando principalmente los conjuntos de codones XYZ y NNK o NNS.
Pueden formarse bibliotecas usando oligonucleétidos individuales y agruparse o
pueden agruparse oligonucleétidos para formar un subconjunto de bibliotecas.
Las bibliotecas de esta incorporacién pueden clasificarse contra la diana unida a
sblido. Clones aislados de multiples clasificaciones pueden identificarse
sistematicamente en cuanto a especificidad y afinidad usando analisis ELISA.
Para la especificidad, los clones pueden identificarse sistematicamente contra los
antigenos diana deseados, asi como otros antigenos distintos al antigeno diana.
Aciuellos enlazantes al antigeno NRP1 diana pueden luego identificarse
sistematicamente con respecto a afinidad en un analisis ELISA de competicion de
uniéon a solucién o analisis de competicidn spot. Enlazantes de alta afinidad
pueden aislarse de la biblioteca utilizando los conjuntos de codones XYZ
preparados como se describe anteriormente. Estos enlazantes pueden producirse
facilmente como anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno en alto rendimiento

en cultivo de células.

En algunas incorporaciones, puede ser deseable generar bibliotecas con
una diversidad mayor en longitudes de la region CDRH3. Por ejemplo, puede ser
deseable generar bibliotecas con regiones CDRH3 que varien desde alrededor de

7 a 19 aminoacidos.
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Enlazantes de alta afinidad aislados de las bibliotecas de estas
incorporaciones se producen facilmente en cultivos de bacterias y células
eucariotas con alto rendimiento. Los vectores pueden disefiarse para eliminar
facilmente secuencias tales como marcas gD, secuencia de componentes de
capside virico, y/o agregar secuencias de regidén constante para facilitar la
produccién de anticuerpos de longitud completa o fragmentos de unidén a antigeno

con alto rendimiento.

Una biblioteca con mutaciones en CDRH3 puede combinarse con una
biblioteca que contiene versiones variantes de otras CDRs, por ejemplo CDRL1,
CDRL2, CDRL3, CDRH1 y/o CDRH2. En consecuencia, por ejemplo, en una
incorporacion, una biblioteca CDRH3 se combina con una biblioteca CDRL3
c_feada en el contexto de la secuencia de anticuerpo 4D5 humanizado con
aminoacidos variantes en las posiciones 28, 29, 30, 31, y/o 32 usando conjuntos
de codones predeterminados. En otra incorporacién, una biblioteca con
mutaciones a la CDRH3 puede combinarse con una biblioteca que comprende
dominios variables de cadena pesada CDRH1 y/o CDRH2 variantes. En una
incorporacién, la biblioteca CDRH1 se crea con la secuencia de anticuerpo 4D5
humanizado con aminoacidos variantes en las posiciones 28, 30, 31, 32y 33. Una
biblioteca CDRH2 puede crearse con la secuencia de anticuerpo 4D5 humanizado
con aminoacidos variantes en las posiciones 50, 52, 53, 54, 56 y 58 usando los

conjuntos de codones predeterminados.
Mutantes de Anticuerpo Anti-NRP1

El novedoso anticuerpo anti-NRP1 generado de bibliotecas de
bacteriéfagos puede modificarse ain mas para generar mutantes de anticuerpo
con propiedades fisicas, quimicas o biolégicas mejoradas sobre el anticuerpo
progenitor. Donde el analisis empelado es un andlisis de actividad bioldgica, el
mutante de anticuerpo tiene preferiblemente una actividad bioldgica en el analisis
de eleccion que es por lo menos de alrededor de 10 veces mejor, preferiblemente
por lo menos de alrededor de 20 veces mejor, mas preferiblemente por lo menos
‘de alrededor de 50 veces mejor y, algunas veces, por lo menos de alrededor de
100 veces o 200 veces mejor, que la actividad biolégica del anticuerpo progenitor

en el analisis. Por ejemplo, una mutante de anticuerpo anti-NRP1 tiene
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preferiblemente una afinidad de union para NRP1 que es por lo menos de
alrededor de 10 veces mas fuerte, preferiblemente por lo menos de alrededor de
20 veces mas fuerte, mas preferiblemente por lo menos de alrededor de 50 veces
mas fuerte y, algunas veces, por lo menos de alrededor de 100 veces o 200 veces

mas fuerte, que la afinidad de union del anticuerpo anti-NRP1 progenitor.

Para generar el mutante de anticuerpo, se introducen una o mas
alteraciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en una o mas de las
regiones hipervariables del anticuerpo progenitor. Alternativamente, o
adicionalmente, pueden introducirse una o mas alteraciones (por ejemplo,
sustituciones) de residuos de region base may en el anticuerpo progenitor donde
éstas resultan en una mejora en la afinidad de unién del mutante de anticuerpo
para el antigeno de la segunda especie mamifera. Ejemplos de residuos de
region base a modificar incluyen aquellos que no unen covalentemente el antigeno
en forma directa (Amit et al. (1986) Science 233:747-753); interacttian con/afectan
la conformacién de una CDR (Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917); y/o
participan en la interfase V| - Vi (EP 239 400B1). En ciertas incorporaciones, la
modificacion de uno o mas de tales residuos de regién base resulta en una
intensificacion de la afinidad de unién del anticuerpo para el antigeno de la
segunda especie mamifera. Por ejemplo, desde alrededor de uno a alrededor de
cinco residuos de region pueden alterarse en esta incorporacion de la invencion.
A veces, esto puede ser suficiente para producir un mutante de anticuerpo
apropiado para uso en estudios clinicos, incluso donde ninguno de los residuos de
region hipervariable ha sido alterado. Normalmente, sin embargo, el mutante de

anticuerpo comprende alteraciones adicionales de regién hipervariable.

Los residuos de region hipervariable que se alteran pueden cambiarse en
forma aleatoria, especialmente donde Ia afinidad de unién inicial del anticuerpo
progenitor es tal que dichos mutantes de anticuerpo producidos aleatoriamente
pueden detectarse selectivamente con facilidad.

‘Un procedimiento dtil para generar tales mutantes de anticuerpo se
denomina "mutagénesis de rastreo de alanina" (Cunningham and Wells (1989)
Science 244:1081-1085). Aqui, uno o mas de los residuos de regién hipervariable
se reemplazan por residuos de alanina o polialanina para afectar la interaccion de

los aminoacidos con el antigeno de la segunda especie mamifera. Aquellos
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residuos de region hipervariable que demuestren sensibilidad funcional a las
sustituciones se refinan entonces introduciendo mutaciones adicionales u otras en,
o%para, los sitios de sustitucion. En consecuencia, aunque el sitio para introducir
upa variacion de secuencia de aminoacidos esta predeterminado, la naturaleza de
Iaj mutacion per se no necesita estar predeterminada. Los mutantes ala
p;roducidos de esta manera se identifican sistematicamente respecto a su actividad
biolégica como se describe en esta solicitud.

i Normalmente se comenzaria con una sustitucion conservadora tal como las
in;dicadas a continuacion bajo el titulo "sustituciones preferidas". Si tales
sm}:stituciones resultan en un cambio en la actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad

‘ . g ) » - r . »
de unidn), entonces se introducen cambios mas sustanciales, denominados

1
"sustituciones ejemplares” en la siguiente tabla, o0 como se escribe con mas detalle

aicontinuacion con referencia a clases de aminoacidos, y se criban los productos.

|
Spstituciones Preferidas:

| Residuo Sustituciones Sustituciones
Original Ejemplares Preferidas
Ala (A) val; leu; ile val
| Arg (R) lys; gin; asn lys
Asn (N) gln; his; lys; arg gln
Asp (D) glu glu
Cys (C) ser ser
‘ Gin (Q) asn asn
; Glu (E) Pro; ala asp
Gly (G) pro; ala ala
His (H) asn; gin; lys; arg arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; leu
norleucina
Leu (L) norleucinag; ile; val; met; ile
ala; phe
Lys (K) arg; gin; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr leu
Pro (P) Ala ala
Ser (S) Thr thr
Thr (T) Ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; leu
norleucina
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Modificaciones ain mas sustanciales en las propiedades biologicas de los
anticuerpos se llevan a cabo seleccionar sustituciones que difieren
significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura primaria del
polipéptido en el area de sustitucién, por ejemplo, como conformacion de hoja o
helicoide, (b) la carga de hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el grueso
de la cadena lateral. Residuos de ocurrencia natural se dividen en grupos

basados en propiedades comunes de cadena lateral:

(1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidréfilos neutros: cys, ser, thr, asn, gin;

(3)  acidos: asp, glu;

(4)  basicos: his, lys, arg;

()  residuos que influyen en la orientacion de la cadena: gly, pro; y
(6)  aromaticos: trp, tyr, phe.

Sustituciones no conservadoras incluirdn intercambiar un miembro de una

de estas clases por otra clase.

En otra incorporacién, los sitios seleccionados para modificacién se
maduran por afinidad utilizado exposicion en bacteriéfagos (véase mas arriba).
Moléculas de acido nucleico que codifican mutantes de secuencia de aminoacidos
se preparan por una variedad de métodos conocidos en el arte. Estos métodos
incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis mediada por oligonucleétido (o dirigida
al sitio), mutagénesis PCR, y mutagénesis de casete de un mutante preparado
previamente o una version no mutante del anticuerpo progenitor. El método
preferido para elaborar mutantes es mutagénesis dirigida al sitio (véase, por
ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488).

En ciertas incorporaciones, el mutante de anticuerpo tendra Ginicamente un
solo residuo de regién hipervariable sustituido. En otras incorporaciones, se
habran sustituido dos o mas de los residuos de la regién hipervariable del
anticuerpo progenitor, por ejemplo, desde alrededor de dos a alrededor de diez
sustituciones de regién hipervafiables.

Por lo general, el mutante de anticuerpo con propiedades biologicas

mejoradas tendra un secuencia de aminoacidos con por lo menos 75% de
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identidad de secuencia de aminoacidos o similitud con la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de los dos dominio de cadena pesada o ligera del
anticuerpo progenitor, mas preferiblemente por lo menos 80%, mas
preferiblemente por lo menos 85%, mas preferiblemente por lo menos 90% y, muy
preferiblemente, por lo menos 95%. La identidad o similitud con respecto a esta
secuencia se define en esta solicitud como el porcentaje de residuos de
aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo
residuo) o similares (es decir, residuo de aminoacidos del mismo grupo basado en
propiedades comunes de cadena lateral, véase mas arriba) con los residuos del
anticuerpo progenitor, luego de alinear las secuencias e introducir vacios, si es
necesario, para obtener la identidad de secuencia porcentual maxima. Ninguna de
las ‘extensiones, eliminaciones, o inserciones N-terminales, C-terminales, o
internas en la secuencia del anticuerpo fuera del dominio variable se interpretaran

como afectando la identidad o similitud de secuencia.

| Luego de la produccién del mutante de anticuerpo, se determina la actividad
bioldégica de esa molécula relativa al anticuerpo progenitor. Como se anotd
anteriormente, esto puede implicar determinar la afinidad de unidén y/o otras
actividades biologicas del anticuerpo. En una incorporaciéon preferida de la
invencion, se prepara un panel de mutantes de anticuerpo y se criba con respecto
a afinidad de unién para el antigeno tal como NRP1 o un fragmento del mismo.
Uno o mas de los mutantes de anticuerpo seleccionados de este cribado inicial se
someten opcionalmente a uno o mas analisis adicionales de actividad bioldgica
para confirmar que el mutante(s) de anticuerpo con afinidad de unién mejorada
son efectivamente utiles, por ejemplo, para estudios clinicos.

El mutante(s) de anticuerpo asi seleccionado(s) puede someterse a
modificaciones adicionales, dependientes a menudo del uso previsto del
anticuerpo. Tales modificaciones pueden involucrar la alteracién adicional de la
secuencia de aminoécidos, fusion a polipéptido(s) heterdlogo(s) y/o modificaciones
covalentes tales como las explicadas a continuacién. Con respecto a las
alteraciones de secuencia de aminoacidos, modificaciones ejemplares se explican
mas arriba. Por ejemplo, puede sustituirse igualmente cualquier residuo de
cisteina no implicado en mantener la conformacion adecuada del mutante de
anticuerpo, generalmente con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la

molécula y evitar el enlazamiento cruzado aberrante. Inversamente, pueden
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agregarse enlaces de cisteina al anticuerpo para mejorar su estabilidad
(particularmente donde el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un
fragmento Fv). Otro tipo de mutante de aminoacidos tiene un patréon de
glucosilacion alterado. Esto puede lograrse eliminando una o mas fracciones
carbohidrato halladas en el anticuerpo, y/o agregando uno o mas sitios de
glucosilacion que no estan presentes en el anticuerpo. La glucosilacion de
anticuerpos es tipicamente N- o O-enlazada. N-enlazada se refiere a la unién de
la fraccion carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las
secuencias de tripéptido asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es
cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para
unién enzimatica de la fraccion carbohidrato a la cadena lateral de asparagina.
Por consiguiente, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptido en
un polipéptido crea un sitio potencial de glucosilacién. Glucosilacién O-enlazada
se refiere a la unién de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o
xilosa a un hidroxiaminoécido, muy cominmente serina o treonina, si bien pueden
usarse igualmente 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. La adicion de sitios de
glucosilacion al anticuerpo se lleva convenientemente a cabo alterando la
secuencia de aminoacidos, de manera que contenga una o mas de las secuencias
de tripéptidos ya descritas (para sitios de glucosilacién Nenlazados). La alteracion
puede hacerse ademas por la adicién de, o sustitucién por, uno o mas residuos de

serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glucosilacién
O-enlazados).

Vectores, Células Hospederas y Métodos Recombinantes

El anticuerpo anti-NRP1 de la invencion puede producirse
recombinantemente, usando técnicas y materiales facilmente obtenibles.

Para la produccién recombinante de un anticuerpo anti-NRP1, el Acido
nucleico que lo codifica se aisla e inserta en un vector replicable para clonacién
posterior (amplificacion del ADN) o para expresién. El ADN que codifica el
anticuerpo se aisla o sintetiza facilmente usando procedimiento convencionales
(por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse
especificamente a ADNs que codifican las cadenas ligeras y pesadas del
anticuerpo). Hay muchos vectores disponibles. Los componentes del vector

incluyen generalmente, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: una
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secuencia sefal, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un
elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminaciéon de

transcripcion.
(1) Componente de secuencia sefial

El anticuerpo de esta invencion puede producirse en forma recombinante no sélo
directamente, sino también como un polipéptido de fusidn con un polipéptido
heter6logo, que es preferiblemente una secuencia sefal u otro polipéptido que
tiene un sitio de segmentacién especifico en el N-término de la proteina madura o
polipéptido. La secuencia sefial heterdloga seleccionada es preferiblemente una
que es reconocida y procesada (es decir, segmentada por una peptidasa sefial)
por la celula hospedera. Para células hospedera procariotas que no reconocen y
procesan la secuencia sefial de anticuerpo natural, la secuencia sefial se sustituye
po} una secuencia sefal procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de
lideres fosfatasa alcalina, penicilinasa, 1pp, o de enterotoxina Il estable al calor.
Para la segregacion de levadura la secuencia sefial natural puede sustituirse, por
ejemplo, por el lider levadura invertasa, lider de factor a (incluidos lideres de factor
a Saccharomyces y Kluyveromyces), o lider fosfatasa acida, el lider glucoamilasa
C. albicans, o la sefial descrita en WO 90/13646. En la expresién de células
mamiferas, se dispone de secuencias sefial mamiferas, asi como lideres

secretores viricos, por ejemplo, la sefial herpes simplex gD.

El ADN para tal region precursora se liga en el marco de lectura a ADN que
codifica el anticuerpo.

(i) Origen del componente de replicacion

Tanto los vectores de expresidon como los de clonacién contienen una
secuencia de acidos nucleicos, que permite que el vector se replique en una o
mas células hospederas seleccionadas. Generalmente, en la clonacion de
vectores esta secuencia es una que permite que el vector se replique
independientemente del ADN cromosémico hospedero, e incluye origenes de
repiicacién 0 secuencias que se replican autbnomamente. Tales secuencias son
bien conocidas para una variedad de bacterias, levadura y virus. El origen de
replicacion del plasmido pBR322 es apropiado para la mayoria de las bacterias

gram-negativas, el origen del plasmido 2u es apropiado para levadura, y varios
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origenes viricos (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son utiles para clonar
vectores en células de mamifero. Generalmente, el componente del origen de
replicacidn no se necesita para vectores de expresién de mamifero (el origen

SV40 puede usarse tipicamente sélo porque contiene el promotor temprano).

(i)  Componente del gen de seleccion

Vectores de expresidn y clonacién pueden contener un gen de seleccion,
conocido también como un marcador seleccionable. Genes de seleccién tipicos
codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras toxinas, por
ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan
deficiencias auxotréficas, o (¢) aportan nutrientes criticos no disponibles del medio
complejo, por ejemplo, el gen que codifica D-alanina racemasa para Bacilll.

Un ejemplo de un esquema de selecciéon utiliza un medicamento para
detener el crecimiento de una célula hospedera. Aquellas células que se
transforman exitosamente con un gen heterdlogo producen una proteina que

| confiere resistencia a medicamento y, por consiguiente, sobreviven al régimen de
seleccion. Ejemplos de tal seleccion dominante utilizan los medicamentos

neomicina, acido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables apropiados para células
mamiferas son aquellos que permiten la identificacion de células competentes
para incorporar el acido nucleico del anticuerpo, tales como DHFR, timidina
cinasa, metalotioneina-l y -ll, preferiblemente genes metalotioneina de primate,

adenosina deaminasa, ornitina decarboxilasa, etc.

Por ejemplo, células transformadas con el gen de seleccion DHFR se
identifican primeramente cultivando la totalidad de los transformantes en un medio
de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR.
Una ceélula hospedera apropiada, cuando se emplea DHFR natural, es la linea

celular de ovario de hamster chino (CHO), deficiente en actividad DHFR.

Alternativamente, células hospederas (particularmente hospederas
naturales que contienen DHFR endégeno) transformadas o co-transformadas con
secuencias de ADN que codifican el anticuerpo, proteina DHFR natural, y otro

marcador seleccionable tal como aminoglucésido 3'-fosfotransferasa (APH)
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pueden seleccionarse por crecimiento celular en un medio que contiene un agente
de seleccibn para el marcador seleccionable tal como un antibidtico
aminoglucosidico, por ejemplo, canamicina, neomicina, 0 G418. Véase Patente
de los Estados Unidos No. 4,965,199.

Un gen de seleccién apropiado para uso en levadura es el gen frp1
presente en el plasmido de levadura YRp7 (Stinchcomb et al. (1979) Nature,
282:39). El gen trp1 provee un marcador de seleccién para una cepa mutante de
“Ievadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC
No. 44076 o PEP4-1. Jones (1977) Genetics, 85:12. La presencia de la lesion
trp1 en el genoma de la célula hospedera de levadura provee entonces un
“ambiente efectivo para detectar transformacién por crecimiento en la ausencia de
‘tripté6fano. Analogamente, cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20,622 6

38,626) se complementan por plasmidos conocidos que llevan el gen Leu2.

Adicionalmente, vectores derivados del plasmido circular pKD1 de 1.6 pym
pueden usarse para transformacion de levaduras  Kluyveromyces.
Alternativamente, un sistema de expresién para produccion a gran escala de
quimosina de ternera recombinante se divulgé para K. /actis. Van den Berg (1990)
Bio/Technology 8:135. También se han divulgado vectores de expresion estables,
multi-copia, para secrecion de albumina sérica humana recombinante madura por
cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al. (19919 Bio/Technology 9:968-
975.

(iv)  Componente del promotor

Usualmente los vectores de expresién y clonacidén contienen un promotor
| que es reconocido por el organismo hospedero y se enlaza operacionaimente al
acido nucleico del anticuerpo. Promotores apropiados para uso con hospederos
procaridticos incluyen el promotor phoA, sistemas promotores de B-lactamasa y
lactosa, alcalina fosfatasa, un sistema promotor de triptéfano (trp), y promotores
hibridos tales como el promotor tac. No obstante, son apropiados otros
promotores bacterianos conocidos. Promotores para uso en sistemas bacterianos
contendran asimismo una secuencia Shine-Dalgarno (S.D.) enlazada

operacionalmente al ADN, que codifica el anticuerpo.
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Secuencias de promotor son conocidas para eucariotas. Virtualmente todos
los genes eucaridticos que tienen una regiéon rica en AT, localizada
aproximadamente 25 a 30 bases corriente arriba del sitio donde se inicia la
transcripcién. Otra secuencia encontrada 70 a 80 bases corriente arriba desde el
inicio de transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT donde N puede
ser cualquier nucleétido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucarioticos
esta una secuencia AATAAA, que puede ser la sefial para adicion de la cola poly
A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan

apropiadamente en vectores de expresidn eucariotas.

Ejemplos de secuencias promotoras apropiadas para uso con hospederos
de levadura incluyen los promotores para 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas
glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa,
hexocinasa, piruvato decarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa,

fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la
ventaja adicional de transcripcion controlada por condiciones de crecimiento, son
las regiones promotoras para alcohol dehidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa

“acida, enzimas degradantes asociadas con el metabolismo de nitrégeno,
metalotioneina, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa, y enzimas responsables
para la utilizacion de maltosa y galactosa. Vectores y promotores apropiados para
uso en expresion de levadura se describen también en EP 73,657. Asimismo,

potenciadores de levadura se usan ventajosamente con promotores de levadura.

La transcripcion de anticuerpos de vectores en células hospederas de
mamifero se controla, por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de
virus tales como polioma virus, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal como
adenovirus 2), virus de papiloma bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus,
un retrovirus, virus de la hepatitis-B y, muy preferiblemente, virus de simio 40
(SV40), de promotores mamiferos heterélogos, por ejemplo, el promotor de actina
o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque térmico, siempre que

tales promotores sean compatibles con los sistemas de células hospederas.
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Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen
convenientemente de un fragmento de restriccion de SV40 que contiene asimismo
el origen de replicacion virica SV40. EI promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como fragmento de
restriccion Hindlll E. Un sistema para expresar ADN, en hospederos mamiferos
usando el virus de papiloma bovino como vector, se divulga en la Patente de los
Estados Unidos No. 4,419,446. Una modificacién de este sistema se describe en
la Patente de los Estados Unidos No. 4,601,978. Veéase también Reyes et al.
(1982) Nature 297:598-601 respecto a la expresion de ADNc de interferon B
humano en células de raton bajo el control de un promotor de timidina cinasa del
virus herpes simplex. Alternativamente, la repeticién de terminal larga del virus de

sarcoma de Rous puede usarse como el promotor.
(v)  Componente del elemento potenciador

La transcripcion de un ADN que codifica el anticuerpo de receptor anti-Apo-
2L de esta invencion por eucariotas superiores se incrementa a menudo
insertando una secuencia potenciadora en el vector. Actualmente se conocen
muchas secuencias potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastasa,
albumina, a-fetoproteina e insulina). Tipicamente, sin embargo, se usara un
potenciador de un virus de célula eucariota. Ejemplos incluyen el potenciador
SV40 en el lado tardio del origen de replicaciéon (bp 100-270), el potenciador de
promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio
del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv
(1982) Nature 297:17-18 con respecto a elementos potenciadores para activacion
de promotores eucariotas. El potenciador puede empalmarse en el vector en una
posicion ' 6 3' a la secuencia codificante del anticuerpo, pero se localiza

preferiblemente en el sitio 5' del promotor.

(vi) Componente de terminacion de transcripcion

Los vectores de expresidon usados en células hospederas eucariotas
(células de levadura, hongos, insecto, plantas, animales, humanos, o células
nucleadas de otros organismos multicelulares) contendran igualmente secuencias
necesarias para la terminacion de transcripcion y para estabilizar el ARNm. Tales
secuencias se encuentran comunmente disponibles de las regiones 5' v,

ocasionalmente 3', no traducidas, de ADNs viricos o eucariotas o ADNc. Estas
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regiones contienen segmentos de nucledtido transcritos como fragmentos
poliadenilados en la porcién no traducida del ARNm que codifica el anticuerpo. Un
componente (til de terminacién de transcripcion es la regién de poliadenilacion de

somatropina bovina. Véase W094/11026 y el vector de expresion divulgado alli.

(vi)  Seleccion y transformacion de celulas hospederas

Células hospederas apropiadas para clonar o expresar el ADN en los
vectores en esta solicitud son las células procariotas, levadura, o eucariotas
superiores descritas anteriormente. Procariotas apropiados para este proposito
incluyen eubacterias, tales como organismos gram-negativos o gram-positivos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae tales como Escherichia, por ejemplo, E. colj
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella
typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como
Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P
divulgado en DD 266,710 publicada el 12 de abril de 1989), Pseudomonas tales
como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un hospedero de clonacién de E. coli
preferido es E. coli 294 (ATCC 31,446), aunque son apropiadas otras cepas tales
como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537), y E. coli W3110 (ATCC 27,325).

Estos ejemplos son ilustrativos y no limitantes.

Aparte de los procariotas, microbios eucariotas tales como hongos
filamentosos o levadura son hospederos de clonacioén o expresidén apropiados para
- vectores que codifican el anticuerpo. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura
- comun de panaderia, es el mas cominmente usado entre los microorganismos
| hospederos eucariotas inferiores. Sin embargo, un numero de otros géneros,
 especies y cepas se encuentran comUnmente disponibles y son utiles en esta
- solicitud, tales como Schizosaccharomyces pombe; hospederos Kluyveromyces
tales como, por ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC
16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum
(ATCC 36,906), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402,226); Pichia
pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora
crassa; Schwanniomyces tales como Schwanniomyces occidentalis; y hongos
filamentosos tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y

hospederos Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.
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Células hospederas apropiadas para la expresion de anticuerpo glucosilado
se derivan de organismos multicelulares. Ejemplos de células de invertebrado
incluyen células vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas y
variantes de baculovirus y células hospederas de insecto permitidas
correspondientes de hospederos tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes
aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca
de la fruta), y Bombyx mori. Una variedad de cepas viricas para transfeccion se
encuentran a disposicion del publico, por ejemplo, la variante L-1 de Aufographa
californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y tales virus pueden
utilizarse en esta solicitud, de acuerdo con la presente invencioén, particularmente
para transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. Como hospederos pueden
utilizarse igualmente cultivos de células vegetales de algodén, maiz, papa, frijol de
soya, petunia, tomate y tabaco.

No obstante, ha sido enorme el interés en células de vertebrado, y la
propagacion de células de vertebrado en cultivo (cultivo de tejido) se ha vuelto un
procedimiento de rutina. Ejemplos de lineas de células de hospederos mamiferos
utiles son la linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); la linea de rifién embrionario humano (células 293 6 293 subclonadas
para crecimiento en cultivo en suspension, Graham et al. (1997) J. Gen Virol.
36:59); células de rifidbn de crias de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de
ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:4216); celulas Sertoli de raton (TM4, Mather (1980) Biol. Reprod. 23:243-
251); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifidn de mono
African green (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano
(HELA, ATCC CCL 2); células de rifidon canino (MDCK, ATCC CCL 34); células
hepaticas de rata buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humanas
(W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor
mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51), células TRI (Mather et al. (1982)
Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68), células MRC 5; células FS4; una linea de
hepatoma humano (Hep G2).

Células hospederas se transforman con los vectores de expresion y
clonacion ya descritos para produccion de anticuerpos y se cultivan en medio

nutriente convencional, modificado segln sea apropiado para inducir promotores,
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seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas.

(viii)  Cultivo de las células hospederas

Las células hospederas usadas para producir el anticuerpo de esta
invencion pueden cultivarse en una variedad de medios. Medios disponibles en el
comercio tales como Ham's F10 (Sigma), Minimal Essential Medium ((MEM),
(Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Dulbecco's Modified Eagle's Medium ((DMEM),
Sigma) son apropiados para cultivar las células hospederas. Adicionalmente,
cualquiera de los medios descritos en Ham et al. (1990), Meth. Enz. 58:44 (1979),
Barnes et al. (1980), Anal. Biochem.102:255, Patentes de los Estados Unidos No.
4,767,704, 4,657,866;1 4,927,762; 4,560,655; o 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; o Patente de los Estados Unidos Re. 30,985 puede utilizarse como
medio de cultivo para las células hospederas. Cualquiera de estos medios pueden
suplementarse, seglin sea necesario, con hormonas y/u otros factores de
crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico),
sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), soluciones
amortiguadoras (tales como HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y
timidina), antibiticos (tales como el medicamento GENTAMYCIN™),
oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos usualmente presentes en
concentraciones finales en el rango micromolar), y glucosa o una fuente de
energia equivalente. Cualesquiera otros suplementos necesarios pueden incluirse
asimismo en concentraciones apropiadas que serian conocidas a los expertos en
el arte. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son
las empleadas previamente con la célula hospedera seleccionada para expresion,

y seran evidentes para el artesano de experiencia ordinaria.

(ix) . Purificacién de anticuerpo

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse
intracelularmente, en el espacio periplasmico, o segregarse directamente en el
medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como un primer paso, los
desechos de particulado, ya sea células hospederas o fragmentos lisados, se
retiran, por ejemplo, por centrifugacién o ultrafiltracion. Carter et al. (1992)
Bio/Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar
anticuerpos que se segregan al espacio periplasmico de E. coli En pocas

palabras, pasta celular se descongela en la presencia de acetato de sodio (pH
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3.5), EDTA, y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante alrededor de 30 minutos.
Los desechos celulares pueden eliminarse por centrifugacion. Donde el
‘anticuerpo se segrega en el medio, generalmente los sobrenadantes de tales
sistemas de expresién se concentran primero usando un filtro de concentracion de
proteina disponible en el comercio, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion
Amicon o Millipore Pellicon. Un inhibidor de proteasa tal como PMSF puede
incluirse en cualquiera de los pasos anteriores para inhibir protedlisis, y pueden
Jincorporarse antibidticos para prevenir el crecimiento de contaminantes

adventicios.

La composicion de anticuerpo, preparada de las células, puede purificarse
usando, por ejemplo, cromatografia en hidroxilapatita, electroforesis en gel,
.dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la técnica
de purificacién preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad
depende de la especie e isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que
‘esta presente en el anticuerpo. La proteina A puede usarse para purificar
anticuerpos que se basan en cadenas pesadas humanas y1, y2, 6 y4 (Lindmark
et al. (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-13). La proteina G se recomienda para todos
los isotipos de ratdn y para y3 humana (Guss et al. (1986) EMBO J. 5:15671575).
La matriz a la cual se une el ligando de afinidad es muy a menudo agarosa, pero
'se encuentran disponibles otras matrices. Matrices mecanicamente estables, tales
como cristal de poro controlado o poli(estirendivinil)benceno, permiten velocidades
-de flujo mas rapidas y tiempos de procesamiento mas cortos que los que pueden
lograrse con agarosa. Donde el anticuerpo comprende un dominio Cx3, la resina
Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) es util para purificacion.
‘:Dependiendo del anticuerpo a recuperarse, se encuentran disponibles también
otras técnicas para purificacion de proteinas tales como fraccionamiento en
~columna de intercambio i6nico, precipitacion en etanol, HPLC de fase reversa,
| cromatografia en silice, cromatografia en heparina, cromatografia en
'SEPHAROSE™ o una resina de intercambio aniénico o catiénico (tal como una
' columna de 4cido poliaspartico), cromatoenfocado ("chromatofocusing™), SDS-
PAGE, y precipitacion en sulfato de amonio.

Siguiendo cualquier paso(s) de purificacion preliminar, la mezcla que
contiene el anticuerpo de interés y contaminantes puede someterse a

cromatografia de interaccién hidréfoba de pH bajo usando un amortiguador de
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elucion con un pH entre alrededor de 2.5-4.5, realizada preferiblemente con bajas

concentraciones de sal (por ejemplo, desde alrededor de 0-0.25M de sal).

Formulaciones Farmacéuticas

Formulaciones terapéuticas del anticuerpo se preparan para
almacenamiento mezclando el anticuerpo, que tiene el grado deseado de pureza,
con sustancias portadoras, excipientes o estabilizantes fisiologicamente
aceptables (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed.
(1980)), en la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas.
Sustan‘cias portadoras, diluyentes, excipientes y estabilizantes aceptables son
preferiblemente atoxicos a los destinatarios en las dosis y concentraciones
empleadas, e incluyen amortiguadores tales como fosfato, citrato, y otros acidos
organicos; antioxidantes incluidos acido ascérbico y metionina; preservantes (tales
como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio, cloruro de benzetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil
parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de alrededor de
10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y
otros carbohidratos incluidos glucosa, mannosa, o dextrinas; agentes quelantes
tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, mannitol, trehalosa o sorbitol;
iones contrarios formadores de sales tales como sodio; y/o surfactantes no iénicos
tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilen glicol (PEG).

La formulacion puede contener asimismo mas de un compuesto activo
segln sea necesario para la indicacion particular que se esta tratando,
preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se afecten
negativamente unas con otras. Por ejemplo, puede ser deseable proveer ademas
un agente inmunosupresor. Tales moléculas estan convenientemente presentes

en combinacién en cantidades que son efectivas para el propésito previsto.

En igual forma los ingredientes activos pueden atraparse en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de aglomeracion o por polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y

microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas coloidales
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de liberacion de medicamentos (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albimina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical
Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones a utilizarse para administracién in vivo tienen que ser
estériles. Esto se logra facilmente mediante filtraciéon a través de membranas de

filtrado estéril.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Ejemplos
apropiados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semi-
permeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, matrices
que estan en la forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas, o
microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol)),
poliléctidos (Patente de los Estados Unidos 3,773,919), copolimeros de acido L-
glutamico y vy etil-L-glutamato, etilen-vinil acetato no degradable, copolimeros
degradables acido lactico-acido glicélico tales como el LUPRON DEPOT™
(microesferas inyectables compuestas de copolimero acido lactico-acido glicolico y
acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque los polimeros
tales como etilen vinil acetato y acido lactico-acido glicélico permiten la liberacién
de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas
durante periodos de tiempo mas cortos. Cuando anticuerpos encapsulados
permanecen en el cuerpo por un tiempo prolongado, pueden desnaturalizarse o
agregarse como resultado de la exposicion a la humedad a 37°C, resultando en
una pérdida de actividad biolégica y cambios posibles en la inmunogenicidad.
Pueden concebirse estrategias razonables para la estabilizaciéon, dependiendo del
mecanismo involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de
agregacion es la formacion de enlaces S-S intermolecular mediante intercambio
de tio-disulfuro, la estabilizacién puede lograrse modificando residuos sulfhidrilo,
Iiofilizéndo de soluciones acidas, controlando el contenido de humedad, usando
aditivos adecuados, y desarrollando composiciones de matriz polimérica

especifica.
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Usos Terapéuticos

Se contempla que el anticuerpo de la presente invencién pueda usarse para
tratar un mamifero. En una incorporacién, el anticuerpo se administra a un
mamifero no humano para los propositos de obtener datos preclinicos, por
ejemplo. Mamiferos ejemplares no humanos a tratarse incluyen primates no
humanos, perros, gatos, roedores y demas mamiferos en los cuales se realizan
-estudios preclinicos. Tales mamiferos pueden establecerse en modelos animales
para una enfermedad a tratar con el anticuerpo o pueden usarse para estudiar la
toxicidad del anticuerpo de interés. En cada una de estas incorporaciones,
estudios de dosis escalonada pueden llevarse a cabo en el mamifero. Donde el
anticuerpo es un anticuerpo anti-NRP1, éste pude administrarse a un roedor
hospedero en un modelo de tumor sélido, por ejemplo.

Adicionalmente, o en forma alternativa, el anticuerpo se usa para tratar un
human, por ejemplo, un paciente que sufre de una enfermedad o trastorno, el cual

se podria beneficiar de la administracion del anticuerpo.

La presente invencion abarca la terapia angiogénica de cancer, una
novedosa estrategia para el tratamiento del cancer, dirigida a inhibir el desarrollo
de los vasos sanguineos del tumor, requeridos para aportar nutrientes que
favorezcan el crecimiento del tumor. Debido a que la angiogénesis se encuentra
implicada tanto en el crecimiento primario del tumor como en la metastasis, el
tratamiento angiogénico provisto por la invencion esta en capacidad de inhibir el
crecimiento neoplasico del tumor en el sitio primario, asi como de prevenir la
metastasis de tumores en los sitios secundarios, permitiendo asi el ataque de los
tumores por otros terapéuticos. Ejemplos de cancer a tratarse incluyen, pero no
se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas
particulares de tales neoplasias malignas incluyen carcinoma epidermoide
("squamous cell cancer”), cancer de pulmén (incluidos cancer de pulmén
microcitico, cancer de pulmén amicrocitico, adenocarcinoma del pulmén vy
carcinoma epidermoide del pulmon), cancer del peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrico o del estdbmago (incluido cancer gastrointestinal), cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovarios, cancer del higado,
cancer de la vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer del endometrio o carcinoma uterino, carcinoma de glandula

salival, cancer de rifion o renal, cancer de higado, cancer de préstata, cancer de la
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vulva, cancer de la tiroides, carcinoma hepatico, y varios tipos de cancer de
cabeza y cuello, asi como linfoma de linfocitos B (incluido linfoma no hodgkiniano
(NHL) folicular/grado bajo; NHL linfocitico pequefio (SL); NHL folicular/grado
intermedio; NHL difuso grado intermedio; NHL inmunoblastico grado alto; NHL
linfoblastico grado alto; NHL de células pequefias no hendidas grado alto; NHL de
alta masa nodal; linfoma de células del manto; linfoma relacionado con SIDA:; y
- macroglobulinemia de Waldenstrom); leucemia linfocitica crénica (CLL); leucemia
linfoblastica aguda (ALL); tricoleucemia; leucemia mieloblastica cronica; y
‘trastorno linfoproliferativo pos-transplante (PTLD), asi como proliferacion vascular
anormal asociada con facomatosis, edema (tal como el asociado con tumores
cerebrales), y sindrome de Meigs. Mas particularmente, neoplasias malignas que
son asequibles a tratamiento por los anticuerpos de la invencion incluyen cancer
de mama, cancer colorrectal, cancer rectal, cancer pulmonar amicrocitico, linfoma
no hodgkiniano (NHL), cancer de células renales, cancer de prostata, cancer de
hf_gado, cancer pancreatico, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma de Kaposi,
carcinoma carcinoide, cancer de cabeza y cuello, melanoma, cancer de ovarios,
mesotelioma, y mieloma mdltiple. Mas preferiblemente, los métodos de la

invencion se usan para tratar cancer colorrectal en un paciente humano.

Se contempla que cuando se usan para tratar varias enfermedades tales
como tumores, los anticuerpos de la invencién puedan combinarse con otros
agentes terapéuticos apropiados para las mismas o similares enfermedades.
Cuando se emplean para tratar cancer, los anticuerpos de la presente invencién
pueden utilizarse en combinacién con terapias anti-cancer convencionales, tales

como cirugia, radioterapia, quimioterapia o sus combinaciones.

En ciertos aspectos, otros agentes terapéuticos utiles para terapia anti-
cancer de combinacion con el anticuerpo de la invencién incluyen otros agentes
anti-angiogenicos. Muchos agentes anti-angiogénicos se han identificado y se
conocen en el arte, incluidos los enumerados por Carmeliet and Jain (2000).

En un aspecto, el anticuerpo de la invencion se usa en combinacién con un
antagoniéta VEGF o un antagonista de receptor VEGF tales como anticuerpos
anti-VEGF, variantes VEGF, fragmentos de receptor VEGF soluble, aptameros
capaces de bloquear VEGF o VEGFR, anticuerpos anti-VEGFR neutralizantes,

inhibidores de tirosina cinasas VEGFR y cualesquiera de sus combinaciones.
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Alternativamente, o ademas, dos o mas anticuerpos anti-NRP1 pueden co-
administrarse al paciente. En una incorporacion mas preferida, el anticuerpo anti-
NRP1% 0 anti-NRP® de la invencion se usa en combinacién con un anticuerpo anti-
VEGF para generar efectos aditivos o sinérgicos. Anticuerpos anti-VEGF
preferidos incluyen los que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo anti-
hVEGF A4.6.1. Mas preferiblemente el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab o
ranibizumab.

En algunos otros aspectos, otros agentes terapéuticos Gtiles para terapia
anti-neoplasica de combinacion con el anticuerpo de la invencién incluyen
antagonista de otros factores que estan involucrados en el crecimiento del tumor,
tales como EGFR, ErbB2 (también conocido como Her2) ErbB3, ErbB4, o TNF.
Preferiblemente, el anticuerpo anti-NRP1 de la invencion puede usarse en
combinacion con inhibidores tirosina cinasa de receptor de molécula pequefia
(RTKIs) que reconocen uno o mas receptores de tirosina cinasa tales como los
receptores VEGF, los receptores FGF, los receptores EGF y los receptores PDGF.
En el arte se conocen muchos RTKIs terapéuticos de molécula pequefia, incluidos,
sin limitacion, vatalanib (PTK787), erlotinb (TARCEVA®), 0SI-7904, ZD6474
(ZACTMA®), ZD6126 (ANG453), ZD1839, sunitinib (SUTENT®), semaxanib
(SU5416), AMG706, AG013736, Imatinib (GLEEVEC®), MLN-518, CEP-701, PKC-
412, Lapatinib (GSK572016), VELCADE®, AZD2171, sorafenib (NEXAVAR®),
XL880, y CHIR-265.

El anticuerpo anti-NRP1 de la invencién, solo o en combinacién con un
segundo agente terapéutico (tal como un anticuerpo anti-VEGF) puede usarse
ademas en combinacién con uno 0 mas agentes quimioterapéuticos. Una variedad
de agentes quimioterapéuticos pueden emplearse en los métodos de tratamiento
combinado de la invencién. Un listado ejemplar y no limitante de agentes

quimioterapéuticos contemplados se provee en esta solicitud bajo "Definiciones".

Cuando el anticuerpo anti-NRP1 se co-administra con un segundo agente
terapéutico, el segundo agente terapeutico puede administrarse en primer lugar,
seguido por el anticuerpo anti-NRP1. No obstante, también se contempla la
administracion simultanea o la administracion del anticuerpo anti-NRP1 primero.

Posologias apropiadas para el segundo agente terapéutico son las empleadas en
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la actualidad y pueden reducirse debido a la accién combinada (sinergia) del
agente y anticuerpo anti-NRP1.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la posologia apropiada de
anticuerpo dependera del tipo de enfermedad a tratarse, la gravedad y ciclo de la
‘enfermedad, si el anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, la
terapia previa, la historia clinica del paciente y respuesta al anticuerpo, y la
discrecion del médico tratante del paciente. El anticuerpo se administra

convenientemente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, alrededor de 1 pg/kg a
50 mg/kg (por ejemplo, 0.1-20 mg/kg) de anticuerpo es una posologia candidata
inicial para administracién al paciente, ya sea, por ejemplo, por una o mas
administraciones separadas, o por infusién continua. Una posologia diaria tipica
podria variar desde alrededor de 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los
factores ya mencionados. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la enfermedad, el tratamiento se sostiene hasta cuando
ocurra una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. No obstante,
otros regimenes posolégicos pueden ser Utiles. En un aspecto preferido, el
anticuerpo de la invencion se administra cada dos o tres semanas, con una dosis
en el rango de alrededor de 5mg/kg a alrededor de 15 mg/kg. Mas
preferiblemente, tal régimen posologico se usa en combinacion con un régimen de
quimioterapia como terapia de primera linea para tratar cancer colorrectal
metastasico. En algunos aspectos, el régimen de quimioterapia implica la
administracion intermitente de alta dosis tradicional. En algunos otros aspectos,
los agentes quimioterapéuticos se administran usando dosis mas frecuentes y mas
pequefias sin interrupciones programadas ("quimioterapia metronémica"). El
avance de esta terapia se monitorea faciimente por técnicas y analisis
convencionales.

'La composicion de anticuerpo se formulara, dosificara, y administrara en
una forma consistente con la buena practica médica. Factores para considerar en
este contexto incluyen la enfermedad o trastorno particular que se esta tratando, el
mamifero particular sometido a tratamiento, la condicién clinica del paciente
individual, la causa de la enfermedad o trastorno, el sitio de liberacion del agente,

el método de administracion, el horario pautado de administracion, y otros factores
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conocidos por los profesionales en medicina. La "cantidad terapéuticamente
efectiva” del anticuerpo a administrarse se regira por tales consideraciones, yesla
cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar, o tratar una enfermedad o
desorden. El anticuerpo no necesita, pero se formula opcionalmente con uno o
mas agentes corrientemente utilizados para prevenir o tratar el trastorno en
cuestion. La cantidad efectiva de tales otros agentes depende de la cantidad de
anticuerpo presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros
factores ya discutidos. Estos agentes se usan generalmente en las mismas
posologias y con vias de administracién como las empleadas mas arriba en el
texto o alrededor de 1 a 99% de las posologias utilizadas hasta la fecha.
Generalmente, el alivio o tratamiento de una enfermedad o trastorno implica la
disminucién de uno o mas sintomas o problemas médicos asociados con la
enfermedad o trastorno. En el caso de cancer, la cantidad terapéuticamente
efectiva del medicamento puede cumplir a cabalidad uno de los siguientes, o una
combinacién de los mismos: reducir el nimero de células cancerosas; disminuir el
tamafio del tumor; inhibir (es decir, reducir en cierta medida y/o detener) la
infiltracion de células cancerosas en érganos periféricos; inhibir la metastasis del
tumor; inhibir, en cierta medida, el crecimiento del tumor; y/o aliviar en alguna
medida uno o méas de los sintomas asociados con el cancer. En la medida en que
el medicamento pueda prevenir el crecimiento y/o eliminar las células cancerosas
existentes, puede ser citostatico y/o citotoxico. En algunas incorporaciones, una
composicion de esta invencion puede usarse para prevenir la aparicion o re-

ocurrencia de la enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero.

Usos No Terapéuticos

Los anticuerpos de la invencién pueden usarse como un agente de
purificacion de afinidad. En este proceso, los anticuerpos se inmovilizan en una
fase sdlida tal como una resina Sephadex™ o papel de filtro, usando métodos bien
conocidos en el arte. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una
muestra que Contiene el antigeno a purificarse y, posteriormente, el soporte se
lava con un disolvente apropiado que retirara sustancialmente todo el material en
la muestra, excepto el antigeno a purificarse, el cual esta unido al anticuerpo
inmovilizado. Finalmente, el soporte se lava con otro disolvente apropiado, tal
como amortiguador de glicina, pH 5.0, que liberara el antigeno del anticuerpo.
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Los anticuerpos pueden ser también dtiles en analisis diagnésticos, por
ejemplo, para detectar la expresién de un antigeno de interés en células

especificas, tejidos, o suero.

Para aplicaciones diagnésticas, el anticuerpo se marcara tipicamente con
una fraccion detectable. Se dispone de numerosas etiquetas que pueden

agruparse generalmente en las siguientes categorias:

(a) Radiois6topos, tales como *°S, ™C, 2%, *H, y *'|. El anticuerpo puede
marcarse con el radioisdtopo usando las técnicas descritas en Current Protocols in

lmmunblogy, Volumes 1 and 2, Coligen et al. (1991), Ed. Wiley-Interscience, New

York, New York, Pubs., por ejemplo, y la radioactividad puede medirse utilizando

conteo de escintilacion.

(b) Etiquetas fluorescentes tales como quelatos de tierras raras (quelatos de
europio) o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansyl,
Lissamine, ficoeritrina y Rojo Texas se encuentran disponibles. La etiquetas
fluorescentes pueden conjugarse al anticuerpo usando las técnicas divulgadas en
Current Protocols in Immunology, més arriba, por ejemplo. La fluorescencia puede

cuantificarse empleando un fluorimetro.

(c)  Se dispone de varias etiquetas enzima-sustrato, y la Patente de los
Estados Unidos No. 4,275,149 ofrece una resefia de algunas de éstas. Por lo
general, la enzima cataliza una alteracion quimica del sustrato cromégeno que
puede medirse utilizando varias técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar
un cambio de color en el sustrato, el cual puede medirse
espectrofotométricamente. Alternativamente, la enzima puede alterar la
fluorescencia o quimioluminescencia del sustrato. Técnicas para cuantificar un
cambio en la fluorescencia se describen anteriormente. El sustrato
quimioluminescente se excita electrénicamente mediante una reaccion quimica y
puede entonces emitir luz, la cual puede medirse (usando un quimioluminémetro,
por ejemplo) o dona energia a un aceptor fluorescente. Ejemplos de etiquetas
enzimaticas incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana; Patente de los Estados Unidos No. 4,737,456), luciferina, 2,3-
dihidroftalazindionas, malato dehidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como

peroxidasa de rabano (HRPO), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, glucoamilasa,
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lisozima, sacarido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y
glucosa-6-fosfato dehidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como ureasa y
xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa, y similares. Técnicas para
conjugar enzimas a anticuerpos se describen en O' Sullivan et al. (1981) Methods
for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme
Immunoassay, in Methods in Enzym. (ed J. Langone and H. Van Vunakis),
Académic press, New York, 73:147-166.

Ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo:

(1) Peroxidasa de rdbano (HRPO) con peréxido de hidrégeno como
sustrato, en donde la peroxidasa de rabano oxida un precursor colorante (por
ejemplo, ortofenilendiamina (OPD) o clorhidrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
(TMB));

(i) ~ Fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenilfosfato como sustrato
cromoégeno; y

(i) = B-D-galactosidasa (B-D-Gal) con un sustrato cromoégeno (por
ejemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidasa) o sustrato fluorogeno 4-metilumbeliferil-B-
D-galactosidasa.

Se encuentran disponibles otras numerosas combinaciones enzima-sustrato
para los expertos en el arte. Para una resefia general de éstas, véase las
Patentes de los Estados Unidos No. 4,275,149 y 4,318,980.

A veces, la etiqueta se conjuga indirectamente con el anticuerpo. El
artesano experto sera conocedor de varias técnicas para lograrlo. Por ejemplo, el
anticuerpo puede conjugarse con biotina, y cualquiera de las tres amplias
categorias de etiquetas ya mencionadas puede conjugarse con avidina, o
viceversa. La biotina se une selectivamente a avidina y, por lo tanto, la etiqueta
puede conjugarse con el anticuerpo en esta manera indirecta. Alternativamente,
para conseguir la conjugacion indirecta de la etiqueta con el anticuerpo, el
anticuerpo se conjuga con un pequefio hapteno (por ejemplo, digoxina), y uno de
los diferentes tipos de etiquetas ya mencionados se conjuga con un anticuerpo
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anti-hapteno (por ejemplo, anticuerpo anti-digoxina). Por consiguiente, puede
lograrse la conjugacion indirecta de la etiqueta con el anticuerpo.

En otra incorporacién de la invencion, el anticuerpo no necesita etiquetarse,
y su presencia puede detectarse usando un anticuerpo marcado que se une al
anticuerpo.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden emplearse en cualquier
metodo de analisis conocido, tal como andlisis de unién competitiva, analisis
directos e indirectos sandwich, y analisis de inmunoprecipitacion.  Zola,
Monoclonal Anbodies: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc.
1987).

Los analisis de unién competitiva se basan en la capacidad de un estandar
etiquetado de competir con la sustancia de la muestra de prueba ("the test
sahrple analyze") en cuanto a la unién con una cantidad limitada de anticuerpo.
La cantidad de antigeno en la muestra de prueba es inversamente proporcional a
la cantidad de estadndar que se une a los anticuerpos. Para facilitar la
determinacién de la cantidad que se une, los anticuerpos generalmente se
insolubilizan antes o después de la competicion, de modo que el estandar y la
sustancia que se unen a los anticuerpos pueden separarse convenientemente del

estandar y la sustancia que quedaron sin unirse.

Analisis sandwich implican el uso de dos anticuerpos, cada uno capaz de
unirse a una porcién inmunoégena diferente, o epitopo, de la proteina a detectarse.
En un analisis sandwich, la sustancia de la muestra de prueba se une por un
primer anticuerpo que se inmoviliza en un soporte sélido y, posteriormente, un
segundo anticuerpo se une a la sustancia, formando asi un complejo insoluble de
tres partes. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 4,376,110.
El segundo anticuerpo puede etiquetarse él mismo con una fraccion detectable
~(analisis directo sandwich) o puede medirse usando un anticuerpo anti-
inmunoglobulina que se etiqueta con una fraccion detectable (analisis indirecto
sandwich). Por ejemplo, un tipo de analisis sandwich es un analisis ELISA, en el

cual la fracciéon detectable es una enzima.
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Para inmunohistoquimica, la muestra del tumor puede ser fresca o
congelada o puede incrustarse en parafina y fijarse con un preservante tal como,

por ejemplo.

Los anticuerpos pueden usarse asimismo en analisis diagnosticos in vivo.
Generalmente, el anticuerpo se etiqueta con un radiontclido (tal como "'In, T,

e, ¥, 125 3, 32p ¢ 353) o un colorante de modo que el tumor pueda localizarse
usando inmunoescintiografia.

En una incorporacién, un método de detectar NRP1 en una muestra
bioldgica (por ejemplo, tejido, sangre, sueros, liquido cefalorraquideo) o una
muestra bioldégica preparada puede incluir el paso de contactar un anticuerpo de
esta invencion con la muestra y observar el anticuerpo anti-NRP1 unido al NRP1
en la muestra o determinar la cantidad del anticuerpo anti-NRP1 unido a NRP1 en
la muestra. En otra incorporacién, un método de detectar NRP1 en un sujeto
incluye el paso de administrar un anticuerpo de esta invencion al sujeto y observar
el anticuerpo anti-NRP1 ligado al NRP1 en el sujeto o determinar la cantidad del
anticuerpo anti-NRP1 unido a NRP1 en el sujeto (por ejemplo, humano, ratén,

conejo, rata, etc).
Kits de Diagnéstico

Por cuestiones de conveniencia, el anticuerpo de la presente invencién
puede suministrarse en un kit, es decir, una combinaciéon empacada de reactivos
en cantidades predeterminadas con instrucciones para llevar a cabo el analisis
diagnéstico. :Donde el anticuerpo esta etiquetado con una enzima, el kit incluira
sustratos y cofactores requeridos por la enzima (por ejemplo, un precursor
sustrato que proporcione el croméforo o fluoréforo detectable). Asimismo, pueden
incluirse otros aditivos tales como estabilizantes, amortiguadores (por ejemplo, un
amortiguador de bloqueo o amortiguador de lisis) y similares. Las cantidades
relativas de los diferentes reactivos pueden variarse ampliamente para permitir
concentraciones en solucién de los reactivos, que sustancialmente optimicen la
sensibilidad del andlisis. Particularmente, los reactivos pueden proporcionarse en
la forma de polvos secos, usualmente liofilizados, incluidos excipientes que al

disolverse suministraran una solucion de reactivos con la concentracion apropiada.
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Articulos de Fabricacion

En otra incorporacion de la invencién, se provee un articulo de fabricacion
que contiene materiales utiles para el tratamiento de los desérdenes descritos
anteriormente. El articulo de fabricacién comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto de envase sobre el recipiente o asociado con él. Recipientes
apropiados incluyen, por ejemplo, frascos, frasquitos, jeringas y tubos de ensayo,
etc. Los recipientes pueden formarse de una variedad de materiales tales como
vidrio o plastico. El recipiente comprende o contiene una composicion que es
efectiva para tratar la enfermedad y puede tener un puerto de acceso estéril (por
ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa con solucién intravenosa o un frasquito
con un tapdn perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). El agente activo
en la composicion es el anticuerpo. La etiqueta sobre el envase o asociada con él
indica que la composicién se utiliza para tratar la enfermedad de eleccién. El
articulo de fabricacién puede comprender ademas un segundo recipiente que
contenga un amortiguador farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina
amortiguada con fosfato, solucién salina de Ringer y solucion de dextrosa. Puede
incluir asimismo otros materiales deseables desde un punto de vista comercial,
incluidos otros amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, y prospectos de
envase con instrucciones de empleo.

Los siguientes ejemplos tienen como Unica finalidad ilustrar la practica de la
presente invencion y no se exponen dan a modo de limitacién. Las divulgaciones
de todas las patentes y literaturas cientificas citadas en esta solicitud se

incorporan expresamente en su totalidad por referencia.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Generacion de Anticuerpos Anti-NRP1

A. Genéracién de Bibliotecas de Anticuerpos en Bacteriéfagos

Una variedad de métodos son conocidos en el arte para generar bibliotecas
de anticuerpos desplegados utilizando otras tecnologias. Una de las ventajas de
estas bibliotecas, comparadas con las tecnologias convencionales de hibridoma,
es que son muy apropiadas para generar anticuerpos funcionales de especies

cruzadas, porque permiten la seleccion e identificacion sistematica in vitro sin la
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introduccion de tolerancia inmunitaria. Smith (1985) Science 228:1315-1317;
Bradbury and Marks (2004) J Immunol Methods 290:29-49.

En general, se han desarrollado dos tipos de bibliotecas combinatorias de
anticuerpos, distinguidas por la fuente de los repertorios. La mayoria de las
bibliotecas a la fecha son bibliotecas de anticuerpos "naturales" que utilizan los
repertorios naturales como la fuente de su diversidad, donde los genes como ARN
mehsajero de células inmunitarias de animales no sometidos a tratamiento previo
o inmunizados ("naive or immunized animals™) o humano se amplifican y clonan
en un vector para exposicion en bacteriéfagos u otra tecnologia de exposicion,
tales como exposicion en ribosomas o levaduras. Habitualmente los anticuerpos
naturales tienen multiples estructuras basicas, que junto con secuencias de CDRs
variables y la recombinacién de cadena ligera y cadena pesada constituyen la
diversidad de la biblioteca. El tamafio de la biblioteca determina el desempefio de
las bibliotecas puesto que los repertorios son en general mas grandes que el
tamarno de las bibliotecas. La biblioteca sintética, de otro lado, es una nueva rama
de la biblioteca donde la diversidad se disefia y se incorpora en la biblioteca con
ADN sintético. Se han empleado estructuras basicas Unicas o multiples. Para una
biblioteca de estructuras basicas Unicas, la fuente de la diversidad depende
Unicamente de la degradacién del ADN sintético disefiado para crear los diversos
bucles CDR. Tanto el disefio de diversidad como el tamafio de las bibliotecas son
criticos para el desemperfio de la biblioteca, el cual puede medirse por la afinidad
de los anticuerpos hallados de las bibliotecas. Knappik et al. (2000) J Mol Biol
296:57-86; Sheets et al. (1998) Proc Nat/ Acad Sci U S A 95: 6157-6162; de Haard
et al. ‘(1999) J Biol Chem 274:18218-18230.

| Introduciendo diversidad sintética en posiciones expuestas a disolvente en
las regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada variable
(CDRs), Lee et al. desarrollaron una biblioteca de anticuerpos sintéticos expuestos
en bacteriéfagos, construidos en una Unica estructura basica humana (VLappa
1 VHsubgrupo m). Sidhu et al. (2004) J Mol Biol 338:299-310; Lee et al. (2004) J Mol
Biol 340:1073-1093; Carter et al. (1992) Proc Natl Acad Sci U S A 89:4285-4289.
Esta "biblioteca VH" se desplegé como un fragmento de unién a antigeno
bivalente (Fab'2) y utilizé codones hechos a la medida para imitar la diversidad
natural observada en inmunoglobulina humana. Lee et al. (2004) J Immunol

Methods 284: 119-132. Aunque la biblioteca VH se desempefié bien tal como se
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midié por la afinidad y funcién de anticuerpos derivados, pueden ser deseables
modificaciones adicionales en el disefio de la biblioteca para generar anticuerpos
funcionales de ciertos antigenos diana de interés. La reciente disponibilidad de
trinucledtidos para la sintesis de oligonucleédtidos permitid la posibilidad de
aumentar la diversidad de aminoacidos sin incrementar la diversidad del ADN. Se
generd asi una nueva biblioteca VH/VL, como se describe en esta solicitud, en
donde las posiciones altamente variables en CDR-L3 se diversificaron ain mas,
puesto que CDR-H3 y CDR-L3 forman la esfera interna del sitio de union a
antigeno. Mian et al. (1991) J Mol Biol 217:133-151.

Maferiales y Métodos

El molde de la biblioteca sin contacto previo con antigeno VH/VL ("VH/VL
naive library template”) con CDR-L1, -L2, -L3, -H1 y -H2 de consenso se generd
usando mutagénesis dirigida por oligonucleétido en el fagémido pV0350-4 con
codones de terminacién en CDR-H3 y desplegando bivalentemente en las
superficies de particulas del bacteriéfago M13. Lee et al. (2004) J Mol Biol 340:
1073-1093.  Se construyeron bibliotecas de exposicion en bacteriéfagos
empleando el metodo de mutagénesis de Kunkel, como se describe (Kunkel et al.
(1991) Methods Enzymol 204:125-139), con una mezcla de oligonucledtidos
mutagénicos, disefiados para introducir mutaciones en los sitios designados en
CDR-L3, H1, H2 y H3 y codones de terminacion CDR-H3 de reparacion. Las
reacciones de mutagénesis (~10pug DNA) se electroporaron en células SS320 de
E. coli (~10"" células), como se describe (Sidhu et al. (2004)).

Resultados

La biblioteca VH/VL descrita aqui utilizd la estructura basica Vlgappa |
YVHsubgrupo 11 derivada de Herceptin® como se usé para la biblioteca VH, que ha
demostrado desplegarse bien en bacteridfago, expresarse bien en E. coli, y que
puede convertirse rapidamente en IgG de longitud total que se expresa bien en
céelulas mamiferas. Lee et al. (2004) J Mol Biol 340:1073-1093; Carter et al. (1992)
Proc Natl Acad Sci USA 89:4285- 4289. Las bibliotecas se desplegaron en la
superficie del bacteriéfago como un Fab (Fab';) bivalente fusionandose a la
capside del bacteriéfago P3. Esta exposicion divalente se hizo con la intencion de

aumentar las afinidades de unién aparentes a antigenos inmovilizados y ayudar a
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mejorar la recuperacion de clones de anticuerpos en bacteriéfagos raros o de baja
afinidad.

Par evitar desfases potenciales heredados de las secuencias CDR
derivadas de Herceptin® mantenidas en la cadena ligera de la biblioteca VH, se
introdujeron secuencias CDR kappa de consenso en el molde para la biblioteca
VHNVL. Residuos CDR de consenso se determinan seleccionando los
aminoacidos mas prevalentes que existen en anticuerpos humanos naturales. Los
codones de terminacion, empleados previamente en la cadena pesada de la
biblioteca VH para garantizar la mutagénesis en todas las 3 CDRs, se
reemplazaron anélogamente con secuencias del subgrupo DI de consenso para
CDR-H1 y CDR-H2. Las secuencias CDR de consenso representan el acido mas
prevalente en cada posicion. CDR-H3 juega un papel dominante en el
reconocimiento de antigeno; por consiguiente, varios codones de terminacion se
pusieron en H3 para garantizar que los clones del anticuerpo funcional de las
bibliotecas fueran diferentes entre si. Xu et al. (2000) Immunity 13: 37-45. Se
esperaba que la presencia de secuencias CDR humanas de consenso permitiera
que variantes parcialmente mutadas (no todas las CDRs tomadas como dianas se
cambiaron) se desplegaran y permanecieran potencialmente funcionales en la
union. De este modo el disefio VH/VL tiene la ventaja de aumentar la proporcion
de clones funcionales de anticuerpos en bacteriégrafos en la biblioteca. Las
secuencias CDR usadas fueron SISSYL para CDR-L1 (posiciones 28-33),
GASSRA para CDR-L2 (posiciones 50-55), YYSSPL para CDR-L3 (posiciones 91-
96), FTFSSYAMS para CDR-H1 (posiciones 27-35), y RISPSGGSTY para CDR-
H2 (posiciones 50-58), y WXXXRPXXMDY para CDR-H3 (posiciones 95-102, X es
un codon de terminacién) como se muestra en la Tabla I. La prevalencia de cada

posicion en anticuerpos humanos se muestra también en la Tabla |.

Se introdujo diversidad en la biblioteca VH/VL en un subconjunto de
posiciones CDR basandose en su alta exposicion a disolvente y/o variabilidad
especialmente alta entre secuencias de anticuerpos naturales. Las posiciones
seleccionadas para mutagénesis y la diversidad que se introdujo se muestran en
la Tabla H. Por ejemplo, en CDR-H1, las posiciones 27, 28, 30, 31, 32, 33y 34 se
eligieron para diversificar. Para el disefio de la biblioteca VH/\V/L, codones oligo
degenerados o trinucledtidos se utilizaron para guiar la diversidad en cada

posicion, de modo que se estuvieran representados los aminoacidos mas
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prevalentes. Por ejemplo, en CDR-H1 (posicion 30), serina representa alrededor
del 50% de la diversidad natural, de modo que se emple6 una mezcla de
trinucledtidos (X1) que tenian aproximadamente 52% de serina y 2.5% de otros
aminoacidos, excepto cisteina.

CDR-H3 y CDR-L3 forman el centro del sitio de unién a antigeno y, en
consecuencia, muestran la frecuencia mas alta de contactos de antigeno en
complejos anticuerpo-antigeno estructuralmente conocidos. Chothia et al. (1989)
Nature 342:877-883. Se aleatorizaron cinco residuos en CDR-L3 (Tabla Il) con la
variabilidad mas alta. En general, CDR-H3 es la mas diversa en términos de
longitud, lsecuencia y estructura y es un componente clave de la diversidad en
anticuerpos naturales. Xu and Davis (2000) Immunity 13:37-45; Wu et al. (1993)
Proteins 16:1-7. Por lo tanto, se construyeron 12 sub-bibliotecas con diferentes
longitudes CDR-H3 que variaba desde 9 a 20 aminoacidos. Combinadas, estas
sub-bibliotecas cubren aproximadamente 90% de la variacion de longitud CDR-H3
en anticuerpos naturales. Se sintetizaron oligonucleétidos que codifican CDR-H3
usando codones de trinucledtido. Esto nos permitio eliminar facilmente cisteina
(rara en CDR-H3), y aumentar los niveles de glicina, tirosina y serina, los residuos
mas abundantes en CDR-H3. Mian et al. (1991) J Mol Biol 217:133-151. El codén
X7, una mezcla de trinucleétidos de alrededor de 15.6% de serina, tirosina y
glicina cada uno, con 3.1% cada uno de los restantes aminoacidos excepto
cisteina, se utilizé para cada posicién en CDR-H3 (calculos tedricos para todas las
mezclas de trinucledtidos). Se utilizaron igualmente diferentes combinaciones de
trinucledtidos en posiciones seleccionadas de CDR-H1, H2, H3, y L3. Como se
muestra én la Tabla Il y la Tabla Complementaria Tabla |, los codones X1 a X6
tienen un alto porcentaje de serina, tirosina, o glicina. X1 tiene 52.5% de serina,
X2 tiene 52.5% de tirosina, X3 tiene 10% de tirosina, glicina o serina, X4 tiene
28.8% de glicina, X5 tiene 19.2% de tirosina, glicina o serina, y X6 tiene 20% de
tirosina o serina. Se calculé que la biblioteca de anticuerpos en bacteriéfagos
VH/VL tenia aproximadamente 10 variantes desplegadas.

Tabla I. S’ecuencia consenso o CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1 y CDR-H2
en el molde de la biblioteca VH/VL. Los residuos de la CDR de consenso se
determinan seleccionando los aminoacidos de mas prevalencia existentes en
anticuerpos humanos naturales. Se muestra la prevalencia (%) de cada residuo

en anticuerpos humanos en una posicién dada, que se calcula de la alineacion de
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aprbximadamente 1600 secuencias de cadena ligera humanas y 3500 secuencias
de cadena pesada humanas en la base de datos de Kabat (Kabat et al. (1977) J

Biol Chem 252:6609-6616).

CDRs Posiciones Residuos  Prevalencia en anticuerpos
humanos naturales (%)

28 S 33
29 I 40
CDR.L1 30 S 55
31 S 44
32 Y 67
33 L 94
50 G 25
51 A 79
CDR-L2 > S %
93 S 36
54 R 60
55 A 45
91 Y 54
92 Y 23
CDR-L3 % S 40
94 S 24
95 P 80
96 L 22
27 F 45
28 T 54
29 F 73
30 S 68
CDR-H1 31 S 50
32 Y 64
33 A 22
34 M 46
35 S 34
CDR.H2 50 R 17
51 I 84
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52 S 26
52a P 29
53 S 24
54 G 37
55 G 53
56 S 28
57 T 56
58 Y 32

Tabla Il. Diversidad disefnada de CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 para la
bfblioteca VHIVL. Se relacionan posiciones CDR elegidas para aleatorizacion en
CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 con residuos de consenso en el molde de
la biblioteca. La diversidad disefiada es un grupo de residuos codificados por un
dodén degradado elaborado a la medida (cursiva) o 19 aminoacidos sin cisteina
codificados por mezclas de codén de trinucleétidos (texto en negrilla), de modo
que el porcentaje de tipos de aminoacidos codificados en cada posiciéon era
cercano 0 mas alto que el 50% de los tipos de aminoacidos hallados en la base de
datos. Para posiciones particulares, todos los 19 aminoacidos sin cisteina se
introducen usando mezclas de codén de trinucleétidos con diferente desfase hacia
Tyr (Y), Gly (G) y Ser (S).
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Diversidad de disefo Cobertura de
CDRs Posiciones Code Residuos codificados (%) diversidad
odon
Y G S otros(-Cys) natural (%)
Y91 TAC 100 - - - 77
MGC - - - R/S(50)
CDR-L3 Y92 X5 19.2 19.2 19.2 2.5 100
S93 X1 25 25 525 2.5 100
S94 X6 20 33 20 3.3 100
L96 NTC - - - F/II/LIV(25) 45
F27 TWC 50 - - F(50) 65
T28 ASC - - 50 T(50) 90
S30 ASC - - 50 T(50) 86
'CDR-H1 S31 X1 25 25 525 2.5 100
Y32 X2 525 25 25 2.5 100
A33 X7 15.6 156 156 3.1 100
M34 ATS - - - M/I1(50) 67
R50 X3 5 5 5 5 100
S52 X6 20 33 20 3.3 100
j P52a CCT - - - P(100) 100
CDR-H2 X7 156 156 15.6 3.1
S53 X7 156 156 15.6 3.1 100
G54 RRC - - 25 DIGIN(25) 81
S56 DMT 166 - 16.6 A/D/N/T(16.6 81
Y58 DAC 333 - - D/N(33.3) 70
95 X4 3.8 288 38 3.8 100
96 X4 3.8 288 3.8 3.8 100
97~100k (X7)4~15 156 156 156 3.1 >98
100/ X7 156 156 156 3.1 100
CDR-H3 GBT - 333 - AN(33.3)
100m TTC - - - F(100) 89
ATG - - - M(100)
101 GAT - - - D(100) 92
102 TAC 100 - - - 67
GTC - - - V(100)

B. Generacion de anticuerpos anti-NRP1 monoclonales derivados de

bacteriofago

Materiales y Métodos

Clasificacion e identificacion sistematica de bibliotecas para detectar
anticuerpos anti-NRP1 — Constructos NRP1 humanos y murinos (1-641aa) se
clonaron en un vector de expresion mamifero, y se expresaron en células CHO.

Formas truncadas de los dominios NRP-1, ala2 y b1b2 se expresaron en
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baculovirus. Inmunoplacas NUNC 96 well Maxisorp se recubrieron de un dia para
otro a 4° C con antigeno diana (10ug/ml) y se bloquearon durante 1 hora a
temperatura de la sala con amortiguador de bloqueo de bacteriéfago PBST (PBS y
1% BSA y 0.05% Tween 20). Las bibliotecas de exposicion de anticuerpos en
bacteriéfagos se agregaron a placas de antigeno y se incubaron de un dia para
otro a temperatura de la sala (RT). Al dia siguiente, placas recubiertas con
antigeno se lavaron 10 veces con PBT (PBS con 0.05% T-20), y los bacteriéfagos
unidos se eluyeron con 50mM HCI y 500mM NaCl durante 30 minutos y se
neutralizaron con un volumen igual de 1M Tris base pH7.5. EIl bacteridfago
recuperado se amplificé en células XL-1 Blue de E. coli. Durante las rondas
subsiguientes de seleccion, la incubacién de bacteriéfago de anticuerpo con las
blacas recubiertas con antigeno se redujo a 2-3 horas, y gradualmente se

aumenté el rigor del lavado de la placa.

Afinidad de unioén, especificidad y analisis de citometria de flujo de
anticuerpos anti-NRP1 - Los valores ICs del anticuerpo en bacteriéfago se
determinaron usando ELISA de unién a bacteriéfago competitiva, como se
describe. Lee et al. (2004) J Mol Biol 340:1073-1093. Las curvas de competicion
se ajustaron con el programa de ajuste de curvas de regresion no lineal de cuatro
'parémetros (Kaleidagraph, Synergy Software) para determinar los valores ICsp, los
~ cuales se calcularon como la concentracién de antigeno en la etapa de unién en
‘solucién que inhibi6 el 50% del anticuerpo desplegado en bacteriéfago de unirse al

“antigeno inmovilizado.

Clones de interés se reformatearon luego en IgGs clonando la regién V| Vy
- de clones individuales en vector LPG3 y LPG4 respectivamente (Carter et al.
(1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:4285-4289), expresado transitoriamente en
células mamiferas, y se purificaron con columnas de proteina A. Para las
- determinaciones de afinidad de unién de IgGs anti-NRP1 su empled medicién de
~ resonancia de plasmones superficiales (SPR) con un instrumento BIAcore™-3000.
IgGs anti-NRP1 se acoplaron a chips biosensores CM5 activados para obtener
aproximadamente 500 unidades de respuesta (RU), seguidas bloqueo de los
grupos que no reaccionaron con 1M etanolamina. Para mediciones cinéticas, se
inyectaron diluciones en serie dobles de Neuropilina (0.7 a 500 nM) en
amortiguador PBST a 25°C con un caudal de 30ul/min. Las tasas de asociacion

(kon) Y las tasas de disociacion (ko«) se calcularon usando un modelo de unién de
74



Langmuir uno a uno simple (Software de Evaluacién BlAcore versién 3.2). La
constante de disociacién de equilibrio (Kd) se calculd como la relacion keslkon.

Para pruebas de especificidad de unién, 10ug/ml de IgGs en amortiguador
PBST se incubaron con placas Maxisorp de 96 pocillos, recubiertas con 2ug/ml de
“antigeno durante por lo menos 1 hora, y las placas se lavaron con amortiguador
PBT. Los anticuerpos unidos se detectaron con conjugados HRP de anticuerpo
anti-humano, desarrollados con sustrato TMB durante aproximadamente 5
minutos, extinguidos con 1M H3PO,, y se leyeron espectrofotométricamente a 450
nm.

} Para analisis de citometria de flujo, células HUVEC se desprendieron de los
frascos de cultivo de tejido con amortiguador de disociacion de células. Las
celulas disociadas se Iavaroh en PBS y se re-suspendieron en PBS que contenia
2% de Suero Fetal Bovino (amortiguador FACS). Las células se incubaron con
10ug/ml de anticuerpos anti-NRP1 o anticuerpo de control (anti-IgE) en
amortiguador FACS sobre hielo durante 30 minutos. Seguidamente las células se
lavaron dos veces en PBS, y se colorearon en amortiguador FACS con IgG anti-
humana en cabra PE-Fab';, anticuerpo especifico Fc sobre hielo durante 30
minutos. Luego de dos lavados con PBS, las células se re-suspendieron en 200yl
de amortiguador FACS y se analizaron mediante citometria de flujo (FACS caliber,
Benton Dickenson, Mountain View, CA) usando software Cell-Quest.

Resultados

Las 12 sub-bibliotecas VH/NL se cribaron individualmente ("were
individually panned”) contra proteina hNRP1 (ala2b1b2)-Fc expresada en
células CHO inmovilizadas para la primera ronda de seleccion. Bacteriéfagos
eluidos de cada sub-biblioteca se amplificaron y luego se combinaron para una
segunda ronda de seleccion. Puesto que hNRP1-F¢ se utilizé como el antigeno, el
bacteriofago agrupado se pre-absorbié con un exceso de proteina de fusion Fc
irrelevante luego de la primera ronda de cribado para minimizar la recuperacién de
anticuerpos en bacteridfago anti-Fc. Luego de la cuarta ronda de cribado, 95
clones de bacteriéfago escogidos aleatoriamente se evaluaron con respecto a la

capacidad de unirse especificamente a NRP1. Noventa por ciento (90%) de los
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clones fueron positivos para union hNRP1 y 40% de los clones positivos fijaron

NRP1 humano y murino.

Los clones del bacteri6fago se secuenciaron, y 10 clones Unicos se
. escogieron para posterior caracterizacion. Todos se unieron a NRP1 humano y
murino con una |Cso por debajo de 70 nM en el ELISA del bacteriéfago. El clon
- YW64.3 se uni6 a NRP1 humano y murino con una ICsy de 0.5 y 3.4 nM,
| respectivamente (Tabla TS). Las secuencias del los 10 clones reflejan el disefio
de la biblioteca VH/VL con longitudes CDR-H3 variables varios cambios
~distribuidos a todo lo largo de CDR-H1, H2 y L3, si bien se conservan algunas
“secuencias CDR de consenso del molde de la biblioteca. Los clones 64.3 y 64.29
i tienen cambios en todas las 4 CDRs y poseen ademas las mejores afinidades de
-union al NRP1 tanto humano como murino (Tabla 1l).

Tabla L.
bacteriéfago) para anticuerpos anti-NRP1.

Secuencias CDR parciales y afinidad de unién (ICs, del
Soélo se muestran secuencias de
aminoacidos CDR en posiciones aleatorizadas de 11 diferentes clones de

bacteri6éfago identificados de la biblioteca VH/VL. Las afinidades como valores

ICs0 con hNRP1 y mNRP1 se midieron con ELISA de bacteriéfago competitivo.

Clon | CDR- | SEQID| CDR- | SEQID| CDR- | SEQID| CDR- | SEQID
‘ L3 NO: H1 NO: H2 NO: H3 NO:
Parcial Parcial Parcial Parcial
(91-96) (27-34) (50-58) (95-
102)
YW64. | YMSV |7 FSFSS | 18 SITGK | 29 WGKK | 40
3 PI EPI NGYY VYG---
: MDV
YW YYSSP| 8 FTFSS | 19 SIAGS | 30 WGGS | 41
64.4 L YAM GGYY NGSG-
--FDY
YW YYSSP| 9 YSFSS | 20 SIYPP | 31 WGSR [ 42
64.14 |L HMM GGYY SPG---
-MDV
YW YYSSP| 10 FTFSS | 21 TIIPHG]| 32 WAKR | 43
6423 |L YAM GYY SYG-—-
‘ MDV
YW YYSSP| 11 FTFSS | 22 WISPL | 33 WGRR | 44
6428 |L YAM NGYY YIG----
‘ MDV
YW RYSVP| 12 FTFSS | 23 SIF- 34 YGNH | 45
64.29 || YQL SGGY AV
Y
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YW | YYSSP[13 FTFSS | 24 SISRG | 35 WAGG | 46

64.30 |L YAM DGYY SA---
MDV

YW | YYSSP| 14 FTFSQ| 25 TIYPF | 36 FGQS |47

64.47 |L YSI GGYY YYGG
SYAM
DV

YW | YYSSP|15 FTFTS | 26 SIS- |37 WESY |48

6453 |L RTM SGGY YG-mem-

Y

YW | YYSSP| 16 FTFSS | 27 SIYST | 38 WGYP |49

64.55 |L YAM GGYY G
MDV

YW | YYSSP[17 FTFSS | 28 QISPA | 39 ELPYY | 50

1074 |L YAM GGYN RMSK
V-MDV

Clon IC50 (nM)

mNRP1 | hNRP1

YW64.3 |3.4:09  |0.48:0.02

YW64.4 (35:9.6  |24+7.4

YW 11234 |5.240.9

64.14

YW 46£21 47+14

64.23

YW 7.9+1 1202

64.28

YW 9.9+42 [2.7£0.1

64.29

YW |60z11 50£19

64.30

YW 67125  |21%6

64.47

YW 16129  |4206

64.53

YW 17158  |3.9+1

64.55

YW 3820  |6.1%1

107.4

Variantes truncadas de dominio de hNRP1 se emplearon para identificar el
epitopo de unién para estos clones y todos se mapearon al dominio ala2 de
hNRP1. Para seleccionar anticuerpos de bacteriéfago que se unieron al dominio
b1b2 de NRP1 y bloquear potencialmente la unién de VEGF, iniciamos un nuevo
proceso de cribado usando hNRP1 (b1b2)-His expresado en baculovirus como un
antigeno inmovilizado. Luego de 4 rondas de seleccion, tan sélo un clon Unico,
YW107 4, se identificé que se unié a NRP1 humano y murino. YW107.4 se uni6 a
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NRP1 humano y murino con una ICso de 6 y 38 nM en el ELISA de Bacteri6fago
(Tabla 111).

Caracterizacion de IgG anti-NRP1seleccionada — Clones anti-NRP1
seleccionados de la Tabla Il se reformatearon en IgG1 de longitud completa,
expresada en células CHO y se purificaron para caracterizacién posterior. Los
anticuerpos en bacteri6fago anti-NRP1 YW64.3 y YW107.4 se unieron
especificamente a NRP1 humano y murino y no se unieron a NRP-2 humano o
murino, ErbB2-ECD o BSA. Figure 1A. Cada uno de los otros ocho anticuerpos
en bacteriéfago mostré6 una especificidad similar. Mediante resonancia de
plasmones superficiales, IgG YW64.3 y YW107.4 inmovilizada no interactué con
estos antigenos en concentraciones hasta 500 nM. No obstante, los dos YW64.3
y YW107.4 unieron NRP1 humano con una Ky de 0.9 y 5 nM, asi como NRP1
murino con una Kq de 7.8 y 11 nM, respectivamente. Aunque estos anticuerpos se
seleccionaron usando antigeno inmovilizado en placa, el analisis FACS demostro
que todas las IgGs purificadas se unieron también a células HUVEC, que
expresan hNRP1 endégenamente (por ejemplo YW64.3 y YW107.4 mostrados en
Figura 1B).

C. Maduracién por Afinidad de Anticuerpos anti-NRP1

YW107.4 se unié al dominio b1b2 de NRP1 humano y murino con una ICs
de bacteriéfago de 6 y 38 nM, respectivamente (Tabla Ill). Para aumentar la
potencia in vivo, este clon se maduré por afinidad usando NRP1-His humano.

Materiales y Métodos

Para generar el molde de la biblioteca para maduracién por afinidad del clon
YW107.4, la cremallera de leucina GCN4 del fagémido progenitor se retird
primeramente usando mutagénesis de Kunkel para permitir un formato Fab de
despliegue monovalente. Se incorpor6é un codon de terminacién en CDR-L3. Se
empled una estrategia de aleatorizacidén suave ("a soft randomization strategy")
para la maduracién por afinidad, que introdujo el indice de mutacién de
aproximadamente 50% en las posiciones seleccionadas mediante la sintesis de
ADN mutagénico con mezclas 70-10-10-10 de bases que favorecen los

nucledtidos naturales. Gallop et al. (1994) J Med Chem 37:1233-1251. Se
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generaron tres bibliotecas diferentes con combinaciones de bucles CDR,
aleatorizacion L1/L2/L3, L3/H1/H2 y L3/H3, a través de residuos seleccionados
con aleatorizacién suave en las posiciones 28-32 de CDR-L1, 50 y 53-55 de CDR-
L2, 91, 92, 93, 94 y 96 de CDR- L3, 28-35 de CDR-H1, 50-58 de CDR-H2, y 95-
100 de CDR-H3.

Para seleccionar clones madurados por afinidad, bibliotecas de
bacteriéfagos se sometieron a clasificacion de placa para la primera ronda y se
siguieron por cuatro rondas de clasificacion de fase en solucidén, como se describe.
Lee et al. (2004) J Mol Biol 340:1073-1093. En la primera ronda de clasificacién

de placa, se agregaron tres bibliotecas a la placa recubierta con hNRP1 en forma

separada durante 1 hora a 37°C. Luego de eso, se realizaron cuatro rondas de
clasificacién de de fase en soluciéon para aumentar la eficiencia de la seleccion
basada en afinidad con restriccién creciente en la siguiente forma: ronda 2 (5nM
hNRP1 biotinilado), ronda 3 (1nM de hNRP1 biotinilado), ronda 4 (0.5nM de
hNRP1 biotinilado y 250nM de competidor hNRP1 no biotinilado a 37°C durante 1
hora) y ronda 5 (0.5nM de hNRP1 biotinilado y 500nM de competidor hNRP1 no
biotinilado a 37°C durante 3 horas). Durante el proceso de seleccion, se incluyé la
reaccion sin hNRP1 biotinilado y sirvié como unién de bacteriéfago de fondo para

calcular el enriquecimiento de cada ronda de cribado.

Luego de cinco rondas de cribado, se emple6é un ELISA de bacteriéfago
competitivo de punto Unico de alto rendimiento para cribar rapidamente clones de
alta afinidad, como se describe. Sidhu et al. (2004) J Mol. Biol 338:299-310. Se
seleccionaron para caracterizacién posterior clones con baja relaciéon de la

absorbencia a 450nm en la presencia de 5nM hNRP1 a la en ausencia de hNRP1.
Resultados

Tres diferentes combinaciones CDR, L1/L2/L3, L3/H1/H2 y L3/H3, se
eligieron para aleatorizacién usando una estrategia de 'aleatorizacién suave' que
mantiene un desfase de secuencia natural, de modo que posiciones seleccionadas
se mutan unicamente 50% del tiempo. Gallop et al. (1994) J Med Chem 37:1233-
1251. Para maduracién por afinidad, el Fab monovalente se desplegd en
bacteriéfago en lugar de Fab bi-valente para reducir la avidez potencial durante la

seleccion. Se introdujeron codones de terminaciéon en CDR-L3 en cada sub-
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biblioteca. = Estrategias de seleccion de disociacion ("off-rate selection
strategies”) (véase Métodos) se emplearon para mejorar la afinidad de YW107 4,
puesto que ya poseia una constante tasa de asociacion relativamente alta
(2.2x10°), pero la constante de tasa de disociacion (1.1x10%) fue relativamente
rapida (Tabla V).

En la primera ronda de seleccion, todas las 3 bibliotecas con aleatorizacién
suave CDR se cribaron/tamizaron contra hNRP1 inmovilizado, seguido por rondas
subsiguientes con una estrategia de clasificacion fase-solucién para limitar la
concentracion diana y aumentar la seleccion basada en afinidad. La
concentracion de hNRP1 biotinilado se redujo gradualmente de 5 a 0.5 nM y se
agregd un exceso de 500 veces de hNRP1 no biotinilado para competir por
enlazantes de disociacién rapida. La mezcla se incubé igualmente a 37°C durante

hasta 2 horas.

La biblioteca L1/L2/L3 mostré un enriquecimiento significativo luego de la
ronda 5. Noventa y seis clones se eligieron aleatoriamente, se secuenciaron y
luego se clasificaron las afinidades. Veintitrés clones de bacteriéfago Unico se
seleccionaron y se purificaron para posterior caracterizacién. La mayoria de los
clones tuvieron una afinidad mejorada para hNRP1 como se determiné por ELISA
de competicion de bacteriéfago. Sorpresivamente, la afinidad para mNRP1 se
mejor6 asimismo a pesar de haberse omitido del proceso de seleccion, sugiriendo
que los clones se unieron a un epitopo conservado. Clones seleccionados
tuvieron 4 a 7 cambios en las 3 CDRs de cadena ligera; posiciones 28 y 30 en
CDR-L1 tendieron a sustituirse con tirosina e histidina, respectivamente, mientras
que las posiciones 92, 93, y 96 en CDR-L3 fueron mas diversas (Tabla IV).

Clones con altisima afinidad por los dos NRP1 humano y murino
(YW107.4.18, YW107.4.38, YW107.4.52, YW107.4.63, YW1074.76a vy
YW107.4.87) se re-formatearon y se expresaron como anticuerpos de longitud
completa. Todas las 6 IgGs tuvieron una afinidad mejorada para hNRP1 vy
mantuvieron el bloqueo completo de la union VEGF-A. Afinidades para NRP1
humano y murine variaron de 0.4 a 1.8 nM (Tabla V). Se mejoré la constante de
tasa de disociacion de YW107.4.87 llevando a una mejora general en afinidad de

alrededor de 10 veces para los dos NRP1 humano y murino; no se observé unién
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al NRP2 humano o murino (Figura 2A). YW107.4.87 mostré también una union

mejorada a NRP1 de la superficie celular (Figura 2B).

Tabla IV. Secuencias CDR y afinidad de unién (ICs, del bacteriofago) para
clones YW107.4 de afinidad mejorada.

Se muestran las secuencias de aminoacidos deducidos de clones YW 107.4
madurados por afinidad en las posiciones CDR de cadena ligera aleatorizadas.
Los valores ICsg Fab-bacteriéfago del clon individual contra hNRP1 y mNRP1 de
ELISA de bacteriéfago de competicién se utilizaron para comparar la mejora de
afinidad con el YW107 4.

Clon CDR- | SE | CDR- | SE | CDR- [SEQ IC50 (nM)
L1 QID L2 Q L3 ID |[mNRP1| hNRP1
Parcial | NO: | Parcial | ID | Parcia | NO:
(28-32) (50-55) | NO: | 1(92-
95)
YW107.4 |SISSY| 51 |GASSR| 75 |YSSP| 99| 38+20 6.1+1
A L
YW107.4. | YISSY| 52 [GASRR| 76 |IGSPI| 100|15+04| 0.31
33a A 10.04
YW107.4.5|YISSY| 53 |GASRR| 77 |LNSPL| 101|1.7 0.1 0.30
3 E +0.02
YW107.4.6|YISSY| 54 |GASSR| 78 |IVSPL| 102{26+06| 045z
6 A 0.02
YW107.4. | YISSY| 55 |GASRR| 79 [LRSP | 103{08+04| 023+
76a A H 0.01
YW107.4.7|YISSY| 56 |[GASSR| 80 |LSSPI| 104|17+£02| 0.30
8 E +0.02
YW107.4.8|YISSY| 57 |GASSG| 81 | IISPI | 105| 4+£07 | 044+
5 E 0.06
YW107.4.5|RISSY| 58 |GASRR| 82 |KLSPL| 106{ 12+6 2105
1 E
YW107.4.5|YISSY| 59 |GASSR| 83 [|KSSP| 107(35+15|0.73+0.2
8 A R 8
YW107.4. \WIHSY| 60 [GASSS| 84 |YSSP| 108|12+22| 0.81
42 A L +0.09
YW107.4.5|RIHSY| 61 |GASSR| 85 |YISPL| 109| 26+14 | 1.840.7
9 A
YW107.4. |YIHSY| 62 |GASRR| 86 |YGTP| 110| 7.8+2 | 058+
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~ 33p A H 0.07
YW107.4. [PLHSY| 63 |GASSR| 87 |YRSP| 111 271 | 084
54 A L +0.05
YW107.4.6|YLSSY| 64 [GASSS| 88 [ISVPL| 112]08+0.1| 0.15
3 E +0.01
YW107.4.3[YLSSY| 65 |GASSR| 89 |LRSPI| 113|1.4+03| 028
8 , A +0.01
YW107.4.1|YFSSY| 66 |GASTH| 90 [IRSPL| 114[1.1£0.3| 0.21
8 E +0.02
YW107.4.5|YFSSY| 67 [GASTL| 91 [IRSPL| 115]1.1+0.3] 022
2 A +0.04
YW107.4.8|YFSSY| 68 [GASSR| 92 [LGSP| 116]1.5+02] 0.21
7 A P +0.04
YW107.4.5[LTHSY| 69 [GASSR| 93 [YSSP| 117| 2+24 | 003
5 A L +0.05
YW107.4. |RTHS | 70 |GASSR| 94 |YGSP| 118] 33 0.45
20 Y A H +0.06
YW107.4. | YTHS | 71 |GASSR]| 95 [YSSPI| 119]34+06] 010+
12 Y A 0.02
YW107.4.1] YTHS | 72 |GASSR| 96 |YSSP| 120| 61 0.24 +
7 Y A \V; 0.02
YW107.4.4|WTHS| 73 [GASRL]| 97 [FISPH| 121[5.5+2.3| 043+
1 Y E 0.07
YW107.4. [WVHS| 74 |GASSR| 98 |YGTPI| 122(39+08] 034
.~ 76b Y A +0.01

Tabla V. Analisis cinético de union de lgGs anti-NRP1 a 25°C. Las afinidades
de union de IgGs anti-NRP1 se midieron en un instrumento BlAcore-3000 usando
un chip de biosensor inmovilizado en IgG con diluciones de hNRP1 0 mNRP1 que
fluian a 25°C (Véase Materiales y Métodos). Cada medicion tiene un error en Ky

de aproximadamente + 25%.

NRP1 murino NRP1 humano
Clon konp 95 (M koff10* (s")  Kd(nM) kon41 95 (M koff10* (s")  Kd(nM)
s) s)

YW64.3 0.6 45 7.8 1.3 1.2 0.9
YW107.4 1.4 15 11 2.2 11 5
YW107.4.18 1.4 2.9 2.1 1.8 1.8 1
YW107.4.38  0.84 2.7 3.2 0.94 1.7 1.8
YW107.4.52 1.3 1.6 1.2 1.4 1.3 0.9
YW107.4.63 1.6 1.3 0.8 1.8 1.5 0.8
YW107.476  0.42 13 31 1.2 1.7 14
| a
YW107.4.87 1.6 2 1.3 1.9 0.77 0.4
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Ejemplo 2. Actividades Biolégicas de Anticuerpos Anti-NRP1

Las secuencias de anticuerpo de YW64.3 y YW107.4.87 se muestran en
Figura 3. Para fines de esta solicitud en las siguientes descripciones de
actividades de anticuerpos anti-NRP1, "YW64.3" y "anti-NRP"' se usan
indistintamente; y "YW107.4.87" y "anti-NRP®" se usan indistintamente.

Materiales y Métodos
Cultivos de Células

HUVEC, HUAEC, y HMVECs se adquirieron de Cambrex y se cultivaron en
medio EGM-2 (Cambrex). Las células y los cultivos de tejido se mantienen a 37°C

en un incubador con 5% CO,, 95% de humedad.
DRG y andélisis de colapso del hipocampo

Analisis de colapso en axones de raton E12.5 DRG se realizaron como se
describe en He and Tessier-Lavigne (1997) Cell 90:739-751. En sintesis,
explantes DRG se esparcieron en portaobjetos de 8 camaras recubiertas con
laminina (Nunc) y se cultivaron en medio N3-F12 con 50ng/ml NGF de un dia para
otro a 37°C en un incubador con 5% CO;, 95% de humedad. Semaforina -3A
humana (Met-1 a Val-771) se clon6 en el vector de expresion eucariota pRKS5 con
una etiqueta de fusion de hexahistidina C-terminal. La proteina se expresé
transitoriamente en células CHO y se purifico por cromatografia de afinidad
NiNTA. Se utilizé secuenciamiento N-terminal para confirmar la proteina visible
comov" una banda de 90 kDa en un gel SDS-PAGE coloreado con azul de
Coomassie. Se agreg6 sema3A purificada a ~8ng/ml en la presencia o ausencia
de inhibidores, y los explantes se incubaron a 37°C durante 30 minutos para
inducir colapso. Para visualizacion, conos de crecimiento se fijaron en 4% PFA 'y
15% sacarosa, se colorearon con rodamina-faloidina (Molecular Probes) a 1:40 en
PBS durante 30 minutos, y luego se lavaron y montaron con Fluoromount G
(Fisher). Para realizar el analisis de colapso de hipocampo, cerebros de raton E17
se diseccionaron en PBS enfriado y se seccionaron horizontalmente en rodajas de
250um de espesor usando un tajador de tejido (Mcllwain). El giro dentado se sub-
diseccion6 ain mas de secciones seleccionadas del hipocampo usando finas
agujas de tungsteno. Se esparcieron explantes en portaobjetos de 8 camaras

recubiertas con laminina (Nunc) y se cultivaron en medio neurobasal
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suplementado con B27 (Gibco Life Technologies) de un dia para otro a 37°C.
Para inducir el colapso, los explantes se incubaron con control o anticuerpos anti-
NRP1 (10 pg/mil) en la presencia de medio acondicionado con células COS

transfectadas con control o transfectadas con Sema3F durante 30 minutos a 37°C.
Andlisis de migracién de células

Se realizaron analisis de migraciéon de células usando un analisis de camara
Boyden modificada con el sistema insert 24-multiwell Falcon con tamafo de poro
de 8um (BD Biosciences). Las placas se recubrieron con 8 ug/ml de laminina
(Invitrogen) durante 16 horas a 37°C en las dos camaras superior e inferior. Se
cosecharon HUVECs (80-90% confluencia) con tripsina, se contaron, se
centrifugaron y se resuspendieron en EBM-2 con 0.1% BSA con una
concentracion de 5 x 10° células /ml. 100ul de células se agregaron a la camara
superior del sistema transwell. Se agregaron inhibidores a la camara superior con
las células inmediatamente antes de la adicion de los estimulos a la camara
inferior (10ng/mi de VEGF en la mayoria de los casos), que contenian 500 ul EBM-
2 con 0.1% BSA. Las placas se pusieron entonces a 37°C de un dia para otro.
Para cesar el analisis, se retiraron las células en la cara superior de la membrana
usando un bastoncillo de esponja y las células en la cara inferior se fijaron con
metanol y se colorearon con verde Cytox green (Molecular Probes). El nimero de
células migradas en la cara inferior de la membrana se contaron usando un
microscopio fluorescente AxiPhot y los resultados se analizaron con el programa
ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Analisis de Excrecencia en Microesferas

Microesferas microcarrier Cytodex 3 recubiertas con dextrina (Amersham
Pharmacia) se incubaron con HUVECs subconfluyentes con una concentracion de
400 células por microesfera en 1 ml de medio EGM-2, durante 4 horas a 37°C en
un incubador 5% CO, con suave agitacién cada 20 minutos. Las microesferas se
transfirieron entonces a un frasco de cultivo de tejido 25-cm? (BD Biosciences) y
se incubaron en 5 ml de EGM-2 durante 12-16 horas a 37°C. Microesferas
recubiertas con HUVEC se lavaron entonces tres veces con 1ml EGM-2 y se
resuspendieron en 2.5ug/ml de fibrindgeno (Sigma) en PBS con una densidad de

200 microesferas/ml. 0.5 mi de solucion fibrinégeno/microesferas se transfirié en
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un pocillo de una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos que contenia 0.625
unidades de trombina (Sigma) para inducir coagulacion. La solucién
fibrinégeno/microesferas se incub6 durante 5 minutos a temperatura de la sala,
luego durante 20 minutos a 37°C en un incubador 5% CO,. Una vez completa la
coagulacién, se agregé 1ml de EGM-2 a cada pocillo y el codgulo se equilibrd
durante 30 minutos a 37°C. Se retiré el medio, y 1mi de células fibroblastos de la
piel (Detroit 551) con una concentracion de 2000/ml en medio EGM-2 se
esparcieron en la parte superior del coagulo. A continuacion se agregaron
diferentes anticuerpos a cada pocillo y el analisis se monitore6é durante 8 dias con
cambio en el medio cada 2-3 dias. Se tomaron imagenes de resoluciéon 10x de las
microesferas con un microscopio invertido, y circulos concéntricos espaciados a
_-.100, 200, y 300 um se trazaron digitalmente alrededor de la microesfera en cada
‘imagen. Se contd el nimero de vasos que cruzaban cada linea y se tom¢é el

promedio en cada distancia y condicion.
- Anélisis FACS

HUVECs confluyentes se incubaron con control o anticuerpos anti-NRP1
con 10ug/ml durante 5 minutos, 2 horas o 20 horas a 37°C en un incubador 5%
CO,. Las células se cosecharon con solucién amortiguadora de disociacion de
células libre de enzima (Gibco), neutralizada con un volumen igual de solucion
amortiguadora FACS (1 x PBS, 2% FBS, 2 mM EDTA, 0.1% azida de sodio) y se
transfirieron en placas de analisis de 96 pocillos con fondo en U Pro-bind (Falcon)
con 500.000 células por pocillo. Se recogieron los sedimentos celulares mediante
centrifugacién a 2k rpm, y se resuspendieron en 25 pl de solucién amortiguadora
colorante (solucién amortiguadora FACS con 5% suero de ratbn normal, 2% de
suero de rata normal y 10% 10 ug/ml IgG humana) que contenia anticuerpo
biotinilado apropiado a 1:100, seguido por una incubacién de 2 horas a 4°C. Los
anticuerpos se biotinilaron usando el kit FluoReporter mini-biotin-xx protein
labeling (Molecular Probes). A continuacion las células se lavaron dos veces con
soluciéon amortiguadora FACS, y se incubaron en 25ul de solucién amortiguadora
FACS que contenia 1:1000 estreptavidina-PE (BD Biosciences) durante 20
minutos a 4°C. Finalmente, las células se lavaron y se resuspendieron en solucion
amortiguadora FACS, y se analizaron con el sistema FacsCalibur (BD

Biosciences).
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Anélisis de Adhesién Celular

HUVECs subconfluyentes se pre-incubaron en 100ul de medio 199 con
control o anticuerpo anti-NRP1 durante 30 minutos a 37°C, luego se esparcieron
en placas de 96 pocillos de fondo plano NUNC maxisorp (eBioscience) recubiertas
con 1pg/ml fibronectina (Roche) con 10.000 células por pocillo. Las placas se
centrifugaron durante 1 minuto a 140 g para sincronizar el contacto de las células
con el sustrato, y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. A continuacion las
placas se lavaron 3 veces con PBS, se congelaron a -80°C durante dos horas. Se

determiné la densidad celular con el kit CyQuant (Molecular Probes).
Analisis vascular retiniano neonatal de raton

A ratones CD1 neonatales (las mismas camadas) se administraron por via
i.p. diferentes anticuerpos con una concentracion de 10 mg/kg. Las inyecciones
se realizaron en dia postnatal 1y 3 durante los estudios del dia postnatal 5 (P35), y
el dia 1, 3 y 5 durante los estudios P8. Se recogieron los ojos y se fijaron con 4%
PFA en PBS durante 16 horas a 4°C, seguidos por lavados PBS. Las retinas
- diseccionadas se bloquearon con 10% de suero de ratén en PBSt (PBS, 1% Triton
X-100) durante 3 horas, luego se incubaron de un dia para otro a 4°C con
isolectina biotinilada B4 (Bandeiraea simplicifolia; Sigma) 25ug/mi en PBLEC (1%
Triton X-100, 0.1mM CaCl,, 0.1mM MgCl,, 0.1 mM MnCl,, en PBS pH 6.8). Luego
se lavaron las retinas 4 veces en PBSt, y se incubaron con estreptavidina Alexa
488 (1:200; Molecular Probes) de un dia para otro a 4°C. Una vez concluida la
coloracion, las retinas se lavaron 4 veces en PBSt, posteriormente se fijaron con
4% PFA en PBS, seguidos por otros 4 lavados en PBS. Se tomaron imagenes de

retinas montadas planas mediante microscopia de fluorescencia confocal.
Anadlisis de permeabilidad vascular de piel de raton

Ratones hembra C57BL6J de 5-7 semanas de nacidos se inyectaron con
150ul 0.5% de solucion azul de Evan por via i.v. Las areas de la espalda y los
costados de los animales se rasuraron para retirar el pelo debajo del cuello y
encima de la cadera, y el area rasurada se dividié en 4 zonas de inyeccion. Una
hora después de la inyeccion de azul Evan, se inyectaron 20ul de PBS que

contenia BSA (7.5 pg/ml) o hVEGF (7.5 pg/ml) con o sin anticuerpo (0.5 mg/ml) se
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inyectaron por via i.d. aleatoriamente en una cualquiera de las cuatro zonas, una
inyeccion en cada zona. Una hora después de la inyeccion i.d., los animales se
sacrificaron y se diseccion¢ la piel que contenia las 4 zonas. Se tomé una imagen
digital de la piel. Se usé un punzén de biopsia de 8mm para cortar muestras de
piel de la misma area en los sitios de inyeccion, y las muestras de piel se
incubaron en soluciéon de formamida a 55°C durante 48 horas para extraer el
colorante azul de Evan de los tejidos. Luego se midi6 la absorbencia de la

solucién con un espectrémetro a 605nm.
Anélisis de proliferacion celular

Se analiz6 la proliferacion celular con el kit Cell Proliferation ELISA (Roche).
En pocas palabras, se cosecharon HUVECs con una confluencia del 90% y se
resuspendieron en medio de andlisis (DMEM:F1250:50, 1.5% FBS), y se
esparcieron a 3.000 células por pocillo en placas negras de cultivo de tejido con 96
pocillos (ViewPlate-96, Perkin Elmer) pre-recubiertas con 1% gelatina. Las células
se incubaron a 37°C durante 16 horas, se cambiaron a medio de cultivo fresco y
se incubaron durante otras 8 horas. Se agregaron VEGF (20 ng/ml) y diferentes
anticuerpos al cultivo y las células se incubaron durante 20 horas. Se agregé
solucién de marcaje BrdU a una concentracién final de 10 mM y a 37°C. La

incorporacién BrdU se determiné mediante inmunoanalisis de quimioluminiscencia.
Anélisis de fosforilacion VEGFR2

VEGFR2 total y phospho-VEGFR2 se determinaron con kits DuoSet IC
ELISA kits (R&D). En sintesis, HUVECs subconfluyentes se enjuagaron con PBS
y se disolvieron en la solucidn amortiguadora de lisis provista. Los lisados
celulares se centrifugaron a 14 kg durante 5 minutos a 4°C, y los sobrenadantes
se transfirieron a tubos limpios. Luego se llevaron a cabo analisis ELISA, segun

las instrucciones.
Immunoblotting

HUVECs confluyentes se sometieron a inanicién durante 16 horas en EBM-
2 con 0.2% FBS y 0.1% BSA, y luego se cambiaron a EMB-2 con 0.1 % BSA,

seguido por una incubacion de 90 minutos a 37°C. Se agregaron anticuerpos de
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control y anticuerpos anti-NRP1 a 50ug/ml, y las células se incubaron durante 30
minutos a 37°C. Las células se estimularon con VEGF (20 ng/ml) durante 10
minutos a 37°C, se lavaron dos veces con PBS helado y se desintegraron en
solucién amortiguadora de lisis que contenia 20 mM Tris 7.5, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, mezcla | y Il de inhibidor de fosfatasa (Sigma) y una tableta completa
de inhibidor de proteasa (Roche). Alicuotas de lisado se sometieron a
electroforesis en 4-20% geles Novex Tris-Glycine SDS (Invitrogen), seguida por
electrotransfererencia a una membrana Invitrolon PVDF (Invitrogen). Los
anticuerpos primarios usados en este estudio fueron anti-Erk, anti-phospho-Erk,
anti-Akt, anti-phospho-Akt, anti-p38, anti-phospho-p38, anti-Src y anti-phospho-Src
(Tyr416), todos adquiridos de Cell Signaling Technology.

Resultados

A. Acciones selectivas de anti-NRP1” y anti-NRP1® sobre la funcion Sema3A

yla unién VEGF, respectivamente

Anticuerpos Anti-NRP1 se estudiaron en cuanto a su capacidad de bloquear
la unién de VEGF 165 a NRP1. Anti-NRP18 bloqued vigorosamente la union VEGF a
NRP1V, mientras que anti-NRP1% no (Figura 4). Estos resultados sugieren que los
dominios CUB (a1-a2) de NRP1 no son necesarios para la union VEGF. Gu et al.
(2002) J Biol Chem 277: 18069-18076.

A continuacion, se estudiaron anticuerpos anti-NRP1 en cuanto a sus
efectos sobre la funcion Sema3A. Previamente se ha sugerido que Sema3A y
VEGF g5 pueden compartir dominios de unidén con superposicion en la region N-
terminal del dominio b1 y competir, en consecuencia, por unién a NRP1. Gu et al.
(2002) J Biol Chem 277:18069-18076; Miao et al. (1999) J Cell Biol 146:233-242.
Por lo tanto, parecia posible que un solo anti-NRP1 mAb bloqueara la union
Senﬁa3A y VEGF. El anti-NRP1 mAbs de esta invencién se estudiaron en cuanto a
sus capacidades de bloquear el colapso de los conos por crecimiento de axones
inducido por Sema3A. Ganglios de la raiz dorsal (DRG) se diseccionaron de
embriones de raton E12.5 y se cultivaron para establecer conos de crecimiento de
neuronas sensoras que eran sensibles al colapso dependiente de Sema3A/NRP1.
He and Tessier-Lavigne (1997) Cell 90:739-751. Agregar Sema3A a estos cultivos

causo que los conos de crecimiento retrayeran sus estructuras ricas en actina. Sin
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embargo, si se agregaba anti-NRP1* a los pocillos al mismo tiempo que Sema3A,
el colapso se bloqued completamente. En contraste, anti-NRP1® no tuvo efecto

sobre el colapso inducido por Sema3A (Figura 5A).

Estos dos anticuerpos tienen por lo tanto acciones funcionalmente distintas:
anti-NRP1” bloque la funcion Sema3A pero no interfiere la unién VEGF a NRP1;
mientras que anti-NRP1® bloque la union VEGF a NRP1 sin efecto sobre la
funcion Sema3A. Estudios adicionales demostraron que ninguno de los dos
anticuerpos bloquea el colapso dependiente de Sema3F/NRP2 de los conos de
crecimiento de hipocampo E17 (Figura 5B), consistente con la observacion de que
ninguno de los dos anticuerpos une NRP2. En consecuencia los anticuerpos
aportan herramientas selectivas para analizar por separado el papel de NRP1 en

biologia vascular, y medios para bloquear selectivamente las actividades NRP1.

B. Ambos anti-NRP1* y anti-NRP1® reducen la migracién celular endotelial
independiente de VEGF y la excrecencia en microesferas

Los anti-NRP1 mAbs de la invencion se estudiaron en migracion de células
endoteliales (EC) activada por VEGF. Usando un sistema transwell, se
introdujeron células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECs) en la
camara superior, mientras que VEGF se agregé a la camara inferior para
promover la migracién EC. A continuacion, ECs que habian migrado a la camara
inferior, se fijaron, colorearon y cuantificaron (Figura 6A). Se usaron anticuerpos
anti-VEGF como control positivo para bloquear la migracién EC activada por
VEGF en este y en experimentos subsiguientes (un anticuerpo anti-VEGF reactivo
de especie cruzada, B20.4.1, se utilizé en todos los experimentos, a menos que se
indique lo contrario; Liang et al. (2006) J Biol Chem 281:951-961.

| Anti-NRP1 mAbs se agregaron a las células en la camara superior justo
antes de la adicién de VEGF. Es interesante que los dos anti-NRP1# y anti-NRP18
redujeron significativamente la migracion de células endoteliales, proporcionando
anti-NRP1® un bloqueo mas fuerte de la migracién (Figura 6A). Resultados
similares se obtuvieron usando otros dos tipos de lineas EC, HUAECs y HAECs.

Para examinar mas detenidamente el papel de NRP1 y anti-NRP1 mAbs en

funciones EC mas complejas, se empled un sistema in vitro de formacién de
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brotes angiogénicos. Nakatsu et al. (2003) Microvasc Res 66:102-112. En este
analisis, ECs recubiertas en microesferas brotaron durante un periodo de siete
dias, resultando en multiples estructuras de vasos bien definidos que sobresalian
de cada microesfera. La adicién de anti-NRP1 mAbs a estos cultivos resulté en la
reduccién de la longitud de los vasos y, en el caso de anti-NRP1®, se observo
igualmente una disminucién en el nimero de brotes. Esta observaciéon fue
confirmada mediante cuantificacién (Figura 6B). Se utilizé anti-VEGF como control
positivo y bloquedé completamente la formaciéon de brotes en este analisis. Los
resultados confirmaron los fuertes efectos para cada anti-NRP1 mAb en reducir la

migracion EC y la excrecencia de vasos en este analisis in vitro.
C. NRP1 es necesario para la remodelacién vascular en la retina de raton

| Fenotipos observados en los ratones con Nrp1 inactivado son consistentes
con un defecto en la remodelacién vascular. Gu et al. (2003) Dev Cell 5:45-57,
Kawasaki et al. (1999) Development 126:895-4902; Takashima et al. (2002) Proc
Natl Acad Sci U S A 99:3657-3662. Seguidamente se examin6 el papel de NRP1
en la remodelacion vascular analizando los efectos del tratamiento sistémico con
los anti-NRP1 mAbs sobre el desarrollo de la retina de ratén, el cual es un modelo
ideal para investigar los eventos estereotipados de la formacién de brotes
vasculares, remodelaciéon y maduracién. Dorréll and Friedlander (2006) Prog
Retin Eye Res 25:277-95. Al momento del nacimiento, existe una red astrocitica
para guiar la formacién de brotes EC desde la arteria retiniana central, localizada
cerca de la cabeza del nervio 6ptico (ONH). Después de un dia de vida postnatal
(P1) la vasculatura retiniana ha desarrollado un surco morfogénico en la capa
fibrosa del nervio (NFL), situada superficial a la capa ganglionar, que comienza a
expandirse hacia el borde de la retina en un patron concéntrico, llegando al punto
medio en P5 (Figura 7A). Durante los siguientes tres dias el surco continta
extendiéndose al borde de la retina, mientras que el plexo vascular mas préximo al
ONH experimenta un remodelamiento estereotipado, conformado por
adelgazamiento del plexo vascular en una red capilar refinada en la NFL (Figura
7B), y la formacién de brotes de vasos en capas mas profundas de la retina
(Figura 7C).

Se inyectaron anticuerpos a ratones neonatales comenzando en P1,

seguidos por inyecciones cada dos dias hasta la recoleccion de las retinas en P5 y
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P8. Para visualizar la vasculatura, las retinas se colorearon con isolectina B4 y se
compararon. Aunque la red capilar refinada del grupo de control IgG esta bien
establecida entre P5 y P8, este remodelamiento vascular se inhibe completamente
por los dos anti-NRP1 mAbs. Se cuantificd esta diferencia comparando la
densidad vascular de imagenes representativas tomadas de la red vascular NFL
en regiones adyacentes al ONH (Figura 7D). Debido a que el tratamiento con uno

cualquiera de los dos anti-NRP1 mAb resulta en una fuerte inhibicion de

remodelamiento vascular, la densidad vascular es significativamente mas alta en

. las dos retinas tratadas con anti-NRP1A y anti-NRP18, comparadas con los

~ controles. Curiosamente, el surco en desarrollo contintia extendiéndose en las dos

retinas tratadas con anti-NRP1 mAb, con s6lo una ligera inhibicién de la extension
| en los animales tratados con anti-NRP12 (Figura 7E). Esto sugiere que, en
general, no se inhibe el desarrollo de la retina, pero que, en su lugar, hay un
bloqueo especifico en la remodelacién vascular cuando se trata con uno

cualquiera de los dos anti-NRP1 mAb.

En contraste con los anti-NRP1 mAbs, el tratamiento anti-VEGF resulté en
una reduccion de la densidad vascular retiniana, comparada con el control (Figura
7D). En un nivel cualitativo, los vasos en retinas tratadas con anti-VEGF tienen
una menor complejidad en P8, una tendencia que esta presente pero menos obvia
en P5. Estos datos sugieren que el tratamiento con anti-VEGF resultas en
bloqueo de la formacién inicial de brotes y/o regresién vascular. Curiosamente, la
aplicacion sistémica de anti-VEGF no reduce significativamente la extension del
surco vascular (Figura 7E). Esto es probablemente una consecuencia de una baja
difusion del anticuerpo a las células del apice en extension debido a la falta de
luces vasculares en esta region externa. Gerhardt et al. (2003) J Cell Biol
161:1163-1177.

La evaluacién de retinas P8 permitié igualmente la investigacion posterior
de los efectos del tratamiento con anticuerpo sobre la formacién de brotes
angiogénicos. Entre P5 y P8, los vasos empiezan a brotar de la red vascular NFL
en capas vasculares mas profundas resultando en la formacién de la red vascular
de la capa plexiforme exterior (OPL), que es superficial a la capa nuclear exterior y
es el lecho vascular mas profundo en la retina (Figura 7C). Mas tarde en el
desarrollo, la formacién de brotes de colaterales que dieron lugar a la OPL resulta

en un lecho vascular intermedio, denominado la capa plexiforme interna (IPL).
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Imagenes de la OPL en P8 muestran una completa inhibicion de la formacién de

- brotes por ambos tratamientos con anti-NRP1 mAbs y con anti-VEGF.

Los diferentes fenotipos observados en retinas tomadas de animales
“tratados sistematicamente con uno cualquiera de anti-NRP1* o anti-NRP18,
comparados con anti-VEGF, sugieren que NRP1 puede regular la funcién EC por

mecanismos distintos de aumentar la sefalizacion VEGFR2.

D. El Bloqueo de la funciéon NRP1 tiene poco efecto sobre la seqalizacion
VEGFR2

Habiendo observado que NRP1 se necesita para la migracion de células
endoteliales en respuesta a VEGF, investigamos el requerimiento de NRP1 en la
proliferacion EC y la permeabilidad vascular — dos actividades celulares
definitorias inducidas por VEGF. Notablemente, el tratamiento con cualquiera de
los anti-NRP1% o anti-NRP18 no tuvo efecto sobre la permeabilidad inducida por
VEGF, mientras que anti-VEGF proporcioné un fuerte bloqueo (Figura 8A). Una
tendencia similar se observé al examinar la proliferacion EC inducida por VEGF,
no mostrando el anti-NRP1* bloqueo de la proliferacion, y el anti-NRP1®
Unicamente una ligera reduccion de respuesta a la dosis (Figura 8B). Estos
resultados respaldan datos publicados previamente que muestran que la
inactivacién del ARNip de NRP1 en ECs no afecta la proliferacion inducida por
VEGF (Murga et al. (2005) Blood 105:1992-1999), y sugiere que el papel primario
de NRP1 en los comportamientos EC activados por VEGF es mediar la migracion

de las células.

Se estudid el efecto de anticuerpos anti-NRP1 sobre la sefializacion
VEGFR2. VEGF se une a los dominios IgG extracelulares segundo y tercero de
VEGFR2, y activa el receptor desencadenando la auto-fosforilacion de varios
residuos de tirosina en el dominio intracelular. En contraste con el anti-VEGF, que
blogue6 completamente la fosforilacion VEGFR2 inducida por VEGF en HUVECs,
el anti-NRP1# no cambio significativamente los niveles de fosforilacion VEGFR2,
mientras que el anti-NRP1® resulté Gnicamente en una modesta reduccion (Figura
8C).
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Mas que regular el nivel de fosforilacion VEGFR2 directamente, NRP1
‘puede actuar para modular vias VEGFR2 especificas. Para abordar esta
posibilidad, se examind el efecto del tratamiento con anti-NRP1 sobre los
episodios de sefializacién corriente abajo mediados por VEGFR2. Se ha
demostrado que VEGFR2 induce la proliferacion EC mediante la activacion de
Eproteina cinasas activadas por mitégeno Erk1/2 (Rousseau et al. (1997) Oncogene
15:2169-2177; Takahashi et al. Shibuya (1999) Oncogene 18:2221-2230), y regula
la supervivencia EC y la permeabilidad vascular a través de la via PI3-cinasa/Akt.
Chen et al. (2005) Nat Med 11:1188-1196; Gerber et al. (1998) J Biol Chem
273:13313-13316; Six et al. (2002) FEBS Lett 532:67- 69. Consistente con la
observacion de que tratamientos con anti-NRP1 mAb no cambiaron
significativamente la proliferacion EC inducida por VEGF o la permeabilidad
vascular, la incubacién anti-NRP14 y anti-NRP 18 no afect6 la fosforilacién inducida
'por VEGF de Erk1/2 o Akt. De otro lado, la inhibicién de la funcion NRP1 con
anticuerpos anti-NRP1 redujo fuertemente la migracion EC. Es posible que NRP1
regule especificamente las vias VEGFR2 requeridas para la motilidad celular, tales
como la via cinasa p38 MAP, que se ha comprobado que se requiere para la
-reorganizacion de actina activada por VEGF y la migracién celular en ECs.
Rousseau et al. (1997) Oncogene 15:2169-2177. Los tratamientos con anti-
NRP1* y anti-NRP1® llevaron ambos a una ligera reduccion en el nivel de
fosforilacion p38 en HUVECS (Figura 8D), prestandole apoyo a esta hipotesis. No
obstante, es poco probable que la moderada disminucion en la fosforilacién p38
sola justifique la fuerte reducciéon que observamos en los analisis de migracién y
formacién de brotes, como se describe en las secciones anteriores (Figura 6), o
explique los fenotipos cualitativamente diferentes observados en los tratamientos
con anti-NRP1 mAbs y anti-VEGF mAb en los experimentos re remodelamiento

vascular retiniano (Figura 7).

Ejemplo 3. Actividades Inhibitorias de Tumor de los Anticuerpos Anti-NRP1
Materiales y Métodos

Las lineas celulares humanas, carcinomas pulmonares amicrociticos H1299
y SK-MES-1 se obtuvieron de ATCC (Rockville, MD). Para SK-MES-1, cada ratén
hembra atimico HRLN recibié s.c. un implante de fragmento de tumor de 1mm?® en
‘el costado. Para H1299, se inyectaron s.c. 1x10” células de tumor en el costado

de ratones atimicos hembra HRLN. Se monitore6 el crecimiento del tumor dos
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veces a la semana con mediciones del calibre. Cuando los tumores alcanzan un
tamafio medio de 80-120 mm?, los ratones se clasificaron para obtener tamaros
medios de tumores casi idénticos, y se inicié el tratamiento. Este se considero el
dia 1 de cada estudio. Todos los tratamientos se ajustaron por peso corporal a 0.2
ml/20 g. Volumen del tumor (mm?®) = ancho? x longitud / 2. Inhibicién porcentual del
tamario del tumor (%TGI) = (volumen promedio del tumor de la rama de control —
lvolumen mediano del tumor de la rama de control / volumen mediano del tumor de
la rama de control) x 100. %TGI se mide Unicamente mientras todos lo animales
permanecen en el estudio (para SK-MES-I = dia 22; para H1299 = dia 15).
Tiempo al criterio de valoracién (TTE) = logo (volumen del criterio de valoracion,
'mms) - b/ m; donde b es la interseccién y m es la pendiente de la linea obtenida
‘'mediante regresion lineal de los datos de crecimiento del tumor logaritmicamente
transformados. El retraso del crecimiento porcentual del tumor (%TGD) = (TTE
Imediano para una rama de tratamiento — TTE mediano para la rama de control /
‘TTE mediano para la rama de control) x 100.

Los ratones se anestesiaron con avertina (1.3% tribromoetanol y 0.8%
alcohol amilico; Sigma-Aldrich). Lectina de Lycopersicon esculentum marcada con
FITC (isotiocianato de fluoresceina) (150 pg en 150 ul de 0.9% NaCl; Vector
Laboratories) se inyect6 i.v. 3 minutos antes de la perfusion sistémica. Se
perfundié la vasculatura transcardialmente con 4% paraformaldehido (PFA) en
| PBS durante 2 a 3 minutos. Se extirparon los tumores y se pos-fijaron por
| inmersién en el mismo fijador durante 16 horas, seguida por una incubacion en
~ sacarosa al 30% de un dia para otro para crioproteccion, luego se implantaron en
OCT y se congelaron. Se cortaron secciones (30um) y se montaron en porta-
objetos de vidrio, se rehidrataron y se bloquearon en PBSt (PBS, 0.5% Triton X-
100) con 5% suero normal de cabra durante 2 horas a temperatura de la sala. Las
' secciones se incubaron de un dia para otro con anti-NRP1® (1:500) o PDGFRf
. anti-raton en rata (1:1000; clon APBS5, eBioscience) a 4°C. A continuacion las
| secciones de lavaron 4 veces en PBSt, y se incubaron con anticuerpos
secundarios, IgG anti-humana en cabra Alexa 488 e IgG anti-rata en cabra Alexa
- 568 (1:200; Molecular Probes), durante 4 horas a temperatura de la sala. Una vez
. concluida la coloracién, las secciones se lavaron 4 veces en PBSt, se pos-fijaron
con 4% PFA en PBS, seguidos por otro 4 lavados en PBS. Se retird la solucién
final de lavado, y se agregaron 1-2 de Fluoromount-G (SouthernBiotech). Se
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pusieron cubiertas de vidrio sobre las muestras, y se tomaron imagenes con un

microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot.

Resultados

Se ha demostrado que el bloqueo de la via VEGF reduce la

neovascularizacion en modelos de tumor en ratones y en neoplasias malignas

humanas. Ferrara and Kerbel (2005) Nafure 438:967-974. No obstante, se cree
que algunos tumores son menos dependientes de VEGF para la formacion de
vasos, 0 pueden volverse insensibles a terapias con anti-VEGF. Jain et al. (2006)
Nat Clin Pract Oncol 3:24-40; Kerbel et al. (2001) Cancer Metastasis Rev 20:79-
86. Para determinar si el blogueo NRP1 podia aumentar la inhibicién del
crecimiento del tumor proporcionada blogqueando VEGF, seleccionamos varios
‘modelos de xenoinjerto conocidos por exhibir una sensibilidad variable a la terapia
‘con anti-VEGF. Puesto que se ha demostrado que el VEGF estromal de ratoén,
ademas del VEGF derivado de tumor, impacta el crecimiento del tumor, utilizamos
anti-VEGF mAbs que reconocen VEGF tanto humano como murino. Liang et al.
(2006) J Biol Chem 281:951-961.

Estos experimentos se disefiaron para estudiar el efecto de bloquear NRP1
solo y en combinacién con anti-VEGF. También se incluyeron anti-VEGF como
agente Unico y anticuerpo de control isotipo. SK-MES-1 es un modelo de
xenoinjerto NSCLC que expresa NRP1 principalmente en tejido vascular y
estromal, con un nivel intermedio de expresién en células tumorales. En este
modelo, anti-VEGF proporcion6 una inhibicion del 52% de inhibicion del
crecimiento del tumor (TGI), anti-NRP1® como agente Unico caus6 una TGI del
37%, y anti-NRP1” no tuvo un efecto significativo sobre TGI (Figura 9A).

Sorprendentemente, el efecto aditivo se observé cuando cualquiera de los
dos anticuerpos anti-NRP1 se utiliz6 en combinacién con anti-VEGF. Como se
muestra en Figura 10A, anti-NRP1* usado en combinacién con anti-VEGF
aumento la TGI desde alrededor de 52% a alrededor de 70%; y anti-NRP1® usado
en combinacién con anti-VEGF aumenté la TGl a alrededor de 77% (Figura 9A).
Resultados similares se obtuvieron en el modelo de xenoinjerto H1299 NSCLC,
que expresa igualmente NRP1 en tejidos vasculares y estromal con altos niveles,

pero en células tumorales en una extensién menor. anti-NRP1 8 como agente
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tnico mostroé 39% TGlI, anti-VEGF mostr6é 28% TGl, y la combinacién mostrdé 51%
TGI (Figura 9C).

Animales en el modelo SK-MES-1 se medicaron el dia 35 y se siguieron el
dia 60 para examinar el retraso en el crecimiento del tumor (los animales se
retiraron del estudio cuando los tamarios del tumor excedieron los 1500 mm?; no
se retiraron animales como resultado de la toxicidad). El grafico Kaplan-Meier
muestra un efecto significativo de las dos ramas de combinacién anti-NRP1 mAb
en retrasar el crecimiento del tumor, comparadas con las ramas de agente Unico
(Figura 9B). Las mediciones del retraso del crecimiento del tumor (TGD) no
muestran retraso del agente Unico para anti-NRP1%; 24% TGD para anti-NRP1;
60% TGD para anti-VEGF; 93% TGD para la rama de combinacién anti-NRP1* +
anti-VEGF; y 96% para la rama de combinacion anti-NRP1® + anti-VEGF.

Resultados similares a los vistos en los modelos NSCLC se observaron
-también en un modelo murino de cancer de mama, denominado founder 5 (Fo5),
"en el cual tumores generados por la expresion transgénica MMTV-Her2 se
diseccionaron y se implantaron en ratones atimicos. Finkle et al. (2004) Clin

Cancer Res 10:2499-2511. En este modelo, NRP1 se expresa principalmente en
vasos y estromas adyacentes, y el anti-VEGF es de nuevo sélo parcialmente
- efectivo en reducir el crecimiento del tumor (Figura 9C). La inhibicion del
crecimiento fue similar a la observada en los modelos NSCLC; no obstante, para
enfocarse en los cambios histolégicos en el contexto del tratamiento con anti-
NRP1 y anti-VEGF, los animales se recogieron el mismo dia al comienzo del

experimento (linea con marcas entrecortadas; Figura 9C).

Utilizando el modelo Fo5 para estudios de histologia vascular, observamos
que los tumores de control mostraron vasos desorganizados muy grandes, que por
lo general carecen de cobertura de pericitos, tal como se determind mediante
inmunohistoquimica PDGFR-B. El tratamiento con anti-VEGF solo resulté en una
disminucién en el diametro de los vasos y una reduccién general en la densidad
vascular.  Adicionalmente, la mayoria sino la totalidad de los vasos que
permanecieron en los tumores tratados con anti-VEGF mostraron una estrecha
asociacion de pericitos. Resultados similares se observaron con otros marcadores

de pericitos.
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Vasos de tumores tratados con cualquiera de los dos anti-NRP1 mAb solos
parecen similares en morfologia a vasos tratados con anti-NRP1 en retinas de
raton neonatal, con vasos que aparecian planos y desorganizados, manteniendo
una apariencias tipo plexo. Por otro lado, similares a los vasos del tumor tratados
con control, los tumores tratados con cualquiera de los dos anti-NRP1 mAb
carecen también de cobertura significativa de pericitos. Muy curiosamente, los
tumores que se trataron con anti-VEGF y cualquiera de los dos anti-NRP1* o anti-
NRP18, mostraron un fenotipo combinado, con reduccién de los vasos similar a los
tumores tratados con anti-VEGF, pero con vasos restantes que parecian menos

refinados y que carecian de una asociacién estrecha de pericitos.

Estas observaciones morfolégicas se correlacionan con los cambios
cuantificados en la densidad vascular. Como se muestra en Figura 10, el
tratamiento con los dos anticuerpos anti-NRP1 y anti-VEGF disminuy6 la densidad
vascular (10A). De otra parte, Gnicamente anti-VEGF parece aumentar la
coloracion de pericitos en las muestras de tumores examinadas, comparadas con
el control. En general, la relacién pericitos/vascular, que mide la cobertura de
pericitos relativa, muestra que los tumores tratados con anti-VEGF tenian la
relacion mas alta, que se disminuye mediante el tratamiento con anti-NRP1* y
anti-NRP1®,

Los descubrimientos de que anti-NRP1 (anti-NRP1* y anti-NRP1®) y anti-
VEGF pueden actuar bloqueando diferentes funciones EC y/o vias de sefializacién
plantearon la posibilidad de que la combinacion de estos anticuerpos en modelos
de tumor podria tener un efecto sinérgico o aditivo en reducir el crecimiento del
tumor. Por supuesto, se observdé un profundo efecto aditivo al combinar anti-
NRP1 con anti-VEGF (Figura 9). Especialmente en el caso de anti-NRP1%, los
resultados sugieren un efecto sinérgico, mas que aditivo, puesto que en multiples
modelos de tumor el volumen medio del tumor luego del tratamiento con anti-
NRP1” como agente Unico no fue diferente del control, pero el anticuerpo aumento
significativamente la respuesta del tumor cuando se combind con anti-VEGF,

comparado con el tratamiento de anti-VEGF solo.

En el caso de anti-NRP18, el tratamiento con un agente Unico resulté en
una reduccion significativa en el crecimiento del tumor. Es interesante ver que,

estos efectos son tan sélo ligeramente menos potentes que el anti-VEGF solo. No
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obstante, la reduccién en el crecimiento del tumor de las ramas de combinacion
para anti-NRP1® fue similar a las ramas de combinacion anti-NRP1*. El efecto de
agente tnico de anti-NRP1® puede deberse a su actividad inhibitoria relativamente
mas fuerte en reducir la formacién de brotes y la angiogénesis in vivo, comparada
con anti-NRP1”. Por otro lado, ambos anticuerpos fueron igualmente potentes en
bloquear la remodelacién vascular en el analisis de desarrollo retiniano en raton e

inhibir la asociacion de pericitos con vasos en el modelo de tumor Fo5.

Se ha propuesto que la remodelacién vascular en la retina tiene lugar en la
ausencia de estrechas asociaciones de pericitos, sugiriendo que los pericitos
sirven para estabilizar los vasos sanguineos inmaduros que concluyen el periodo
de plasticidad de la remodelacién de los vasos. Benjamin et al. (1998)
Development 125: 1591-1598. Los descubrimientos de esta invencion sugieren
que NRP1 se requiere para este intricado proceso de remodelamiento de vasos,
que consiste en la morfogénesis del plexo vascular en capilares finos, seguida por
la maduracién posterior.

La idea de los pericitos que estabilizan los vasos del tumor, dando asi
origen a resistencia a la terapia con anti-VEGF como consecuencia de que los
vasos pierdan su dependencia de VEGF, se ha propuesto y examinado
experimentalmente. Bergers et al. (2003) J Clin Invest 111:1287-1295; Erber et al.
(2004) Faseb J 18:338-340. En estos estudios, se observod que el bloqueo tanto
de la funcién de VEGF (ligando EC) como de PDGF (ligando de pericito) resulta en
el rompimiento posterior de la vasculatura del tumor. Posteriormente, se ha
démostrado en estudios radiograficos que bloquear la funcion VEGF sola en
tumores resulta en una cantidad significativa de la regresion vascular, pero los
vasos restantes se "normalizan" con estrechas asociaciones de pericitos,
posiblemente como consecuencia de vasos inmaduros que experimentan
remodelamiento vascular y maduracion. Inai et al. (2004) Am J Pathol 165:35- 52.

Basados en las observaciones obtenidas en la retina en desarrollo, puede
postularse que bloquear la funcion NRP1 en tumores reducird igualmente la
remodelacion vascular de los vasos del tumor, inhibiendo posteriormente la
maduracion de los vasos, manteniendo por lo tanto a los vasos en un estado de
dependencia del VEGF. Esto solo puede no tener un efecto significativo en

reducir el crecimiento del tumor, ya que la mayoria de los vasos del tumor ya estan
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inherentemente desorganizados. Baluk et al. (2005) Curr Opin Genet Dev 15:102-
111.  Esta prediccion es consistente con la observacion que, aunque el anti-
NRP1% inhibe fuertemente la remodelacién vascular, no observamos un efecto de
~agente Unico con este anticuerpo en reducir el crecimiento del tumor. No
obstante, se especulé que bloquear la remodelacion vascular, y la subsiguiente
~maduracion, en combinacion con una terapia anti-VEGF puede hacer los vasos
restantes del tumor mas susceptibles a regresion. Los experimentos de la
presente invencion mostraron que los vasos restantes en los tumores tratados con
cualquiera de los dos anti-NRP1 mAb en combinacion con anti-VEGF carecen por
}supuesto de asociacién de pericitos. Estos resultados sugieren que el efecto
aditivo que observamos en bloquear la funcion NRP1 y VEGF puede surgir como
una consecuencia de hacer los vasos restantes en tumores tratados con anti-

VEGF mas vulnerables a regresion.

Basados en los resultados obtenidos en la retina en desarrollo y en modelos
de tumor de xenoinjerto, se postula que bloquear la funcién NRP1 en vasos recién
formados impide que los vasos experimenten remodelacién y maduracion
subsiguiente, haciendo asi estos vasos mas dependientes de VEGF para su
supervivencia (véase el modelo en Figura 11A). Consistente con este modelo,
observamos una disminucion significativa en la densidad vascular de la retina en
desarrollo en ratones neonatos tratados con ambos anti-NRP1® y anti-VEGF con
la mitad de la dosis de agente Gnico solo (dosis Unica = 10mg/kg, dosis de

“combinacion = omg/kg de cada anticuerpo). Véase Figura 11B, comparada con
Figura 7D.

Mas aun, es posible que NRP1 pueda requerirse asimismo no sélo para la
funcién endotelial sino también para la funcién pericitica. Recientemente se ha
informado que bFGF induce la regulacién por aumento de NRP1 en células del
musculo liso, resultando en la capacidad de VEGF de inducir la migracion de
células del musculo liso. Liu et al. (2005) Cyfokine 32:206-212. En el presente
experimento, la expresion de NRP1 se observd en células humanas del masculo
liso, asi como en pericitos en varios tumores humanos y murinos (por ejemplo, la
expresion de NRP1 se extiende a areas adyacentes a la tintura positiva en lectina
en el modelo Fob).
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En conclusion, los experimentos descritos en esta solicitud demuestran que
bloguear la funcion NRP1 y VEGF en modelos de tumor resulta en un efecto
~ aditivo en reducir el crecimiento del tumor. Se presentan igualmente evidencias
de que NRP1 puede actuar también a través de mecanismos distintos de la
 sefializacion VEGFR2.
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REIVIDICACIONES DIVISIONAL

. Un anticuerpo anti-neuropilina-1 (NRP1) que se une a NRP1, el cual comprende un
dominio variable de cadena ligera que consta de una CDRL1 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:129, una CDRL2 que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:130 y una CDRL3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:131, y el cual consta de un dominio variable
de cadena pesada que comprende una CDRH1 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:132, una CDRH2 que comprende la secuencia de

aminodcidos de SEQ ID NO:133 y una CRDH3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:134.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, que consta de un dominio

variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:5.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, que consta de un dominio
- variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
* NO:6.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, que consta de un dominio
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
'NO:5, y comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:6.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es

capaz de unirse tanto al NRP1 murino como al NRP1 humano.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo es
un anticuerpo monoclional.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es
un anticuerpo biespecifico.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo es
un anticuerpo humanizado.

. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es
un anticuerpo humano.

10. El anticuerpo anti-NRP1 de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo

es un anticuerpo sintético.
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Listado de Secuencias

<110> GENENTECH, INC.

<120> ANTAGONISTAS DE NEUROPILINA
<130> P2291R1 PCT |

<140> PCT/US2006/043516
<141>2006-08-11

<150>US 60/734,798
<151>2005-11-08

<I50>US 60/820,561
<151>2006-07-27

<160> 134,

<210>1

<211>108

<212>PRT .

<213> Secuencia artificial

<20 o
<223>Se sintetiza la secuencia
<400> 1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Ser
20 25 30

Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
' 35 a0 45

Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser
*50 55 . 60
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Ser Ser Leu Glhi Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyt Tyt Cys Gla Gln
80 85 90

Ser Tyx Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Giu -

95 100 105
Ile Lys Arg

21052

<211>120

<Q12>PRT
<213>Secuencia artificial






<20 |
<223>Se sintetiza la secuencia
<400> 2

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

. Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys
20 25 30 |

Asp Thr Tyr Ile His Trp Val Arg'Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45 |

Glu Trp Val Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr
50 55 60

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser
' 65 70 75

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp

80 85 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr
95 100 105

Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
110 115 120

<210>3
<125 PRT
<213>Secuencia artificial

<220> -
<223> Se sintetiza la secuencia

<4005 3 |
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile:Ser
. 20 25 30
Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45
Leu LeuIle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 7 75

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin

80 - 85 90

i1



Tyr Met Ser Val Pro 1le Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Val Glu.
95 100 105

lle Lys Arg

<210>4

211> 119

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 4
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Ser
20 25 30

Ser Glu Pro Ile Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Glu Ttp Val Ser Ser Ile Thr Gly Lys Asn Gly Tyr Thr Tyr Tyr
50 .55 60

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr ,Ser
65. 70 75

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gl Met Asn Sef Leu Arg Ala Glu Asp

80 85 90

Thi Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Gly Lys Lys Val Tyr Gly
95 100 . 105

Met. Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Vial Ser Ser
110 115

<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

’<.2_?20>'
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>5
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 5 10 15
Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gin Tyr Phe Ser
20 25 30

Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

Ut



Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Ser Gly Val Pro Ser
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Sér Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr He
65 70 75

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
80 85 90

Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Thir Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
95 100 105

Ile Lys Arg

21056

211> 122

<2125 PRT

213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia
<400> 6. _
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser'Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe:Ser
20 25 30

Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys'Gly Leu
: 35 40 45

Glu Trp Val Ser Gln Il Ser Pro Ala Gly Gly Tyr Thr Asn Tyr
- 50 55 60

Ala:Asp Ser ValiLys Gly Arg Phe Thr lle Ser Ala Asp Thr Ser .

65 70 ‘ 75

Lys Asn Thr Ala Tyt Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp

80 85 90
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Leu Pro Tyt Tyr Arg Met
95 100 105

Ser Lys Val Met Asp Val Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val
110 115 120 :

Ser Seér:

<21057

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220> | o
<223> Se sintetiza la secuencia

<«@0e>7
Tyr Met Ser Val Pro Ile

<210> 8

26

<212>PRT .
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 8
Tyr Tyt Ser Ser Pro Leu

<210>9
11> 6
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 9
Tyr Tyr Sér Ser Pro Leu
5

- <210> 10

<211>6

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 10
" Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu
5

<210> 11

<ll>6

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

20>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 11
Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu
5

\(5\



<1012

<2l1>6

<212» PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 12
Arg Tyr Ser Val Pro Ile
p

<210> 13

21156

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 13
Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu
5

210> 14

L11>6

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220> |
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 14
Tyr Tyr Ser Ser Pro Len
5

<210>15

QL1136

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> o
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 15
Tyr Tyr Ser:Ser Pro Leu

<210>16

QU6

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220> -
<223> Se sintetiza la secuencia



<4018
Tyr Tyr Ser Set Pro Leu
S

<210> 17

Q211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400>17
Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu
5

<210> 18

QI8

<212>PRT

%213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 18
Phie Ser Phe Ser Ser Glu Pro lle

<210> 19

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 19

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met

5

<210> 20

<211>8

Q12> PRT
<213>Secuencia artificial

<223>Se sintetiza la secuencia

<0220
Tyr Ser Phe Ser Ser His-Met Met
’5} .

<210> 21

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<220> ‘
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 21
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
5

<210>22
211>8
<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220> I
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 22 .
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met

<210>23

211> 8

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

220> | |
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>23
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gln Leu
5

<210>24

<Q211>8

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

@2
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 24
Phe Thr Phe Set Ser Tyr Ala Met
5

<210>25

211> 8

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<20>
<223> Se sintetiza la secuencia
<400> 2§

Phe Thr Phe Ser Gln Tyi Ser Ile
' 5

P



<210>126
211> 8
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 26
Phe Thr Phe Thr Ser Arg Thr Met
5

<210>27

2ll>8

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 27
Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Met
5

<210>28
<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<2233 Se sintetiza la secuencia

<400>28
Phe Tht Phe Ser Ser Tyr Ala Met
35 .

<210> 29

<211>9

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400>29
Ser Ile Thr Gly Lys Asn Gly Tyr Tyr
5

<210> 30

l1>9

<212> PRT
<2‘13?Secuencia artificial

<220>

_ o 10
<223> Se sintetiza la secuencia

\ >



<400> 30 '
Ser lle Ala Gly SerGly Gly Tyr Tyr
5

<210> 31

Q11>9

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 31
Serlle Tyr Pro Pro Gly Gly Tyr Tyr
5

<210> 32

KQI>9

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220> S
<223> Se sintetiza la secuencia
400> 32

Thr ll¢ Ile Pro His Gly Gly Tyr Tyr
S:

210> 33

<211>9

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

20> |
<223>'Se sintetiza la secuencia

<400> 33 ,
Trp Ile Ser Pro Leu Asn Gly Tyr Tyr
s

<210> 34

<211>8

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

20
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 34 | |
Ser lie Phe Ser Gly Gly Tyr Tyr
5

<210> 35

L11>9

<212>PRT 11
<213> Secuencia artificial



<220> L
<223> Se sintetiza la secuencia

@3
Ser lle Ser Arg Gly Asp Gly Tyr Tyr
5

<210>136

<U1>9

<212>PRT
£213>Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 36
Thr Ile Tyr Pro Phe Gly Gly Tyr Tyr
S

<210> 37

<211>8

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

223> Se sintetiza la secuencia

- <400> 37 |
Ser1le Ser Ser Gly Gly Tyr Tyr
5

<210> 38
L1>9
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>‘Se sintetiza la secuencia

<400> 38
Ser lle Tyr Ser Thr Gly Gly Tyr Tyr

S

<210> 39

Q211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 39
Gln Ile Ser Pio Ala‘Gly Gly Tyr Asn

5 12



210> 40

<211> 10

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220> S
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 40
Trp Gly Lys Lys Val Tyr Gly Met Asp Val
S 10

<210>41

<211>11

<212>PRT

«213> Secuencia artificial

<0> o
<223> Se sintetiza la secuencia

TrpGly Gly Ser Asn Gly Ser Gly Phe Asp Tyr
5 10

210> 42

<211>10

<212> PRT

<2133 Secuencia artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

<4042
Trp Gly Ser Arg Ser Pro-Gly Met Asp Val
5 10

<2105 43

<21> 10

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 43 :
Trp Ala Lys Arg Ser Tyr Gly Met Asp Val
b 10

21> 10
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia



<400> 44
Trp Gly Arg Arg Tyr lle Gly Met Asp Val
5 10

<210> 45

211> 8

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 45
Tyt Gly Asn His Val Met. Asp Val
5

<210> 46

211>9

12> PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 46 o o
Trp Ala Gly Gly Ser Ala Met Asp Val
5

<210> 47

Q211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> :
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>47
Phe Gly Gl Ser Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Al
5 10

Q210> 48

<211>9

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>48 _
Trp Gl Ser Tyr Tyr Gly Met Asp Val
5 "

<210> 49

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial



<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 49

Trp Gly Tyr Pro Gly Met Asp Val

3

<210> 50

QLII>13

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
223> Se sintetiza la secuencia

400> 50

- Glu Leu Pro Tyr Tyr Arg Met Ser Lys Val Met Asp Val

3 10
<210> 35t

L211>5
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 51
Ser Ile Ser Ser Tyr
5

<210>52
211> 5
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 52
* TyrlleSer Ser Tyr

5

<210> 53

Q211> 5

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 53
Tyr lle Ser Ser Tyr

5



<210> 54

21155

<2125 PRT

213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>54
Tyr lie Ser Ser Ty
5

210> 55

Q> 5

<212> PRT

~ <213>Secuencia artificial

- <220>
~ <223> Se sintetiza la secuencia

<400> 55
Tyr lle Ser Ser Tyr
| 5

<210> 56

Q211>5

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220> -
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 56
Tyrlle Ser Ser Tyr

<210> 57
<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220> |
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 57
‘Tyr Tle Ser-Ser Tyr

L2115
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220> .
<22%> Se sintetiza la secuencia

16



<400> 58
Arg Ile Ser Ser Tyr
LT 5

<210> 59

211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>59
Tyr lle Ser Ser Tyr
)

210> 60
- Q1155

. <212>PRT

<213>Secuencia artificial

2 N
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 60
Trp Ile His Ser Tyr
5

<210>61

211>35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> :
€223> Se sintetiza la secuencia

<400>-61
Arg Ile His Ser Tyr
5

<210>62

L11>5

<212> PRT :
<213> Secuencia artificial

<220> :
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 62
Tyr lle His Ser Tyr
5

<210> 63

1155

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

17



<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 63
Pro Leu His Ser Tyr
5 '

<210> 64

LIS

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

w0064
Tyr Leu Ser Ser Tyr

<210> 65

211>5

<212>PRT
<213>secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

wnes
Tyr Leu Ser Ser Tyr

<210> 66

QlI>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 66
Tyr Phe Ser Ser Tyr
5

<210>67

Q11>5

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 67
Tyr Phe Ser Ser Tyr
5 '

18



<210> 68

2UB>S

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 68
Tyt Phe Ser Ser Tyr
5

<210>69

2l1>35

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 69
Leu Thr His Ser Tyr
5

<210> 70

Q11>S

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 70
Arg Thr His Ser Tyr
5

<210> 71

<211>35

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 71
“Tyr Thr His Ser Tyr
5

Qi1 5
<2125 PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia



<400>72
Tyr Thr His Ser Tyr
5

<210>73
<211>5
<213>Secuencia artificial

<220> |
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 73
Trp Thr His Ser Tyr
5

<210> 74

QI1>5

<22>PRT

«213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400>74 _
Trp Val His Ser Tyr
5

<210>75

211> 6

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220> . ., .
<223> Se sintetiza la secuencia

400> 75
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

210> 76

<2l1>6

<212>PRT

£213> Secuencia artificial

220>
L223> ;.Se_nsintetiza la secuencia

w0076
Gly Ala Ser Arg Arg Ala
5

<210>77

QL1>6

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

20



<220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 77
Gly Ala Ser Arg Arg Glu
5

<210>78

L2116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 78
Gly Ala Ser Ser Atg Ala
, :

<211>6
<212> PRT
<213>Secuencia artificial

20
<223> Se sintetiza la secuencia

<4003 79 ‘
Gly Ala Ser Arg Arg Ala
5

<210> 80

<L1>6

<2125 PRT

<213> secuencia artificial

<220> .
<223> Se sintetiza la secuencia

- <400>80
Gly Ala Ser Ser Arg Glu
<

<210> 81
L211>6
' <213>Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia
<4005 81

Gly Ala Ser Ser Gly Glu
.

21



<210> 82

<211>6

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

@2
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 82 |
Gly Ala Ser Arg Arg Glu
s

<210> 83

<QLI1>6

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220>

<223> Se sintetiza la secuencia

<400>83
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5 ,

<210> 84
<LH>6
<213>Secuencia artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 84
Gly Ala Ser Ser Ser Ala
5

<210> 85

<211>6

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 85
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

<210> 86

211>6

<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

22



<400> 86 |
Gly Ala Ser Arg Arg Ala
5:

<210>87

LIi>6

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

0
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 87
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

<210>88

216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> | |
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 88
Gly Ala Ser Set Ser Glu.

<210> 89
<211>6

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 89
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
3

<210> 90

LI1>6

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 90
Gly Ala Ser Thr His Glu
5

<210>91
LIl>6
<213>Secuencia artificial



<220> '
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 91
Gly Ala Ser Thr'Leu Ala
5?

<210>92

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
' <223> Se sintetiza la secuencia

<400> 92
Gly AlaSer Ser Arg Ala
5

210> 93
211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220> - o
%223> Se sintetiza la secuencia

<400>93
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

<210>94

L11>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>'94
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

<210>95

211>6

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 95

Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

24
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<210> 96

211> 6

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220> .
<223>Se sintetiza la secuencia

<400>96
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
' 5

210> 97

<211>6

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>97
Gly Ala Ser Arg Leu Gla
S

<1156
<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 98
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
5

<210>99

LQI1>5

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
«223>Se sintetiza la secuencia

<400> 99
Tyr Ser Sér Pro Leu

<210> 100

lI>5

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

25



40> 100
Ile Gly Ser Pro Ile
5' .

<210> 101

QLlI>5

<212>PRT
-<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 101
Leu Asn Ser Pro Leu
-5

<21 0> 102

i<211>5

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 102
e 'Val Ser Pro Ley
5

<210> 103

<211>5

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 103
Leu Arg Ser Pro His
3

<210> 104

<211>5

<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 104
Leu Ser Ser Pro He
L

<210> 105

<211>$§

<212> PRT
<213>Secuencia artificial
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<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 105
Tle lle Set Pro Ile
5

<210> 106
Q2I1>5
«213> Secuencia artificial

<220> ,
<223> Se sintetiza la secuencia

5

<210> 107
21155
<213> Secuencia artificial

2
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 107
Lys Ser Ser Pro Arg
5

<210> 108
21> 5
<213> Secuencia artificial

<223> Se sintetiza la secuencia

<400>108
Tyr Ser Ser Pro Leu

<210> 109
<212>PRT

<220> |
223> Se sintetiza la secuencia
<400> 109

Tyr lle Ser Pro Leu
5

VN



<210> 110

<2l1>5

<212>PRT
<213>secuencia artificial

<220> -
<223>Se sintetiza la secuencia

<400>110
Tyr Gly Thr Pro His:

<210> 111

<LQ1>s

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 111
Tyr Arg Set Pro Leu
5

<210>112

211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 112
Ile Ser Val Pro Leu
5

<210> 113

<211>5

<212> PRT
<213>Secuencia artificial

<2205
<223> Se sintetiza la secuencia

<400>113 .
Leu Arg Ser Prolle
5

<210> 114

<21>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia
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<400> 114
Ile Arg Ser ProLeu
5

<210> 115

2215

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> o
<223> Se sintetiza la secuencia

<210> 116

<<11>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 116
Leu Gly Ser Pro Pro
5

<210> 117

<211>5

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220> : o
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 117
“Tyr Ser Ser Pro Leu
5

<210> 118

L11>5

<Y1 PRT
<213>Secuencia artificial

20> o
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 118
Tyr Gly Ser Pro-His
5 “

<210> 119

<211>5

<212>PRT
<213>Secuencia artificial
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@
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 119 ”
Tyr Ser Ser Pro Ile

<210> 120

Q2I1>5

<125 PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 120
Tyt Ser Ser Pro Val
5

<210> 121

<2l1>§

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 121
Phe Ile Ser Pro His
5

<210> 122

Q211>5

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 122 °
Tyr Gly Thr Pro lle
5

<210>123

Q11> 1

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<20 o
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 123

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ala

5 10

e



<210> 124

211>7

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ,
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 124
‘Gly Ala Ser Ser Arg Ala Ser
5

<210> 125

<211>9

<212>PRT’
<213>Secuencia artificial

<220> _
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 125
)Gln Gln Tyr Met Ser Val Pro Ile Thr
5

L210> 126

<«211>10

12> PRT
<213>Secuencia artificial

<220> o
<223> Se sintetiza la secuencia

wois
Gly Phe Sér Phe Ser Ser Glu Pro Ile Ser
5 10

<210> 127

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 127
Ser Ser lle Thir Gly Lys Asn Gly Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210>128

<«211>10

<212> PRT
<213>Secuencia artificial



<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

400> 128 S .
Trp Gly Lys Lys Val Tyr Gly Met Asp Val
5 10

<210> 129

<211>11

<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220> .
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 129
Arg Ala Ser Gln Tyr Phe Ser Ser Tyr Leu Ala
- 5 10 '

<210> 130

<211>7

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 130
Gly Ala Set Ser Arg Ala Ser
5

<210> 131
<212>PRT
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Se sintetiza la secuencia

<400> 131
'Gln Gln Tyr Leu Gly Ser Pro Pro Thr

<210>132

<211>10

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220> .

<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 132

Gly Phe Thr Phe Sér Ser Tyr Ala Met Ser
5 10

<210>133



211> 18
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220> -
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 133 |
Ser Gin Ile Set Pro Ala Gly Gly Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser
| 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 134

<2115 13

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Se sintetiza la secuencia

<400> 134

Glu Leu Pro Tyt Tyr Arg Met Ser Lys 'Val Met Asp Val
5 10
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S  Brigard « Castro

BOGOTA - COLOMBIA

- PODER

Yo {nosotrosy

doficlliado(s).en

Nombro{amos). ai JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,
Colombia, apoderados verdaderos 'y legales. con poder
especxal amplio y stificiente, para recdbar dé Jas oficinas y
fidforidades colombianias administrativas, judicidles v de
policfa, en cualgiier instancia 0 recurso, [a obtencidn de
patentes de Invencién, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utilidad, -depésitos de nombres
comerciales .y erisefas; registros de derechos de autor y
gontratos: sobie los mismos, obtencion de certificados de
dabtetitor-de variedades vegetales, asl como sus prérrogas,
fenovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
y/o. domicilio;, elaborar, framitar y registrar contratos de

licencia ¥ licencias. de ciialesquiera clases; intervenir como
~demandante o ¢omo démandado -en cualquier instancia: v’

" ‘scurso.ante cualqwer juez, corporacién, funcionario ptblico
- o, autoridad en acciones judiciales, administrativas y de

pbhcua tales como: .oposiciones al registro de marcas;,

acsiones de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
reivindicatorias; acciones derivadas de la obtencion o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penalés; -acciones de indemnizacion de
perjuicios; reclamos ‘y observaciones & solicitudes de
patentes, disefios: industriales, modelos de utilidad, en el
gjercicio de medidas cautelares y -erf otras acciones o
medidas siildres,

A este -efecto, lo{s) faculic(amos) para elsvar soficitudes,
formular descnpcxones. enmiendas, protestas,
declaraciones, oposicionss, cancelaciones; nulidades,
apelacmnes y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
‘gravimenes prescntos por fa ley; renunciar © desistic a
derechos concedidos o en curso-de concesion; recibir toda

~~Clase: de documientos vy valores, dando el descargo

‘espectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
“fodos 168 pasos necesarios.al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
(nuestros intereses); con todas las demds facultades legales
‘hecesarias.

. Esté-poder comprends la facuttad de ratificar o confirmar en

mi’ (riuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de

« desistir, transigir, comprometer, .y la de sustituirlo en todo o

en parte vy revocar sustituciones. Asimismo nombro{amos)
a JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/io CARLOS H. PALACIO EASTMAN yio
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 18-56 Piso 8, nis (nuestros). .apoderados en Colombia,
con. facultades para Tecibir notificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado yfirmado en

hoy © e Cede o0
Firma

N}ambre

Cargo:

domiciled in

POWER OF ATTORNEY

! (W") Genentech, Fnc.
1 DNA Way

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO .

and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO. EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogota, Colombia, my {our) true and lawfu! attorneys with
special, ample: and sufficient power to obtain from the
Colombian adiministrative, judicial and police offices and

‘authorities, in ahy instance, privileges of patents of

invention, registration of trademarks, industrial designs and
ufility- models; registration of commercial names and
emblems,. tegistration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obfainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes.of name and domicile related to the above; 10
préparé, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or.defendant in any instancs -or récourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived. from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; crimingl proceedings, actions for payment of
damages: claims. or obsetvations on patent dpplications,
models, industrial designs and utility niodels; in the exercise
of preventive. measures and iri other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered {6 file applications,
formuldte descriptions, amendfents, protésts, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes; ‘quotas .and assessments prescribed by law,
renourice-or waive' the rights granted or in the process of
grantmg. 1o receive all kinds of documents: and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in-general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effact, and any meastires that they may deem peftinent to
the safeguard of my (our) interest{s) with all the other
necessary legal powers. N

This power includes the. faculty to ratify or confirm -desist,
settle.and compromise-on my (our) befalf, and to substitute
this power in whole ot in-part and to revoke substitutions. At
the same time. | (We) hereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16:56, Piso 9,

my {(our) aftorney(s) in fact, with powers to receive:

notifications and to designate judicial and extrajudicial
attormeys.

S;uth Sani‘rancisco_, California
Granted and signedih  USA
this e

day fDecemb 2605

Signature ctee
Name, Timothy R, Schwarl:z} Ph, D
Title Section Patent Counsel
" Authorized Corporats Sigratory
GpnPntPch Inc,

South San Fiancisco, California 94080-4990
USA



AUTHORIZATION

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

August 27, 2002 Acon. Yebharer

Dated Sean A. Johnston
Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.
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SECRETARY OF STATE

o APOSTILLE

{(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document

2. has been signed by AIDA MICLAT GUIAM
3. -acting in‘the capacity of Notary Public, State of Califomia

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

CERTIFIED
5., At'Sacramento, California
“ 6. the 15th day of December 2005
).5 7. by Deputy Secrefary of State, State of Califoria
/ 8. iNo. 267083 ‘
9. Seal/Stamp:
10. Signature

Secretary of State

W W 2 o 7L

NP:34 A (REV. 4:05)

9,
»

ospos so772 B2

———



CALIFORNIA ALI.-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT

State of Califomnia *f;
San Mot = 8
County of X A L0 %
Dty — Nnmgmrmmmwp.g,'mmmm %

personally appeared 1o ftu, 4 Schcar f1 %
Famelsiot Sgnensy 4 5",

(1 personally known to me ?»

B proved to me on the basis of satisfactory 5{

evidence %

to be the personfe} whose name(e) isfare

subscribed to the within instrument and
acknowledged 1o me that he/shedbey-executed
the same in his/hertheir authorized
capacityfiesy, and that by histhertheir
signaturete} on the instrument the personiey; or
the entity upon behalt of which the personésy
acted, executed the instrument.

WIT NESU{Q&;M and offictal seal,

,ﬁ)’lum’g,\;

Signature of Notry bl

OPTIONAL

Though the i ion below &s not required by law, it may prove valuatie to persons relying on the document and could prevent
fraudulant and h of this form to another document.

Description of Attached Document
Title or Type of ment:
Document Date: Number of Pages:

Signer(s) Other Than Named M

Capacity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name: »
OF SIGNER

{7 Individual \ Top o hurrt hers ¢

{J Corporate Officer — Title(s): :

] Partner — (7 Limited [ General
O Attorney-in-Fact

1 Trustee

{1 Guardian or Conservator

] Other:

Signer Is Representing:

01MMWWMM‘WWMAV&.PD 80!24& WMNQLCA“NW m.nmmmnm Prod. No. 307 Reordar: Catl Tol-Fiee 1-£00-876-6827
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Genentech,
Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos de América. '

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Qctubre de 1961)

1 - Pals:.Estados Unidos de América
Esta documento piiblico

2. hasido firmado por AIDA MICLAT GUIAM

3. actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California
4, lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de‘California.

CERTIFICADO

‘en Sacramento, California
el 15 de diciembre de 2005
7. por-el Secretario de Estado Delegado, Estado de California
‘ No. 267083
9.  Selflo/Timbre

10, Firma

(Firina)
Secretario de Estado




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )
}ss.
Condado de San Mateo )

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

(3 a quien conozco personalmente

X quien demostré ante mi en base a
evidencla satisfactoria ser la persona cuyo

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

ggﬁg’gﬁﬂf&'@&z qtfien reconocid ante mi que ejecutd el
Notario Publico-California mismo en su capapxdad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comision expira Dic. 9 de 2007 fa entidad a nombre de la cual la persona

actud, ejecutod el instrumento.

Atestigua mi firma y sello oficial,

AIDA MICLAT GUIAM

OPCIONAL

‘Amquahfnbvmdbnmmaeodénmwmmwh\ey.Mmbarwrmﬂosapamlaipemnasusebmneneldmmbypuede
prevenis Ja reimocion'y readhesiin fraudulenta de esta forma a otrg documento

Descripcion adicional de cualquier documento anexo
Titulo o tipo de documento:
Fecha del Docurriento: . Nimero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) arriba:

Capacidad{es} Reivindicada(s) por ! {los) firmante(s)
Nombre del firmante:

Individuo

Funcionario Corporativo — Titulo{s):
03 Soclo - I Limitado 03 General Huella Indico

O  Abogado de hecho deracho del firmante
O  Fideicomisario Parte alta del dedo aqul
0

im}

El

oo

Guardian o consesrvador
Otro;

firmants representa:




AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T,
Krésnak; Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a st nombre, cualquier solicitud
asociada con ‘presentacién, procesariients, consecucién, y extension y

mantenimiento de: concesion de solicitudes de patente y marca registrada en los

Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depbsitos
biolgicos con fa Coleccion Americana dé Tipo de Cliltivo, ¥ cesionies a publicistas
de derechos de autor que cubran los trabajos de autorfa -de los -empleados de

Genentech.

. (Firma)

Fechado - Sean A. Johnston

| Vicepresidente, Propiedad Infelectual
Genentech, Inc,




Apuostille

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
bas been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware

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

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signature:

Secretary of State

74 o
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are ...

‘The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D, 1999, AT 9
OICLOCK A.M.

“Harriet Smith Windsof, Secretary of State )
AUTHENTICATION: 3900384

2112549

050426506 DATE: 05~24-05




AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Geaenteoh, Inc. (the “Corporation™), a corporation organized and existing
under and by virue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
. does bereby amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

 The Cestificats of Incorpotstion of the Corporation is hereby restated and
Meramcndedmmdiniueu&etyasfonm:

ARTICLE 1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc,
: ARTICLE2

The address of the segistered office of the Corporation in the State of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of Now Castle, Delaware 19805, The name of its registered
asenutmchaddreu{sCoapondonServiceCompmy.

ARTICLE3

IheyurposcoftbeCorpomﬁoniswmmcinmyluwﬁ:lactnr‘w&vhy
forwhichco:pmﬁommybcorgmiudummcGenmlCorpomﬁonLawof
ﬁ\eShhofDekmutheme@dmormameﬂmbemended("Dehwnn
Law™),

STATE OF DRLAWARK
SECRETARY OF STATE
DIVISION CF CORPORATIONS

FILED 09:00 AM 07/22/199%

991302331 ~ 2112548




ARTICLE4

SECTION4.01. Capital Stock. (s) The Corporation is authoized to. issue
o classes of slack 10 be designated, respectively, preferred stock and common
stocle. The total number of shares which the Cosporation is suthorized to issue is
fourhundred million (400,000,000} shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Proferred
Sitotk™). Three haadred million (300,000,000) shares shall be designated

Stock of the Corporation shall be all of one class.

<ommon stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™. The Common

_®) Thenumber of authorizad shares of any élass or classes of stock may
be inéréased or decreased (but not below the nimber of shares thereof then
outstunding) by the afflrmative vote of a majority in voung power of the
outstanding stock of the Corporution enititled to vote thereon irrespective of the
provilans of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SecTionN 4.02. Comuion Stack. (a) Issuance arnd Corsideration. Any
‘unissued of treasury shaves of the Common Stock may be issued for such
‘onsideration as may be fixed in accordanca with applicable law from. timie to

tme by the Board of Directors,

(b) Dividends. Subject to the rights of hiolders of the Preferred Stock,
the holdars of the Common Stock shall be emtitled o receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, orin
shares of stock and the holdess of the Prefemred Stack shall not be entided to
paxticipate in any such Qividends (unless otherwise provided by the Boaxd of
Directors in any resolution providing for the issus of a series of Preforred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock.

() Seriesand Limits of Variations between Saries. Any wissued o
treasury shaves of the Preforred Stock may be issued from time to time ia oné or
more saries for such consideration as may be fixed from time 1o time by the Board
of Directors. Before any shares of Preferred Stock of any Particular series shall be
issusd, a certificate shall be filed with the Secretary of State of Delaware setting

‘forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
‘o the Preferred Stock of such series and such other ratters asmay be required,
'mdﬁwofmmmmddmme.mdﬁmbymly

empowered to fix and detesmine, in the marmer provided by law, the particulars of




e sharcs ofsuchserfu(sofarasnotinmlste:nwiththcpmwisimso!this
Article 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not Jimited to,
the following: .

() the distinctive designation of such series and the mumber of
shares which shall constitute such series, which nuber may be increased
(mccapt'Where-oﬁlmiseproﬁddhy the Board of Directors in creating
such seties) or decreased (but not below the number of shares thereof then
cutstanding) from time to time by like uction of the Board of Directors;

(i) the annual rate of dividends payable on shares of such sexies,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the dute
from which dividends shall bs cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shail be commlstive;

(iif) whether such serics shall have voting rights, in addition to the
voﬁngﬁglmmvidedby!awmd,ifso.tbetennsofamhwtlngﬂgm

(iv) whether such serles shall have conversion privileges and, if
50, the texms and conditions of such conversion, including, but not limited
to, proviaionfoudiusmlemofthecouvusionmm such events mnd in
such manner as the Board of Directors shall detsimnine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redecmablc
and, ifso,themmdwndiﬂomafmhrudunpﬁcn,ﬁxc!udingmedam
or dates upon or after which they sballberedeemable.andﬁemmmtper
sbazepwable,incmofmdemption.whiehmountmymymda
different conditions and at different redemiption datey;

(W) whether such serics shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of that serias and, if 8o, the terms and
aroount of such sinking find;

(vil) the rights of the shares of such series in the event of
- voluntary or involuntary liquidation, dissohrtion or winding up of the
Comoration, and the relative rights of priority, if any, of payment of ghares
of that series; and

(viii) any other relative tights, prefsrences and hmitations of such
series,




ARTICLE S

“SECTION.5.01. Amiendnans of Bylaws By Directers. (a) In finthérance and
noLits limitation of the powors cunferved by statite, the Board of Directors s
expressly authorized to. make, aker, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corparation, subject 1o Sectioxis 5.01(5) and 5,01{c) hereof.

(®) Sections2.02,3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
'byl_aws may only be altered, amended, repwled, or rescinded by the affirmative

() Sections 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be akered,
amendod, repealed, or rescinded by the affimmative vate of holdets of capital stock
entitled to vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted theredn, ’ " :
. SECToNS.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5:01(b) of this Certificate of Incorporation may only be alterod, amended, .
repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stack entitlad
to Vot thereon representing mare than 60% of the shares entitled to be votad
thereon. Section 5.01(c) and Articles § and 9 of this Certificats of Incorporation
may enly be altered, amended, repealed, or rescinded by the affimative vots of
bolders of capital stock entitled to vote thereon representing moré than 90% of the
shares entitled 1o be voted therson,

ARTICLE 6

SECTION 6.01. Election of Diveciors by Holders of Preferred Stock.

During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more

seties thereof, voting es a class, shall be entitled to elect a specified mumber of

otherwise anthorized number of directors shall be increased by such specified
mumber of directors, and the holders of such Prefirred Stock or such sesics
thereof, voting asaiclass, shall be entitled to lect the additioual directors so

provided for,pursuanttothcpmvisiqqgof such Preferred Snbck_ox,serieg;v'(h_')’mk

-such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as

Mbeamdinthcm?iﬁonsmningmsmhm&mdMorseﬁw;and

(iif) wheever the holders of any such Preferred Stock or series thereof are




divestad of such rights to elect a specifiod numbor of divectors, voling as & class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scries, the tetms of office of
&l direetors elected by the holders of such Preferred Stock or secies, voting as &
class pursuant 10 such provisioos or elected 1o fill sny vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so electsd by the holders of such
Prefexrcd Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized mumber of
directors shall be reduced accordingly.

SECTION 6.02. Baliots. Elections of directors at an anmal or special
meeting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporetion shall provide gtherwise, )

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be Lable to the Corporation or its

stockholders for monetary damages for breach of Hiduciary duty as a director to
the fisllest extent permitied by Delaware Law,

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is & pasty ar is threatened to be made a party o, or is involved
hmyﬂuemned.penclngorcomplmdmicn,mﬁtorpmoeeding,wheﬁerci%
criminal, administrative or investipative, by reason of the fact that such person is
orwasadinaoroftheCoxpwaﬁono:isormmvingatthemquestonhe
Corporation as a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
orod:.ercmeipds:,dtdlbe&ﬂamiﬁedmhddhmlcsshytheComonﬁonw
the fulicst extent permittad by Delsware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with sny such proceeding in
advance of Hts final disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law.

The right 10 indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right.

() The Corporation may, by action of its Board of Directors, provide
indemnification to such of the officers, employecs and agests of the Corporation
to such extent and to such effect us 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 & divector, officer, employes or
agent of the Covporation, ot is or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corpocation, partnership, joint
veatare, trust or other enterprise against any expease, lishility or loss incurred by
such persun in axry such capacity or arising out of his statis as such, whether or




notthe Corporation would'have the power to indemnify him against such liabilicy
under Delawars Law.

(¢) ‘The rights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be
cxclusive of any other right which any person may otherwise have or hereafier
woquire. .

6.03, nor the adoption of sny provision of this Certifisate of Incorporation or the

bylaws of the Corporation, nor, to the fullest éxtent peauitted by Delaware Law,

any modification of law, shall climinats or reduce the effect of this Section 6,03 in

respect of any acts or omissions occuring prior to such elteration, amendment,
‘tepeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Sectlon 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
¢lects not to be governed by Section 203 of Delawares Law,

ARTICLES

‘SECTION B.01. Relationship With Rocke. In anticipation that the
oration will cease to be & wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Ing.,
. "but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the-
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined i Section 8.05)

mmggmmcmmmm-&dﬁﬁ&'ﬁ'ﬁmﬁwud' _

directors of Roche as directors of the Corporation) and () madlfﬁcu!uu
aitendant 1 any director, who desires and eudsavors fully to satisty such




of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith,

SecCTion 8.02. Stmilar Business Activities. Fxoept as Roche HoMdings,
Inc. may otherwise agree in writing, :

(2) Roche shall nor have & dutytomfrain&ommgagingdimeﬂy&r
indirectly in the same or similar business acrivitiss or lines of business as the
Coxporation, and

() neither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corpomionm'insm&holdm for breach of any fiduciary duty by reason of mny
such-activities of Roche or of such person's participation therein,

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
maticr that may be a corporats opportunity forboth Roche and the Corporation,
Rodxeslanhavenodmymcamunimnroﬁbrawbompmoppommizym
the Corporation and shall not be lisble to the Corporation or its stockholders for
breach of any ﬁdminydmynsasbockholderoﬂhe%pmﬁmmconﬂollﬁng
pemcnofamdsholderbymsonoﬂhefamhatkoclmpmuesoraeq\m such
corporate opportumity for itself, directs such corporate opportunity to another
persan or egtity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

Secrion 8.03. Corporate Opportuniiies. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employeo
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matrer that may be &
eorporateoppmhyﬁortbeCorpomﬁonandRodn(wmmhpmzﬁal
transaction Ot matter is proposed by a third-parry or is conceived of by such
director, otficer or employee of the Corporation), such director, officer or
anp!cyeesmﬂbeénﬂﬂadmoﬂ‘umchmomc opportunity to the Corporation”
orRocheasmhdimm,oiﬁoeroremployeedmnppmpﬁmmderﬂm
circumstances in his sols discretion, and no such director, officer or employee
shall be lisble to the Corporation or irs stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or fixilure 10 set i (or not opposed 10) the bast interests of
the Corporation or the desivation of any improper personal benefit by reason of
theﬁaetth:t,(l)mchdm.oﬁcnormployewﬁmdmahmm
mmwmmcmmmcm)mmmmmﬁm
infoxmaﬁonmdingmhcmpomeoppommhymthe&tponﬂon 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 opportxmity to the Corporation.




SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any inlerest in any shares of capital stock of the
Corporation shall bs deemed to have notice of and 1o bave consentad to the
provisions of this Article 8.

‘SECTION 8.05. Definltions. For purposes:of tiis: Article 8 and Article 9
only, (i) the term *Corporation” shall mesn the Corporation and all corparations,
purtnerships, joint vetures, associations and otier enritles in which the
Corporation beneficially owns (directly or Indirectly) fifty peccent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (if) the
term “Roche™ shall aiean Rochie Holdings, Inc. and all corporations, pertnerships,
Jolnt ventures, associations and other entities {other than the Corporation, defined
in atcordance with clausc (1) of this Section 8.05) that are “affiligtes” (as defined
in‘Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1 934, as amended) of Rocke
Holdings, Ins.

__-SECTiON8.06. Terminatlon: Binding Effect, Notwithstanding enything in
this Certiicate of Incorporation to the contrery, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock répresenting at least $% of the number of outstanding shares of Cormmon
Stock of the Corporation and no person who'is a director or officer of the

Incorparation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any. matter occurring, or any cmise
of action, suit or cfaim that, but for this Article 8, would ascrue or arise, prior to
such expimtjon. alteration, amendment, repesl oy adoption.

SECTION 8.07. Article 9, The provisious of this Article'8 are in addition to
‘the provisions of Article 9. .

ARTICLEY.

Section 9.01. Conmtracts Not Vold, No contract, agresment, arrangeinent
or transaction (or any amendment, modification or tenmination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party therets, or solely because any directors or officers of the
Cmmmﬁmmmam&mmmwmmmampmﬁmmm




meeting of the Board of Directors or committes thereof which authorizes the
ConUract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification or
termination or solely bocsuse his.or thelr votes are counted for such purpose, but
any swch contract, agreement, amangement or transaction (or any amendment,
modification or términation thereof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law, For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche" have the meanings set forth in Section 8.05.

Secmion 9.02. Quorum. Directars of the Corpoteation who sre slso
directors or officers of Roche may be counted in determining the presence of a
quorum at a meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
Or approves any such contract, agreement, arrangement or transaction (or
emendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Conmmon -
Smckwmedbynocbemaybeemmmdindmminingﬂmm\ceofaquomm
ata meeting of stockholders that authorizes or approves any such coniract,
agreament, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

Secnon 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neither Roche nor
any officer or director thersof shall be lisble to the Carporation or its stockholders
for breach of any fiduciary duty or duty of loyaHy or failure to act in (or not
opposed (o) the best imterests of the Corporation or the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thersof’
ingoodfaiﬂxtakcsanyncﬁonmmmyﬂgmsorghmorwithholdsany
cansent in conncetion with any agreement or contract betwoen Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitte an
actlon ofor&emmﬁeofaﬁghbym:mtofhehfortbspmofw
such agreement or contract. '

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

SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Articls 9, any
mgwtmmmmwmmﬂqupmaﬁonmmy
corporation, partuership, joint venture, association or other entity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent o more of the
outstanding votlng stock, voting power or similar voling interests shall be deemed
muammmwmmgmmwwmﬁtbme




SECTION 9:06. Binding Effect. Neither the altermion, amendment, change
orrepeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
Inconsistent with any provision of this Article'9 shall elimiinate or.reduce the
effect of this Article 9 in réspect of any maiter occuuring, or aity cause of uetion,
suit of €laim that, but for this Article 9, would accrueor arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. drticle 8. The provisions of this Article 9 arc i additionto
the provisions of Article 8.

10
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TN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificaws of
Incorporation, having been duly adopted in aceordance with Sections 242 and 245
of the Gencral Corporation Lsw of the Stato of Delaware and by the wrilten

consertt of the sole stockholder of the Corporation in accordance with Section 228

of the General Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this
22nd day of July, 1999,
GENENTECH, INC.
gyax:nc-SwphmG Foclsgaard
Title: Sertior Vioo Presideat,
General Counsel and Secretary
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1. Pals! Estados Unidos de América
Este documento publico

2. hasido firmado por Harriet Smith Windsor

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

Certificado

5; en Daover, Delaware

6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

7. porel Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
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9. Selloftimbre 10.  Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
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YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
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Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900384
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO: DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la “Corporacién”), una corporacion organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacién, el fue presentado originalmente el
23 de diciembre de 1986, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc”, y corregido:
subsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacién de Ia
Corporacién y se corrige aun mas para que diga-en su totalidad lo que sigue;

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacién es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2

La direccion de la oficina registrada de la Corporacién en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 19805. El nombre de su agente
registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

El propésito de a Corporacion es el de participar en cualquier acto o
actividad legal para las cuales las corporaciones pueden ser organizadas bajo fa
Ley General de Corporacion del Estado de Delaware como existe o puede se
modificada la misma en adelante (“Delaware Law”).

ARTICULO 4

‘SECCION 4.01. Acciones de Capital: (a) la Corporacion ests autorizada a
emitir dos clases de acciones que deben designarse, respectivamente, acciones
preferenciales y acciones comunes. El niimero total de acciones que la
Corporacion -esta autorizada a emitir es de cuatrocientos miillones (400,000,000)
de acciones.. Cien millones (100,000,000) de acciones seran designadas acciones




preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accién Preferenclal™).
Trecientos millones (300,000,000) de acciones. seran designadas acciones
comunes, por un valor de $0.02 por accién (*Accién Comun”). La accién coman
de la Corporacién sera toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
acciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debajo del nimero del
nimero de acciones de las mismas que en sy momento estan vigentes) por el voto
afirmativo de una mayoria con poder de votacién de las acciones vigentes de la
Comporacion con derecho a votar por la misma independiente de las
consideraciones de la Seccién 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

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

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de Ia
Corporacién los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya
sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de la Accién Preferencial no
tendran derecho a participar en tales dividendos (a menos que la Junta Directiva
determine lo contrario en cualquier resolucién que condiciona la emisién de una
serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accidn Preferencial

(a) Series y Limites de Variaciones entre Series. Cualguier accién no
emitida o de! tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse cada cierto
tiempo en una o mas series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accién de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se debera presentar un
certificado ante el Secretaric de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que ir4n anexas
a las Acciones Preferenciales de tal serie y tales ofras cuestiones como puedan
requerirse, y ta Junta Directiva deber4 fijar y determinar, y por la presente esta
expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los
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par’tfculares de las acciones de tal serie {siempre y cuando no sean inconsistehtes
con las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones
Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

() la designacion distiniva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de consfituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida (pero no por debajo del ndmero de acciones de las
mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una acciéon semejante
de la Junta Directiva;

(i)  latasa anual de dividendos a pagar sobre las acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagarn tales dividendos y le
fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que
la.Junta Directiva determine que los dividendos seran acumulativos;

(i) i la serie tendra o no derechos de voto, ademés de los
derechos: de voto provistos por Ia ley, y de ser asl, los términos de tales
derechos de voto;

{iv) si tal serie tendra o no privilegios de conversion y, de ser asi,
los: términos y condiciones de tal conversién, incluyendo, pero sin éstar
limitado a, la condiciéh para ajuste de la tasa de conversidn en tales
eventos'y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

(v)  silas acciones de tal serie serén o no redimibles y, de ser asf,
los términos y condiciones de tal redencion, incluyendo la fecha o fechas en
las cuales o después de las cuales pueden ser redimibles, y la cantidad a
pagar por accién en caso de redencién, cantidad que variara bajo diferentes
condiéiones y en diferentes fechas de redencién;

(viy  sital serie tendra o no un fondo de inversion para la redencion
© compra de acciones de esa sefie y; de ser asf, los términos y la cantidad
de tal fondo.de inversion;

(vi) los derechos de las acciones de tal sérien caso de una

liquidacion, disolucion o cierre voluntaria.o involuntaria de la Corporacién, y

e



los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa
serie; y

(viii) cualquier otro derecho relativo, preferencia y limitacion de tal
serie.

ARTICULO 5

SECCION 5.01. Enmiendas a los estatutos por los Directores. (a) En
adicién y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta -
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los

estatutos de la Corporacién, sujetos a las secciones 5.01(b) y 5.01(c) a
continuacion.

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

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

(o]

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

la misma que representen mas del 90% de las acciones con derecho a votar la
misma.

ARTICULO 6

SECCION 6.01. Eleccién del Directorio por los Accionistas de Accion
Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cualquier




" ‘aceion preferencial cualquiera de una o més series de las mismas, que voten

comoe una tlase, tengan derecho a elegir un namero especifico de directores, por
fazén a atiasos en los dividendos u ofras condiciones gue les. dan el derecho a
hacerlo, entonces y- durante el tiempo que contintie el derecho (i) el ntimero de
directores autorizado de otro modo sera incrementado por tal nimero de directores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores
adicionalés. para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (i) cada uno de tales directores adicionales
servira durante tal terrriino, y tendra tales poderes de voto, como se han de oforgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; y. (i)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferericiales o
series’ de las mismas estan desprovistos de tales derechos a elegir un ntimero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales o series, los términos deé oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante: resultante de la muerte, renuncia o remiocién de directores asf
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminaran
en adelante y-el nidmero auforizado de directores sera reducido en concordancia,

SECCION 8.02, Votaciones. Las elecciones: de directores en una reunidn
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos a menos que
los estatutos de la Corporacién digan lo contrario.

SECCION 6.03, Eliminacién de cierta resporisabilidad personal de los
directores. {a) Un director de la Corporacién no. seré responsable ante la
Corporacién o sus accionistas por dafios monetarios por violacién del deber
fiduciario como director hasta donde lo permita la Ley de Delaware:

(b) Cada persona (y sus herederos, ejecutores o administradores de tal
persona) quien fue o es una parte o esta amenazado de ser parte de, o esta
involucrado en: cualquier accién, demanda o proceso amenazado, pendiente, o
completado, ya sea civil, criminal, administrativo o investigativo, por razén del
hecho de que esa persona es ¢ fue un director de la Corporacién o es o estaba
sirvierido por solicitud de la Corporacion como un director de otra corporacion,
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, sera
indemnizado 'y completamente protegido por la Corporacién hasta donde lo




permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacién concedido en esta
seccion 6.03 también debe incluir el derecho a que la Corporacién le pague los
gastos incurridos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decisién final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware, El derecho a
indemnizacién conferido en esta seccién 6.03 serd un derecho contractual,

(¢) La Corporacién puede, por accién de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizaci6n a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacién hasta

tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice
la Ley de Delaware.

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

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccién 6.03 no seran

exclusivos de ningan otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aqui en adelante.

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

ARTICULO 7

SECCION 7.01, Seccién 203 de Ia Ley de Delaware, Por la presente la
Corporacién elige no ser gobernada por fa Seccién 203 de la Ley de Delaware.




ARTICULO B

SECCION 8.01. Relacion. con Roche. Anticipandose # que la. Corporacisn
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche: (como se define en la seccién 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacion, y anticipandose a que la Corporacién (como se
define en la Seccién 8.05) ¥ Roche puede entrar en actividades o lineas de
negocios semejantés o similares y tener un interds e las rriismas areas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por fa Corporacibn a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores de’ Roche como. directores de la Corporacion) y (i) las dificultades
concomitantés a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacion particular, las condiciones de
‘este articulos 8 se -establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacién ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directores, y los pod’eres,‘ derechos, deberes y responsabilidades de la
‘Corporacion y sus-funcionatios, directorées y accionistas en conexién con éste.

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

(8) Roche no fendra el deber de abstenerse de ‘entrar directamerite o

indirectamente en actividadés de negocios o lineas de negocios semejantes o

similates a las de la Corporacion, y

(b) ni Roche ni ninguno de sus funcionarios o director de la misma sera
responsable a la Corporacion o sus accionistas por violar cualquier deber fiduciario
por razén de alguna de tales actividades de Roche ¢ de la participacion de tal
persona en las mismas,

En el evento que Roche adquiera conocimientos de una ftransaccién o
materia potencial que pueda ser una oportunidad corporativa tanto para Roche
como para la Corporacién, Roche no tendré el deber de. comunicar u ofrecer tal

oportunidad corporativa a la Corporacién y no -sera responsable ante la
Corporacién o sus accionistas: por violar ningtn deber fiduciario- como -accionista.

de la Corporacién o la persona que controla a un accionista por razén del hacho




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

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas, En el evento que un director,
funcionario o empleado de Ia Corporacién quien también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccion o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
esta transaccion o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario o empleado de la Corporacién o no), tal director,
funcionario o empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa
a la Corporacién o Roche como tal director, funcionario o empleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecion, y tal director, funcionario o
empleado no sera responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar
ningdn deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (o no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacién o la derivacién de ningtn heneficio
personal inapropiado por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a Ia
Corporaci6n) o no comunicé informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (i) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica
informacién respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de los accionistas.  Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05, Definiciones. Para propésitos de este Articulo 8 y el
Articulo 9 solamente, (j) el término “Corporacién” debe significar la Corporacién y
todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo compartido y otras
entidades en las cuales Ia Corporacién posee con beneficio {directa o
indirectamente) cincuenta por ciento o méas de las acciones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, y (ii) el término “Roche” debe significar Roche
Holdings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo
compartido, asociaciones y otras entidades (diferentes a la Corporacién, definida
de acuerdo con la clausula (i) de esta seccién 8.05) que son “afiliados” (como se




oty . . e ,

define -en la Regla 126-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como-

se-enmend6) de-Roche: Holdings, inc.

SECCION 8.08, Finalizacién: Efeclo Obligante. Son consideracién ‘con
nada. en este Certificado de Incorporacién queé lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo 8 deberan expirar en Ja fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
namera de acciones vigentes de las Acciohes Comunes de la Corporacion'y nadie
que se directer o funcionario de la- Corporacién sea también director o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni ia alteracién, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicion
de’ este Certificado de Incorporacion Enmendado y Vuelo a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Artfculo 8 efiminara o reducira
el efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o. cualquier causa de
accion; demanda o reclamo. que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o
surgir; antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o-adopcion.

SECCION 8.07. Arficulo 9. Las condiciones de este Ariculo son
adicionales a las.condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningtin contrato, acuerdo, arreglo o
transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o finalizacion de los mismos)
entre la Corporacion y Roche seré nulo u anulable solamente por razén de que
Roche: es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
funcionarios de la Corporacitn quienes estén afiliados a Roche estan presentes en
o participan en fa reunién de la Junta Directiva o comité de la misma que autoriza
el contrato, acuerdo, arreglo, transaccién; enmienda, modificacién o finalizacién o
solamente porgie sii o sus votos se cuentan para tal propésito, pere cualquiera de
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién. (.0 cualquier enmienda, modificacién o
finalizacién del mismo) estara gobernado por ias condiciones deeste Cerificado de
Incorporacion Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de la Corpbracién, la
Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para propésitos de este Articulo 9, los
términos “Corporacion” y “Roche” tienen los sigrificados establecidos en la
Seccion 8.05.




SECCION 9.02. " Quérum. Los Directores de la Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comité quse
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o
cualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar

la presencia de un quérum en una reunién de accionistas que autorice o apruebe

tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o
finalizacion del mismo).

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

SECCION 9.04. Consentimiento estimado de fos accionistas. Se

considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera

algdn interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido
noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05. Contratos cubierfos. Para propésitos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Cormporacién o cualquier
corporacion, sociedad, sociedad de riesgo conjunto, asociacién u otra entidad en
la cual la Corporacién posee con beneficio (directa o indirectamente) el cincuenta
por ciento o mas de las acciones con voto, poderes de voto o intereses de voto

similares vigentes se considerard un contrato, acuerdo o transaccién con la
Corporaci6n.




" SECCION 9.06. Efecto’ obligante. Ni la alteracién, enmienda, cambio o
rechazo ‘e‘i_e,a_lguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcién de alguna
condicion inconsistente con cualquier condicién de este Articulo 9 eliminara o
reducira ¢l efecto de este Articulo 9 respecto a cualquier materia que ‘ocurra, o
cualquier causa de accién, demanda o reclamo que; a.no ser por este Articulo 9,
pueda acaecér ¢ surgir, antes de tal alteracién, enmienda, cambio, rechazo o
adopcioh.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las condiciones de este. Articulo 9 son
adicionales a las condiciones del Atticulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las

secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware y

por consentimienito escrito de el {inico accionista de la Comoracién de acuerdo
con la seccion 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
sido gjecutado este 22 de Julic de 1999.

GENENTECH, INC,
Por: fs/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretarla
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 Octobra 1961)

Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the ecapacity of Sacretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

@ertified

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

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

Seal/Stamp: 10. S8ignature:

Secretary of State
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AUTHENTICATION: 3900385

2112549
050426506 ™ o DATE: 05~24-05




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

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

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 2
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 Cextificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(8)" 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 proferred stock, par value $0.02 per share (“Prefecred
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, pursiiant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corpotation 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, seid Genentech, In. hus caused this Certificate of Amendment to be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000,

GENENTECH, INC.

By: )%\J«MM

Name: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, General Counsel
and Scerctary

T4
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' TRADUCCION AL ESPANOL de! Certificado de Incorporacién de Genentech, Inc.

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento.pfiblico

2. ha sido fimado por Harriet Smith Windsor

3. actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

® | Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado-de Delaware
No. 0254031

Selloftimbre 10.  Fimma

© o N o

Harriet-Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 05-24-05
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CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO.DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una compotacion organizada y existente bajo y por virtud de Ia Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una feunion de la Junta Directiva de Genentech, inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido.y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion
establece la enmienda propuesta-de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de

esta corporacion se enmiende cambiando “la ‘Seccidn: 4.01(a)” del Articulo. alli
nimérado. "4” tal que, como se enmienda; dicha Seccién de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital, (a) la Corporacién esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes.. El
numero total:de acciones que la Corporacién esta autorizada a emitir
es de setecientos millones (700,000,000) de acciones, Cien millones
(100,000,000) de acciones seran designadas  acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accion
Preferencial’). Seiscientos millones (600,000,000) de acciones.
seran designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion (*Accién Comin™). La accion comin de la Corporacién sera
toda de una misma clase.

‘SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerde con la resolucion de-su Junta Directiva,

la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacion se convocé debidamente
y se sostuve al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el hiimero necesario de acciones
requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

kil



TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware,

CUARTO: Que el capital de dicha corporacitn no seré reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretarfa General.
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(Convéition de La- Haye du 5 Octobre 1961)

Country: Unitad States of America
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This public document:
has been signed by Barrlet Smith Windgor

" acting ih the capacity of Secretary of State of Delawara

boars the seal/stamp of Office of Secretary of State

Wertified

at Dover, Delaware

‘the twenty-fourth -aa'y of May, A.D: 2008

kd

by Secretary of State, Delaware Department of state
No. 0254033

Seal/stanp: 10. Signature:

' JJumb st Wy

Searekaiy of State

~

]

[



L e e I L ST

- e, a1

PAGE 1

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC. ", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.D. 2004, AT 7:39
O'CLOCK pP.M.

wQ@AA«Lt»)J;~LLAJ9%2;4L¢¢A)
Harriet Smith Windsor. Secretary of State
AUTHENTICATION:' 300 0387
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050426506 DATE: D5-24-05




. State of Delaware
e e SN AN . Secretary of State-
N Yo Divisien of Coiporations
. , Delivered 07:44 PN 04/16/2004

. FIXED 07:39 PM 04,16/2004
CERTIFICATE OP THIRD AMENDMENSRV. 040281669 - 2112549 F1ig -
OF AMENDED AND RESTATED )
CERTIFICATE OF INCORI’OR)\TION

‘Genenigch, Ine., o vorporation wrganized and existing vader and. by virtee-of the General
Corporation Law of the Siate of Delawate, )
: * . »

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That af u mecting of the Board of Directors of Genentech, Inc: résolutions were duly
adopted setting forth 2 proposed amendment of the Amiended nd Restated Certificate. of
Incorporation of said corpotation, -declaring said amendment to be advigable and calling a
meetirig of the stockholders of said corporation for considetation thereof. The resolutioni setting
forth the proposed amendmentis as follows:

RESOLVED; that the Amended and Restated Centificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)" of the Arlicle thereof numbered *4" 5o that, as smended,
e said Section of sald Article shall be and read as follows: ‘

Seation 4.01. Capiial Stock, (a) The Corporatis is euthorized to issue two cfagser of stock tobe
designated, respeciively, preferred stack, and comimon &tosk. The tofal nurmber of shures which the
Caipofation is authorized to iésuc is three biliion.one hundred million (3,100,000,000) sharcs. One hundred

P million (106,000.000) sharcs shall bo designated preférred stock; par value $0.02 per shars ("Preferred
oo Stock"). Thiree billion (3,000,000,000) chases shall be designated common stock, par vilue 30,02 pex thare
o K {"Common. Siock™), ‘The cormon stock 6f the Corporation shall be a1t of one class,

; SECOND: That thereafter, pirsuant to reselution of its Board of Direciors; the regular meeting

e of the stockholders of said corporation was duly called and held upos notice ini accotdanioe: with
Sectiont 222 of the General Corporation Law of fhe Stafe of Delaware at which meeting the
necessary number.of shares as required by statute were woted in favor of the amesidment.

THIRD: That g4id amendment-was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the'Geperal'Corporation Law of the State of-Delaware. )

FOURTIH: ‘Tisat the capital of sa:id corporation’shall riot be fedyced uisder or by reason of said
amendiment, ' :

IN'WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Third Ceitificate of Amendment
iobe signed by Stephen O, Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day“of,A:griI; 2004.

, . dume: Siephen'G. Juelsgaard
. : Tule: Excoutive Vies President, General:Counsel
’ and Secretary

GENENTECH, INC,

L,
S,

¥153087
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" TRADUCCION AL ESPAROL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

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

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento publico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el selloftimbre de la Oficina del Secretario de Estado

-Certificado ' -

© N>

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A, D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254033

Selloftimbre 10.  Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE' -
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE ELANEXOES - - -~
UNA.COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DEC!MOoEXTO DIA
DE ABR!L A.D. 2004, A LAS 7:39 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harrief Smith' Windror Qanrafmm da Fetarln
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'CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacién del Estado de Delaware,

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunién de i Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
cartificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,'
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de
accionistas de dicha corporacién para consideracién de la misma. La resolucion
astablece la enmienda propuesta de la sigulente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambiande “la Seccion 4.01(a)" del Articulo alii

numeradoc ‘4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea .
de la sigulente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. {(a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. E|
nimero total de acciones que Ia Corporaciéh esta autorizada a emitir
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) de acciones. Cien
millones .(100,000,000) de acciones . serén designada_g_é acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion ("Accién
Preferencial”). Tres mil millones {3,000,000,000) de acciones serén
designadas acciones comunes, por un valor de $0.02 por accion

(*Accién Comdn”). La accién comin de la Corporacion ser4 toda de
una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucion de su Junta Directiva,
la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocs debidame_n.te_
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TERCERO: Que dicha enmienda ‘'se adoptd debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delawars.

CUARTO: Que &l capital de dicha corporacién no sera reducido bajo 0 por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Generitech, Inc. ha causado este
Certificado dg Eninienda para que sea firmado por Stephen G.. Juelsgaard, un
Funcmnano Autorizado, este 16:de Abril de 2004,

GENENTECH, INC.

~ Por: (Firma).
Nombre: Stephen G Juelsgaard
Ttulo:; Vicepres:dente; Consejo
y Secretaria General,
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Apuostille
(Convention de La Haye 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 Secretary of State
Certified
5. at Dover, Delaware
6. the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
7. by Secretary of State, Delaware Department of State
8. No. 0254032
9. Seal/Stamp: 10. Signature:
21 ik £ ¢y W‘ ,
Secretary of State
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND ‘CORRECT
COPY OF THE CERTIFIGA:L'E OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE i'zNTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M;

»2/4 '!_ {; ‘” /
;. HarrietSmith Windsor, S 2
© TYAUT aivzuﬁc‘%’rf%ren"’.agoo.ass

2112549

DATE: 05-24-05
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v 10228224 — 2112549 Coe WAL L v HTE 51551 2778
- - BY Sandy Miller
CERTIFICATE OF AMENDMENT N
OF AMENDED AND RESTATED

CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That ar a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resclurions were duly
adopted setting forth & proposed amendment of the Amended 20d Resiaed Cenificare of
Incarporation of said carporation, declaring said amendment o bk advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution scuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, thar the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporution be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
siid Secvion of suidt Article shall be and read as follows: .

“Section 4.03. Capiral Stock. (a) The Corporation is authorizad 10 issus
two classes of stock © be designated, cespeenively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporarion is authorized 1o issue is
ane billion three hundred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designaced preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share {("Common
Swek™. The Common Stock of the Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Direcrors. 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 Dejaware at which mecting the
necessary number of shares as required by Statute were vored in favor of the ameadment,

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

FOURTH: Thar the capital of said corporation shall not be reduced under or by neason of said
smendment

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment 1o be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

By: )(QZD\%*;QPLQ‘WK

Name: Stephen G. Juelsgaard
Tule.  Senior Vice President, Genera) Counsel
and Secretary

26747
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" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

© N Do

APOSTILLA
{Convencitn de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pats: Estados Unidos de América

Este doclimento pablico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en-capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

‘Cértificado

€n Dover, Delaware

elveinticuatro de mayo, A, D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado-de Delaware
No. 0254032 |

Selloftimbre: 10. Firma

Harriet:Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3800386
FECHA: 05-24-05
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CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION.
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
Gernieral de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunidn de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de: Incorparacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y Hlamande a una reunion de
accionistas de dicha corporacién para consideracion de. Ia misma. La resolucién
establece la enmienda propuesta de la siguierite manera:

RESUELVE, .que el Certificado de Incorporacién-Corregido y vuelfo a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)" del Aiticulo alli
numerado “4” tal-que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Atticulo se lea

e la siguiente manera;

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién. esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones ¢omunes. El
ntmero total de-acciones que fa Corporacion esta autorizada a emitir
es de mil trescientos millones (1,300,000,000) de acciones. Cien
millones (100,000,000) de acciones serdn designadas acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accion
Preferencial”). Mil doscientos mitlones (1,200,000,000) de acciones
'seran .designadas -acciones comunes, por un valor de $0.02 por
accion (“Accién Comuan”). La accién comun de la Corporacion sera
toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucién de su Junta Directiva,

la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convocd debidamente
y'se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, eii donde el nimero necesario de acciones
requefido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

.
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté6 debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no ‘sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

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

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

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretarla General.
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Sonya N, Johnson\.) u

: B 107001
APOSTILLE
(Convention de La Haye du S octobre 1961)
1. Coﬁntry: United States of America
Tﬁis public document

2, has been signed by M. Bassford

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the eighteenth o%'June, 2008

7. by  Assistant Authentication Officer, United States Department of State

8. No. 08026681-3
9. Seal/Stamp: 10. Signature:

«.A._—i. e
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. 'THE UNITED STATES OF AMERICA

3. Vs -
LR R

TQ ALE TGO WHOMTHESE: PRESENISS, SHANT: COME3
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

May 30, 2008

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
MAY 8, 2008.
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By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

Certifying
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PATENT ASSIGNMENT
FVersionvi.1 05/08/2008
3t Version v1.1 500534347
.»;}SION_TYPE: NEW ASSIGNMENT
" . OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT
LYING PARTY DATA
: Name Execution Date
jJ. Watts 05/02/2008
Wy [los/08/2008

;EIV[NG PARTY DATA

fne: Genentech, Inc. ,

leet Address: |11 DNA Way |
jemal Address: Mail Stop 49

fty: South San Francisco

fate/Country: CALIFORNIA
Jostal Code: fla4080.

'JROPERTY NUMBERS Total: 1

i
I

Number

Property Type

60820561

' {‘| Application Number:

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (650)952-9881
Correspondence will be sent via US Mail when the fax atfempt is unsuccessfil,

(650) 225-1511

Phone:

Email; ely@gene.com

Correspondent Name: R. Minako Pazdera

Address Line 1: 1 DNA Way

Address Line 2: Mail Stop 49

Address Line 4: South San Francisco, CALIFORNIA 94080
ATTORNEY DOCKET NUMBER: PR2291-1
NAME OF SUBMITTER: R. Minako Pazdera

Total Attachments: 4
source=PR2291-1_ASSIGNMENTS#page1.tif
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Docket No. PR2281-1

ASSIGNMENT

WHEREAS, Ryan J. Watts, a citizen of USA, residing at 524 Yale Drive, San Mateo, CA 94402,

_and Yan Wu, a citizen of USA, residing at 1160 Blythe Street, Foster City, CA 94404 {hereinafter
[ “ASSIGNORS™), have invented a new and useful invention in

NEUROPILIN ANTAGONISTS

‘for which a provisional application Serial No., 60/820,561 (Docket No. PR2291-1) has been filed by
them on July 27, 2006; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue of the
laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
California 84080-4990, is desirous of -acquiring an interest in and to said invention, and in and to the
Letters Patents to be cbtained therefor;

.

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable considaration the receipt of which is hereby acknowledged, the said
ASSIGNORS have and do hereby sell, assign, tiansfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Convention for the Protection of Industrial Property, in and to said inventlon, and in and to any and
all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or substituts
theretf, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thereof, not only for, to, and in the
United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries; ahd it has
been and is hereby suthorized and requested that the appropriate government agencies issue said Lettars
Patents to said GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment,

Said ASSIGNORS covenant arid 8gres to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and Interest herein conveyed in the
United States and foreign countrles. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt production
of pertinent facts and documents, giving of testimony, axecution of petitions,, ocaths, specifications,
declarations or other papers, and other assistance all to the extent desrmed necessary or desirable by
said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the right, title and intsrest herein conveyed; (b} for
prosecuting any of said applications; (c) for filing and prosscuting applications for reissuance of any of
said patents; {(d) for interference or other priority proceedings involving said invention; and (e} for legal
proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted thereon,
including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public
use proceedings, infringemsnt actions and court actions; provided, however, that the expense incurred
by said ASSIGNORS in providing such cooperation shali be pald for by said GENENTECH, INC.

The terms and covenants of this assighment shall inure to the bensfit of said GENENTECH, INC.,
its successors, assigns and other legal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNORS, their
respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNORS hereby warrant and represent that they have not entered and will not enter
into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith,

Page 1 of 2
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£ Application No. 60/820,561

g Dated: %[%[QS

IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;

: South San Francisco
n J. Watts

Docket No. PR2291-1

Dated:

South San Francisco
Yan Wu

Page 2 of 2
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Docket No. PR2291-1

ASSIGNMENT

¥ WHEREAS, Ryan J. Watts, a citizen of USA, residing at 624 Yale Drive, San Mateo, CA 94402,
£ and Yan Wu, a citizen of USA, residing at 1160 Biythe Streat, Foster City, CA 94404 (hareinafter
* "ASSIGNORS"), have invented a new and useful invention in

NEUROPILIN ANTAGONISTS

for which a provisional application Serial No. 60/820,561 (Docket No. PR2291-1) has been filed by
them on July 27, 2006; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., a corporation organized and existing under and by virtue of the
laws of the State of Delaware, having a place of business at 1 DNA Way, South San Francisco,
Califortia 94080-4990, is desirous of acquiring an interest In and to said invention, and in and to the
Letters Patents to be obtained therefor;

———

NOW, THEREFORE, be it known by all whom it may concern;

That for good and valuable consideration the recelpt of which is hereby acknowledged, the sald
ASSIGNORS have and do heraby sell, assign, transfer and set over unto the said GENENTECH, INC.,
its successors and assigns, the full and exclusive right, title and interest including all rights under the
Paris Convention for the Protection of industrial Property, in and to sald invention, and in and to any and
all Letters Patents to be granted and issued therefor or any continuation, division, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patents any reissue or re-examination thersof, not only for, to, and in the
United States of America, its territories and possessions, but for, to and in all other countries; and it has
been and is hereby authorized and requested that the appropriate government agencies issue said Letters
Patents to said GENENTECH, INC., In accordance with this Assignment.

Said ASSIGNORS covenant and agree to cooperate with GENENTECH, INC., to enable said
GENENTECH, INC. to enjoy to the fullest extent the right, title and interest herein conveyed in the
United States and foreign countries. Such cooperation by said ASSIGNORS includes prompt production
of pertinent facts and documnents, giving of testimony, execution of petitions, oaths, specifications,
declarations or other papers, and other assistance all to the extent deerned necessary or desirable by
said GENENTECH, INC., {(a) for perfecting the right, title and interest herein conveyed; (b) for
prosecuting any of-said applications; (c) for filing and prosecuting applications for reissuance of any of
said patents; {d) for interference or other priority procsedings involving said invention; and {e) for legal
proceedings involving said invention and any applications therefor and any patents granted thereon,
Including without limitation opposition proceedings, cancellation proceedings, priority contests, public
use procaedings, Infringement actions and court actions; provided, however, that the expenss incurred
by said ASSIGNORS in providing such cooperation shall be paid for by said GENENTECH, INC.

Tha terms and covenants of this assignment shall inure to the benefit of said GENENTECH, INC.,
its successors, assigns and other legal representatives, and shall ba binding upon said ASSIGNORS, their
respective heirs, legal representatives and assigns.

Said ASSIGNORS hersby warrant and represent that they have not entered and will not enter
into any assignment, contract, or understanding in conflict herewith.

Page 1 of 2
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SApplication No. 60/820,561 Docket No. PR2291-1

IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows;

+South San Francisco -

Ryan J. Watts
¢ Dated: *

' South San Francisco \/W/WM.

Dated: 5[ 8’{7'60 g Yen Wu(

Page 2 of 2
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Cesién a GENENTECH, INC.
firmado por los cedentes y el cesionario.

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
2, ha sido firmado por M. Bassford

actuando en capacidad de Funcionario que Certifica
lleva el sello/timbre de la Oficina de Marcas y Patentes de E.U.

Certificado

5. en Washington D.C.
6. el dieciocho de junio de 2007

7. por el Funcionario de Autenticacién Asistente, Departamento de Estado
de Estados Unidos
8. No. 08026681-3
9. Sello/timbre 10. Firma
(Firma)

Sonya N. Johnson

[sello]
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LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODO AQUEL QUE PUEDA LLEGARLE LA PRESENTE:;

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE ESTADOS UNIDOS
Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos

Mayo 30 de 2008

ESTE ES PARA CERTIFICAR QUE EL ANEXO ES UNA COPIA VERDADERA

DE LOS ARCHIVOS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO ARCHIVADO
EL 8 DE MAYO DE 2008

Por autoridad de}
Subsecretario de Gomercio para la Propiedad Intelectual
y Director de la Oficina de Marcas y Patente de Estados Unidos

M. BASSFORD
Funcionario que Certifica
Hay un sello que dice:

Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos
Departamento de Comercio




CESION DE PATENTE

Version electrénica v1.1
Version de la hoja v1.1

TIPO DE PRESENTACION: CESION NUEVA

NATURALEZA DEL ACUERDO: CESION

DATOS DE LA PARTE CEDENTE:

Nombre Fecha de ejecucton
Ryan J. Watts 02/05/2008
Yan Wu 08/05/2008

DATOS DE LA PARTE QUE RECIBE

Nombre: Genentech, Inc.
Direccion: 1 DNA Way
Direccion interna; Mail Stop 49
Ciudad: South San Francisco
Estado/Pals: | CALIFORNIA
Codigo PostaI:J 94080

NUMEROS DEL PROPIETARIO Total: 1

Tipo de Propiedad Ndmero
Numero de solicitud 60820561

DATOS DE CORRESPONDENCIA

NUMERO DE FAX: (650) 952-9881

La correspondencia se enviaré por Correo de Estados Unidos cuando los intentos de hacerlo por fax no sean exitosos.
Teléfono: (650) 225-1511

Email: ely@gens.com

Nombre de destinatario: Irene Pleasure

Direccion linea 1: 1 DNA Way

Direccién Linea 2 Mail Stop 49

Direccion Linea 4; South San Francisco, CALIFORNIA 94080

NUMERO DE EXPEDIENTE DEL ABOGADO: PR2291-1

NOMBRE DEL REMITENTE: R. Minako Pazdera

Anexos totales: 4

Fuente=PR2291-1_CESIONES#pagina 1.tif
Fuente=PR2291-1_CESIONES#pégina 2.tif
Fuente=PR2291-1_CESIONES#p4gina 3.tif
Fuente=PR2291-1_CESIONES#péagina 4.tif
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CESION

CONSIDERANDO QUE Ryan J. Watts, ciudadano de los E. U. A, residente en 524 Yale Drive,
San mateo, CA 94002, y Yan Wu, ciudadano de los E. U. A,, residente en 1160 Blythe Street, Foster City,
CA 94404 (en adelante denominados como "CEDENTES”), han inventado una invencion nueva y Utilen

ANTAGONISTAS DE NEUROPILINA

para la cual se presentd una solicitud provisional con Serie No. 60/820,551 (Expediente No. PR2291-1}ha
sido presentada por ellos el 27 de julio de 2006; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y por
virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San Francisco,
California 940804990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y para las
patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una consideracion buena y valiosa el recibo de la cual se reconoce por la presente, dicho
CEDENTE ha y por la presente vende, cede, transfiere y traspasa a dicha GENENTECH, INC. sus
sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo incluyendo todos los derechos
bajo la Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad Industrial, en y para dicha invencién, y en
y para cualquiera y todas las patentes que se concedan y emitan para la misma o cualquier continuacion,
division, renovacién, o sustitucion de la misma, y en cuanto a patentes cualquier reemision o
reexaminacion de las mismas, no solo para, por y en los Estados Unidos de América, sus termtonos y
posesiones, sin para, por y en todos los otros paises; y se ha y por la presente se autoriza y solicita que

las agencias’ gubemamentales respectivas emitan dichas patentes a GENENTECH, INC. de acuerdo con
esta cesién.

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar a
dicha GENETECH, INC., a disfrutar hasta su méaxima extension el derecho, titulo e interés aqui cedido en
Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la pronta
produccion de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones, juramentos,
especificaciones, declaraciones u otros documentos, y ofra ayuda todas hasta el punto considerado
necesario o deseable por dichas GENETECH, INC. (a) para perfeccionar el derecho, titulo e interés aqul
cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y procesar solicitudes de
reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia u otros procesos de
prioridad que involucran dicha invencion; y (e) para procedimientos legales que involucran dicha invencion
y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la misma, incluyendo sin limitacién
procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas de prioridad, procesos de uso
piblico, acciones de violacion y acciones de la corte; con la condicion que los gastos incurridos por dicho
CEDENTES al proporcionar dicha cooperacion deban ser pagados por GENETECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENETECH, INC.
sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y debera ser obligante sobre dichos CEDENTE,
sus respectivos herederos, representantes legales y cesionanos.

Dicho CEDENTE por la presente garantiza y manifiesta que no ha entrado y no entrard en
ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con fa presente.




EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco . (firma)
02/05/08 Ryan Watts
Fecha
South San Francisco .
Yan WuYan Wu
Fecha
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco

Fecha

South San Francisco
08/05/08

Fecha

Ryan Watts

(firma)

Yan Wu
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document
. 2. has been signed by P. R, Grant

3. acting in the capacity of Certifying Officer

4. bears the seal/stamp of Patent and Trademark Office

Certified

5. at Washington, D.C.

6. the eighteenth of June, 2008

7. by Assistant Authentication Qfficer, United States Department of State

8. No. 08026681-5 ~

9. Seal/Stamp: 10. Signature:

(1T
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

June 03, 2008

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED IS A TRUE COPY FROM THE
RECORDS OF THIS OFFICE OF A DOCUMENT RECORDED ON
March 16,.2006,

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office
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P. R. GRANT
Certifying Officer
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g3 ' U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
RECORDATION FORM COVER SHEET Patemr and Traderairk Office
PATENTS ONLY any Diz No. FRZ291

i Comanssioner for Patents: Please TECOTd e AMNENGY Origmal docutenn, or cupy thercof,
2. Name and address of receiving party(ies):

[ N

i 1. Name of conveying party(ies):
j Name: GENENTECH, INC.

" Ryml Wams
L Anil D, Bagri loernal Address:
- Yan Wu :
; Sweer Address: L DNA Way
f Addmonal namots) of conveying partylics) ambxenea? LYes X No Cuy: Sowh San Francisco Stare: California
{ 21P: 940804990

3. Nangre of conveyance: Addtsonal usine(s) & addressies) anached® _Yes X No

X Assignment Merger
Security Agreement
Change of Ngme
Qther:

Execution Dute:

| Mach 11, 200

4. Application number(s) or paters number(s):

1 this document 15 being filed wogetber with 2 pew #PplEaLIAN, W EACCULON Atk OF sic application 15

A Pogr Application No (s) B Pareal No (s)

10, 2006 2006 and

;' 60/734,708
7 AGIION ubers aAshed? _ Yes X No »
3. Name and address of parry 10 whom cormespondence 8. Toml Tumber oF applications and parenrs
concerning document should be mailed: involvad; 1 ,
7. Toal fee (37 CFR 3.41); § 40,00

Steven X. Cuj . Enclosed

GENENTECH, INC. .

1 DNA Way _X Authorized 10 be charged 1o deposit account
South San Francisco, CA 94080 8. Deposit account number: '

07-0630
DO NOT USE THIS SPACE
9 Swrcmens and sigmnre.
To the bes of my knawlsage and befiet, & foregomg information i i and correct and any sauched copy
I3 Inic capy of e orypnel document.
Seanx Qu Co Mazch 16, 2006
Neme of Person Signing Signaure Date
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Packer No. PR2201

ABSIGNMENT

WHEREAS, Ryan . Warts, a citizen of USA, residing a1 524 vale Drive, San Mataea, CA 94402,
and Anil D. Bagri, a citizen of USA, rasiding at 1 Maple Way, San Carios, CA 94070, and Yen Wu, a
emzen of US, residing at 846 Andromeds Lane, Foster Ciy, CA 94404 {herexnafter “ASSIGNORS"),
have invented a new and usafyl nvention in

NEUROPILIN ANTAGOMISTS

for which a provisiona application Serial No. 60/734,7ag {Docket No. PR2291) has heen fileg by themn
on November 8, 2005; and

WHEREAS, GENENTECH, INC., 8 carporatien organized and existing under ang Dy virtue of tha
laws of the State of Delaware, having & place of businsas at 1 DNA Way, Sauth San Franeisco,
California 94080-4490, is desiraus of acquiring an inierest m and to said invention, and in and o the
Lerters Patents vo be obtainad therefor;

NOW, THEREFORE, be it known by all whom n may concern;

That for good ang valuable consideratian the réceipt of whichis hereby acknowledgea, the said
ASSIGNORS have and do harady sell, aagign, transfer ang 381 aver unto the said GENENTECH, INC.,
{ts successars ang assigns, the full and exclusive fght, ttle and interast including all rights under the
Patis Convention for the Fretection of Industnal Property, 1n end 1o saig invention, and in ang to any aha
all Lemers Patents to be granted angd issued thersfor or any contnuation, division, renewal, or substiture
thereof, and as to Letters Parents ANy raisue or re-examination thereof. nat only for, to, and in the
Unired Staves of America, its verritonss and possessions, bur for, to and in all other countnes; and it has
beenandis ﬁereby authorized and requested that the appropnate government agencies issue said Letrers
Patents 1o sau GENENTECH, INC., in accordance with this Assignment.

Said ASSIGNORS covenant and agrae to cooperate with GENENTECH, INC., to enable saq

United States and toreign countries. Such Cooperarion by sait ASSIGNORS includes prompr praduction
of pertinem facts ang documents, giving of testimony, execution of petitions, aaths, specifications,
declarations or other PApers, and other asgistance all to the extent deemed necassary or desirabie by
said GENENTECH, INC., (a) for perfecting the nghr, title ang intérast herein sonveyed: (b) for
prosecuting any of said applications; {c) tar filing ana prasecuting applications for reissuance of any of
sawd patents; (d) for interference Or other priotity praceedings involving said invention; and (e} for fegal
procesdings involving said inventon and any applicatians therefor and any patents granted theraon,
including without fimitation Opposiion proreedings, cancallation proceedings, prionty contests, public
use procesdings, nfringement actions and court actions; prowvided, however, that the BXpense ncurreq
by said ASSIGNORS in praviding such gooperation shall pe paid for by said GENENTECH, INC.

The terms and covenants of this 8ssignmant shall inure 1o the benefit of said GENENTECH, INC.,
s Succassors, a3signs and other lagal representatives, and shall be binding upon said ASSIGNORS, their
respective heirs. lagal rapresentatives and assigns,

Page 1 ot 2
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: Said_ASSIGNOHS hereby warrant and faprasent that they have Nat entersd and will not enter
Into any-assignment, contract. ar Wnderstanding n conflicr herawith.

IN WITNESS WHEREQF w8 undersign ag follpws;

South San Francisco

Dareq: lof o

South San Franeisco

Anil D. Bagn

Dateq:

Sourh San Francisco

Yan wy
Dated:
~

Page 2 of 2
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and represent hat they have not entered and will not enter

' Saia ASSIGNORS hereby warrant
with.

' into any assignment, contracy, or understanding in confliet here

‘ IN WITNESS WHEREOF we undersign as follows:

i
if Sourth San Francisco
; R . Wi
; Dared: yan J, Watts
3
!
} South San Francisco __@w’o % ey -
; Deted: 2, , ~ , 0 ; Anil D. Bagri
f
i South San Francisco
/ Yan Wi
[; Dateq: !
{
: )
Page 2 of 2
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f:48em  From-GENENTECH LEGAL

o -Saiq ASSIGNORS hereby warrant ang répresent that they have nor entered ang will not entar
- Nt any assignmenty, ¢ontract, or understanaing in conflict Rerewith,

IN WITNESS WHERFQF we undersign as follows:

South San Francisco
Ryan J. Warts

;
[{ Daged:
{ —————

/’ Sourh San Francisco .
‘ Anil D. Bagri
| Datea:
I3
South San Francisco \j Q/V\' \M’V\
Yan Wi

Dated: >~ ~2e0 N

|
|
/
!
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Cesion a GENENTECH, INC.
firmado por los cedentes y el cesionario.

ST

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

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
ha sido firmado por P. R. Grant
actuando en capacidad de Funcionario que Certifica
lleva el selloftimbre de la Oficina de Marcas y Patentes de E.U.

Certificado

5. en Washington D.C.
6. el dieciocho de junio de 2008

7. por el Funcionario de Autenticacion Asistente, Departamento de Estado
de Estados Unidos
8.  No.08026681-5
9. Sello/timbre 10. Firma
(Firma)

Sonya N. Johnson
[sello]




LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODO AQUEL QUE PUEDA LLEGARLE LA PRESENTE;

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE ESTADOS UNIDCS
Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos

03 de junio de 2008

ESTE ES PARA CERTIFICAR QUE EL ANEXO ES UNA COPIA VERDADERA
DE LOS ARCHIVOS DE ESTA OFICINA DE UN DOCUMENTO ARCHIVADO
EL 16 DE MARZO DE 2008.

Por autoridad del
Subsecretario de Comercio para la Propiedad Intelectual
y Director de la Oficina de Marcas y Patente de Estados Unidos

(Firma)

P. R. GRANT

Funcionario que Certifica
Hay un sello que dice;

Oficina de Marcas y Patentes de Estados Unidos
Departamento de Comercio




HOJA DE PORTADA DEL FORMULARIO DE Eetadon Urios o0 %

Oficina de Mercas y Patentes
REGISTRO
SOLAMENTE PATENTES Expodionts da abogado No. 12278-
203-998

Comislonade de Patentss: Por favor archive los documentos originales anexos o copias de los mismos

1. Nombre de la(s) parte(s) cedente(s): 2. Nombre y direccion de la(s) parte(s)
Ryan J. Watts receptora(s)
AnilD. Bagn Nombre: GENETECH, INC
Yan Wu

Direccion interna;
¢Se anaxalr} nambre(s) adiclonal(es) de perie(s) cedente(s)? _Si X No

3. Naturaleza 06l Taspaso, Direccion;  South _San Francisco  Estado:

X Cesion Fusitn California
Cédigo Postal: 94080-499
Acuerdo de Seguridad igo Postal 0
Cambio de Nombre
Otr ¢Se anexan Nombre(s) y direcckn(es) adicionalfes)? _ Si X No
(0%

Fecha de Ejecucion: 10 de marzo de 2006, 13 de
marzo de 2006 y 11 de marzo de 2006

4. Numerofs) de solicitud o nimero(s) de patente:
Si este documento se presenta junto con una nueva soliciud, la fecha de ejecticién de la solicitud es:
A Solicitud de patents No(s). 60/734,798 B.  Patents Nofs).

456 anexan nimeros adiclonales? _ Si X No

5. Nombre y direccién de la parte a quien se le debe | 6. Numero total de solicitudes y patentes

enviar la correspondencia: involucradas: 1
Steven X. Cui 7. Tanfa total (37 C.F.R 3.41): $40.00
Genetech, INC.

Y 1 DNA Way - Adjunto

South San Francisco, CA 94080
X Autorizado a cargar] a 1a cuenta de depdsiios

8. Nimero de cuenta de Depésito:
07-0630

NO USE ESTE ESPACIO

9. Declaracién y firma.
Hasta donde sé y creo, la informacién anterior es verdadera y comecta y cualquier Copla anexa es una copia verdadera
del documento original,

NSteven X Cul (Firma) 16 de marzo de 2006
Nombre de la persona que firma Firma Fecha

Registro No. 44,637

Nimero total de paginas que comprenden portada, anexos y documento: 5

PATENTE
700251278 ROLLO: 017345 CUADRO: 0989




CESION

CONSIDERANDO QUE Ryan J. Watts, ciudadano de los E. U. A,, residente en 524 Yale Drive,
San Mateo, CA 94002, Anil D. Bagri, ciudadano de los E. U. A., residente en 1 Maple Way, San Carlos, CA
94070, y Yan W, cudadano de los E. U. A, residente en 846 Andromeda Lane, Foster City, CA 94404
{en adelante denominados como *CEDENTES"), han inventado una invencion nueva y (il en

ANTAGONISTAS DE NEUROPILINA

para la cual se presenté una solicitud provisional con Serie No. 60/734,798 (Expediente No. PR2291)ha
sido presentada por ellos el 8 de noviembre de 2005; y

CONSIDERANDO QUE, GENENTECH, INC., una corporacion organizada y existente bajo y por
virtud de las leyes del Estado de Delaware, que tiene oficinas en 1 DNA Way, South San Francisco,
Califormia 94080-4990, esta deseosa de adquirir un interés en y para dicha invencion, y en y para las
patentes que se obtendran de la misma;

AHORA, POR LO TANTO, téngase por sabido por todo aquel que le conciema:

Que por una contraprestacion buena y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por la presente,
dicho CEDENTES han y por la presente venden, ceden, transfieren y traspasan a dicha GENENTECH,
INC. sus sucesores y cesionarios, el derecho, titulo e interés completo y exclusivo incluyendo todos los
derechos bajo ia Convencion de Paris para la Proteccion de la Propiedad Industrial, en y para dicha
invencin, y en y para cualquiera y fodas las patentes que se concedan y emitan para la misma o
cualquier continuacion, division, renovacion, o sustitucién de la misma, y en cuanto a patentes cualquier
reemisién o reexaminacién de las mismas, no solo para, por y en los Estados Unidos de América, sus
teritorios y posesiones, sin para, por y en todos los ofros paises; y se ha y por la presente se autoriza y
solicita que las agencias gubemamentales respectivas emitan dichas patentes a GENENTECH, INC. de
acuerda con esta cesidn,

Dichos CEDENTES garantizan y acuerdan cooperar con GENENTECH, INC., para posibilitar a
dicha GENETECH, INC., a disfrutar hasta su méxima extension el derecho, titulo e interés aqui cedido en
Estados Unidos y los paises extranjeros. Tal cooperacion por dichos CEDENTES incluye la pronta
produccién de hechos y documentos pertinentes, dando testimonio, ejecutando peticiones, juramentos,
especificaciones, declaraciones u ofros documentos, y otra ayuda todas hasta e! punto considerado
necesario o deseable por dichas GENETECH, INC, (a) para perfeccionar-el derecho, titulo e interés aqui
cedido; (b) para procesar cualquiera de dichas solicitudes; (c) para presentar y procesar solicitudes de
reemision de cualquiera de dichas patentes; (d) para procesos de interferencia u ofros procesos de
prioridad que involucran dicha invencién; y (e) para procedimientos legales que involucran dicha invencion
y cualquier solicitud de la misma y cualquier patente concedida sobre la misma, incluyendo sin limitacidn
procedimientos de oposicion, procedimientos de cancelacion, disputas de prioridad, procesos de uso
plblico, acciones de violacion y acciones de la corte; con fa condicion que los gastos incuridos por dictio
CEDENTES al proporcionar dicha cooperacién deban ser pagados por GENETECH, INC.

Los términos y garantias de esta cesion deben actuar en beneficio de dicha GENETECH, INC.
Sus sucesores, cesionarios y otros representantes legales, y deberé ser obligante sobre dichos CEDENTE,
sus respectivos herederos, representantes legales y cesionarios.

-~
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Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entraran en
ninguna cesién, confrato o entendimiento en conflicte con la presente.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco {firma)
02/05/08 Ryan-Watts
Fecha

South San Francisco

Anil D. Bagn
Fecha
South San Francisco

Yan WuYan Wu
Fecha




Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado y no entraran en
ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con fa presente.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco

Ryah Waits
Fecha
South San Francisco (fima)
13/03/06 Anil D. Bagni
Fecha
South San Francisco
Yan Wu

Fecha

146




Dichos CEDENTES por la presente garantizan y manifiestan que no han entrado ¥ no entraran en
- ninguna cesion, contrato o entendimiento en conflicto con la presente.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL suscribimos como sigue:

South San Francisco

Ryan Walts
Fecha
South San Francisco
Anil D. Bagri
Fecha
South San Francisco {Firma)
‘ 11-03-06 Yan Wu

Fecha




