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. Nombre: WYETH i
SOLICITANTE ! IDENTIFICACION
(71) Direccién:  Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Estados Unidos de
* América | D D
| NIT
Nacionalidad o Domicilio:  Nueva Jersey, Estaos Unidos de América | C-C-
\—/}Mg"ar de Constitucion: Delaware, Estados Unidos de América C.E. l:] Otro I:’
v Teléfono: Fax: l Cual
E-Mail i Numero
|
. Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ l\ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Direccion: Avenida 82 No.10-62 Piso § | ce. o I
O APODERADO \ U
. | ¢t [ ] ow [ |
' Teléfono: 634 1500 Fax: 3‘|76 2211 Cual
- i I 79.143.366 de -~
' E-Mail: office.bogota@bakeret.com : NGmero Usaquén TP 20.281
——— |
T . Vs : -~ e -—
@ Nombre: BOGHAERT, E}win, R.; DAMLE, Nitt;in, K.; HAMANN, Philip, Ross; KHANDKE, Kiran; KUNZ, Arthur;
MARQUETTE, Kimberly, A ; TCHIS]‘"IAKOVA, Lioudmila; GILI Davinder y SREEKUMAR, Kodangattil
L INVENTOR (ES) Direccién: 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950, Estados Unidos de América, 53 Stevenson Lane, Upper Saddle River,
NI 07458, Estados Unidos de América,\9 Jacobs Road, Thiells, NY 10984, Estados Unidos de América, 120
Eant Allison Avenue, Nanuet, NY 10954, Estados Unidos de América, 11 Jennifer Drive, New City, NY
10956, Estados Unidos de América, 66 | pringfield Street, Apt. #1, Somerville, MA 02143, Estados Unidos de
América, 19 Abbot Bridge Drive, Ando‘ver,‘ MA 01810, Estados Unidos de América, 20 Charlotte Drive,
Andover, MA 01810, Estados Unidos de América y 140 Parker Road, Plainsboro, NJ 08536, Estados Unidos de
América, respectivamente |
(72) Nacionalidad o Domicilio:  Domiciliados en Estad;os Unidos

(®) pcT (s5) 5

Solicitud Internacional No. PCT/US2007/063685
Publicacion Internacional No. WO0/2007/106744

Fecha 09-MAR-07
Fecha 20-SEP-07

@ Titulo (54)

ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMOS

@ Clasificacién Internacional (51) CO7K 16/00, A61K 39/395, COJIK 14/47

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
Us 10-MAR-06 60/781,346
si N[ || us 23-FEB.O7 60/891,248
@omprobante de pago No. 08-61891 Fecha 01-AGO-08
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i ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la !solicitud

l .
Documento que acredita la existencia y representacion 1Iegal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes, si fuere el caso i

D Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

D Declaraciones |

i

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcici;)n, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Résu‘men, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

|
D Copia del examen preliminar internaciona!l efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccion del examen preliminar internacional efectuacio por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso ’

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autprizacién de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas

De ser el caso, certificado de depésito del material biolc')g!;ico
1

D Arte final 12 x 12 |

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de palkente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud

. ) o .
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud |pternamonal.

Otros: Varios solicitud internacional
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{
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Instrucciones para la presentacion de los angkos, ver reverso de esta pagina
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TRADUCCION OFICIAL No. 446/08 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacién se sella con el sello‘dé! Traductor. Esta es una Traduccién

Oficial efectuada el dia 4 de agosto de 2008 por la Sra. Maria Teresa Lara, c.c.

41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segun Resolucién No. 01016 del 2 de

octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Poder otorgado por WYETH para su repre;se_ntacién en relacién con asuntos de

propiedad industrial en Colombia. Certificacién notarial suscrita por Michelle L.

McGoWan, Notario Publico del estado {de Nueva Jersey, y legalizaciones

subsiguientes. |

EL PODER Y LA CERTIFICACION N(i)TARIAL NO SE TRADUCEN POR

ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN FL DOCUMENTO ORIGINAL.

@ @
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(Fdo.) Michelle L. McGowan |

o2 EINSUSTIEA

JARIA TERESA LARA B,
TRADUCTORA 0PGRS
RESOLUCION My OMRA

{Sello] MICHELLE L. McGOWAN !
Notario Publico, Estado de Nueva Jersey
No. 2108903
Habilitada en el Condado de Moriris
La comisién expira el 9 de febrero de 2011

‘ (Sello notarial

en relieve) ‘

|
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
|
1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico ha sido ﬁrmado! por: Michelle L. McGowan
3. actuando en calidad de:  Notario Plﬁblcico de Nueva _‘;: O :::; gisse’;i
| v L rocoria COMCIDE COM EL
4, lleva el sello/timbre de: Michelle L. McGowan, -3:: BicMAL QUE HE YRNIDO ALA VIBTA.
N \eo-ser08
| b ;;\ T ,‘ i
I LUL 'ﬁ».-@‘mm;f_ TS 11)
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AARIA TERESA LARA R
TRADUCTORA OF¥ [ 8
RESOLUCIOM Hley 01718
DR HIRSUOTIRA

Traduccién Oficial No, 446/08 - Pagina 2

|

CERTIFIiCADO

5. en Trenton, Nueva Jersey |

l
6. el dia 28 de julio de 2008

8. No. A334737

9. Sello/Timbre: l
(Sello del Estado
de Nueva Jersey)

por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA JERSEY

10. Firma

i(Fdo.) R. David Rousseau

' |
La anterior es traduccién fiel y completa deil documento en referencia, de la cual
se deja copia en este archivo para su confrpntacién.

|

‘Maria Teresa Lara R.
€.c. 41.568.055 de Bogotd
Traductora Oficial segln
Resolucion No. 01016 del
;ﬁ de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia

i
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1 COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA ===
= | =)
g__—; 2.  THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY: >)
= MICHELLE L MC GOWAN | g;;
‘tﬁ ={| 3. ACTING IN THE CAPACITY OF: | ==
b@ﬁ NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY | ==
== ’ =

E 4. BEARS THE SEAL/STAMP OF: | =
— MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY | ==9)
== =)
@% CERTIFIED =)
= | =
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POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

WYETH

with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERQ and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCEA
all members of the law firm Baker & McKenzie Colombia S.A.,
with domicile at Av. 82 No. 10 - 62, 6Th floor, of Bogota D. C.,
Colombia, and for.so long as they remain members of the law
firm, a full and sufficient Power of Aftomney to obtain the
protection of my (our) industrial property for which purpose I
(we) authorize the said attorneys to represent me (us) before
administrative, and judicial authorities or persons, in alt matters
concerning the following: a) obtainment of patents, including
filing of assignments, change of name or address, and at my (our)
specific direction, voluntary cancellation, defending and filing of
oppositions, cancellations, annulment and criminal actions, and in
general the civil, criminal, and administrative processes relating to
those rights.

T hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the
mentioned matters.

Done and subscribed in

On the a5 o day of ()v}a 2008
!

YA =
A LN

Gale F. an’ﬁmws\'

—
N

Assistant Secretar

Signature of the person issuing the Power

l Colombia

Baker & McKenzie Colombia S.A.
[ Av. 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

P NIT: 860.068.840-3
Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www.bakernet.com

i

!
i PODER DE ABOGADO
La iabajo firmada,

' WYETH

| o
con oficinas en
o

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
| Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o
' OLGA GEORGETTE OTERO y/o
RICARDO METKE y/o
l JUAN PABLO CONCHA
todos miembros de la firma de abogados Baker & McKenzie
Co!ombia S.A., con domicilio en la Av. 82 No. 10 - 62 Piso §
en Bogota D. C., Colombia, y hasta tanto ellos contintien siendo
miembros de la firma, poder amplio y suficiente para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial a, cuyo efecto
autI rizo (amos) a los dichos apoderados para que me (nos)
representen  ante autoridades o personas del orden
administrativo y judicial, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes, incluyendo
presentacion de traspasos, cambio de nombre o direccién y bajo
mi |(nuestra) expresa(s) instruccién(es), cancelacién voluntaria,
defensa y presentacion de oposiciones, cancelaciones, nulidades,
y len' general procesos civiles, penales, administrativos
relacionados con estos derechos.

I

f

i .
Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compaiiia por cualquiera de los
mencionados apoderados en los casos mencionados.

Daido y firmado en
A 1;08 :
|
| '

!

Gale F. Matthews
Subsecretario

25 dias del mes de Julio  de2008

Firma de la persona que firma el Poder

w» F
€

GGINAL QUE HE TERIDO A LA VIBTA

: , Q9 SEP 2008

; Q. - COLOIBIA
| 2ULMA NAVARRG DEBAUTISTAL
NOTARIA ORICE {11) )
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NOTARIAL CERTIFICATION ? CERTIFICACION NOTARIAL
f
— ‘
On this (; o ~ dayof July Alos 25 dias del mesde julio
!
2008 , the undersigned Notary <'ie 20 el suscrito Notario
CERTIFIES ,‘ DA FE
That  Gale F. Matthews I' Que Gale F. Matthews

f

i

set his hand on the foregoing document.

following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source:
Minutes of the Board of Directors Meeting held on May 24,
2008.

That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.
That the grantor has executed the foregoing document as ,'3
!
Assistant Secretary ,
of the judicial person WYETH |
|
That the judicial person =~ WYETH 4
having its home office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, |
United States of America 'f
is duly organized, has present legal existence and that the |
purposes for which the power of attorney is granted are within '
the scope of its corporate purposes. '
!
That the grantor has in fact the referred to authority and that l'
his/her representation is legal. |
|
That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the ;
il

!
y
i
I
|
!

I
|

Mo LM gqupn !

Notary Public

MICHELLE L. McGOWAN
Public, State of New Jersey
. No. 2108903
Qualified in Morris County
Comamission Expires Feb. 9, 2011 .

!
'
f
'
!
t
t
|
t

il © I

3Actas de la reunién de 1a Junta Directiva
! celebrada el 24 de mayo de 2008.

suscribi6 de su pufio y letra el documento que antecede.

Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad legal
- para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en s :
caracter de '
Subsecretario

de la persona juridica WYETH

Que la persona juridica WYETH
_ con sede en
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,

Estados Unidos de América

estd legalmente constituida, que tiene existencia lega
actual y que el acto para el cual se otorga el poder est
- comprendido entre los que constituyen su objeto social.

" Que el otorgante tiene efectivamente la representacioén que
. ostenta y que ésta es legitima.

* Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los
. siguientes  documentos auténticos que al efecto se me

exhibieron y que menciono especificamente con expresion
" de sus fechas y de su origen o procedencia:

El Notario Publico

| Bocora o.c.. coromsia
1 ZULMARAVARRS DE §§Ru"‘ TISTA
‘ = NOTARIA ONCE (11)

R DT e T e e S




(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PU'BLICADA BAJO EL. TRATADO DE
COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) ORGANIZACION MUNDIAL DE LA

PROPIEDAD INTELECTUAL (1))1(\;[1? A 00 S T A

Oficina Internacional

-(43) Fecha de Publicacién Internacional:
20 de Septiembre de 2007 (20.09.2007)

(10) Niimero de Publicacion Internacional:

WO 2007/106744 A3

(51) Clasificacion Internacional de Patentes '
CO7K 16/00 (2006.01) CO7K 14/47 (2006.01)
A61K 39/395 (2006.01)

(21) Nimero de Solicitud Internacional:  PCT/US2007/063685

(22) Fecha de Presentacion Internacional:
09 de Marzo de 2007 (09.03.2007)

(25) Idioma Presentado: Inglés
(26) Idioma de Publicacion: Inglés
== (30) Fecha de Prioridad:
360/781,346 10 de Marzo de 2006 (10.03.2006) US
=60/891,248 23 de Febrero de 2007 (23.02.2007) US
‘ (71) Soliciténte: (para todos los Estados designados excepto US):

WYETH [US/US]; Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940
(US). i

(72) Inventor: e

(75)Inventor/Solicitante: (para US tnicamente) BOGHAERT,
Erwin, R.; 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950 (US).
DAMLE, Nitin, K.; 53 Stevenson Lane, Upper Saddle
River, NJ 07458 (US). HAMANN, Philip, Ross; 9 Jacobs
Road, Thiells, NY 10984 (US). KHANDKE, Kiran; 120
Eant Allison Avenue, Nanuet, NY 10954 (US). KUNZ,
Arthur; 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956 (US).
MARQUETTE, Kimberly, A.; 66 Springfield Street, Apt.
#1, Somerville, MA 02143 (US). TCHISTIAKOVA,
Lioudmila; 19 Abbot Bridge Drive, Andover, MA 01810
(US). GILL, Davinder; 20 Charlotte Drive, Andover, MA
01810 (US). SREEKUMAR, Kodangattil; 140 Parker
Road, Plainsboro, NJ 08536 (US).

(74) Agente: MEIGS, Julie, Broadus et al.; Pilisbury Winthrop
Shaw Pittman LLP, P.O. Box 10500, McLean, VA 22102
(US).

|
|

1 (81) Estados Designados: (a menos que se indique de otro

| . modo, para cada caso de proteccién nacional

- disponible): AE, AG, AL, AM, AT, AU, ~BA,

BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN,{LO/CR,

CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI,

GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP,

KE, KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, -

LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,

MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, .

RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ, -

™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, :

YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados Designados: (a menos que se indique de otro
i «modo, para cada caso de proteccién regional -
" disponible): patente ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS,

MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),

patente Eurasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD,
RU, TJ, TM), patente Europea (AT, BE, BG, CH, °
CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE,
IS, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), .

patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicada:

iconel reporte de biisqueda internacional

+ antes de la expiracion del tiempo limite para enmendar las
feivindicaciones y para ser vueltas a publicar en el caso de la
recepcion de las enmiendas

-con parte del listado de secuencias de la descripcién
publicada separadamente en forma electrénica y disponible a
f)etici(’)n de la Oficina Internacional

(88)Fecha de Publicacién del Reporte de Biisqueda
Internacional:
! 29 de Noviembre de 2007

| . L .
Para codigos de dos letras y otras abreviaciones, referirse a
‘Notas de Guia de Cédigos y Abreviaturas™ que aparece al
comienzo de cada emision regular de la Gaceta del PCT.

i

a

2007/106744 A3 |10 R0 O

o(57) Resumen:

(54) Titulo: ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMOS$

Anticuerpos anti-5T4, conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco, y métodos para preparar y usar los mismos.




WO 2007/106744 . PCT/US2007/063685

WHAT IS CLAIMED: |

1. An antibody that specifically b!indls human 5T4 antigen, wherein the
antibody:
(@  comprises an antigen binding domain of murine A1, A2, or A3
antibodies; ;
(b)  competes for 5T4 binding|with murine A1, A2, or A3 antibodies:
() bindsa5T4 epitope bound by A1, A2, or A3 antibodies:; or
(d)  comprises a 5T4-binding fragment of an antibody of (a)-(c).

|

2. The antibody of claim 1, wherein the antibody is a chimeric antibody, a
humanized antibody, a single chain antibody, "a Fab fragment, a F(ab), fragment, a
Fv fragment, a tetrameric antibody, a tetravalent antibody, a multispecific antibody, a

domain-specific antibody, a single domain antibody, or a fusion protein.
|

3. The antibody of claim 1, which is t:a murine monoclonal antibody.

i .
4, The antibody of claim 1, wherein the antibody has a binding affinity for
human 5T4 antigen of at least about 1 x 107 M ‘o about 1 x 10712 M.

{

l

H5. The antibody of claim 1, wherein ”'che antibody specifically targets 5T4-

expressing cells in vivo. 1

|
6. The antibody of claim 1, wherei;n the heavy chain variable region
comprises an amino acid sequence of residueé} 20-138 of SEQ ID NO:2, residues

19-135 of SEQ ID NO:6, residues 20-141 of SE;Q ID NO:10, residues 1-119 of SEQ
ID NO:49; or residues of a humanized A1, A2, or] A3 heavy chain variable region.

7. The antibody of claim 1, wherein 'the light chain variable region
comprises an amino acid sequence of residues| 21-127 of SEQ ID NO:4, residues
23-130 of SEQ ID NO:8, residues 21-127 of‘SEQ ID NO:12; or residues of a
humanized A1, A2, or A3 light chain variable region.

-83-



WO 2007/106744 l ‘ PCT/US2007/063685

8. The antibody of claim 1, whe‘zrem the heavy chain variable region
comprises an amino acid sequence of resudues 20-138 of SEQ ID NO:2, and
wherein the light chain variable region compnses an amino acid sequence of
residues 21-127 of SEQ ID NO:4. :

l

9. The antibody of claim 1, wheireln the heavy chain variable region
comprises an amino acid sequence derived from residues 19-135 of SEQ ID NO:6,
and wherein the light chaln variable reglon} comprises an amino acid sequence
derived from residues 23-130 of SEQID NO.8!

10.  The antibody of claim 1, whereln the heavy chain varlable region

comprises an amino acid sequence derived from residues 20-141 of SEQ ID NO: 10,
and wherein the light chain variable region |comprises an amino acid sequence
- derived from residues 21-127 of SEQ ID NO: 12.

11. The antibody of claim 2, which (s a chimeric or humanized anti-5T4
antibody. N
12. The chimeric or humanized antijbody of claim 11, which comprises
constant regions derived from human constant regions.
|
13.  The chimeric or humanized antibcg)dy of claim 12, wherein the human
light chain constant region is derived from humab kappa light chain constant region.
|
14.  The chimeric or humanized antlbody or antibody fragment of claim 12,
wherein the human heavy chain constant reglon is derived from a human IgG1,

19G2, IgG3, or IgG4 heavy chain constant reglon;

15. The chimeric or humanized antiboqy ér antibody fragment of claim 14,
wherein the human IgG4 heavy chain constant region comprises proline at position
241, } |

|

16.  The chimeric or humanized antibod!y of claim 11, wherein the variable
region of the at least one light chain or at least oné heavy chain comprises:

-84- l



WO 2007/106744 K PCT/US2007/063685

l

(@)  framework regions coméri's‘ing residues of a human antibody
framework region; and .i )

(b)  one or more CDRs of the Iight chain variable region of SEQ ID
NO:4, 8, or 12, or one or more CDRs of the heavy chain variable
region of SEQ ID NO:2, 6} of 10.

| |
17. The chimeric or humanized antibody of claim 16, wherein the human
residues are human framework residues selectlec;i' from the group consisting of:

(@) a human antibody heavy‘tchfain framework region selected from
the group consisting of DlPTi21 (VH7), DP-54 (VH3-07), DP-47
(VH3-23), DP-53 (VH-74)} iDP—49 (VH3-30), DP-48 (VH3-13),
DP-75, DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b and VI-3 (VH1-03), DP-15
and V1-8 (VH1-08), DP-14 and V1-18 (VH1-18), DP-5 and V1-
24P (VH1-24), DP-4 (VH'1-T15), DP-7 (VH1-46), DP-10, DA-6
and YAC-7 (VH1-69), DP-88 (VH1-e), DP-3 and DA-8 (VH1-f);

(b)  a human antibody light chéfn framework region of a DPK24
subgroup IV germ line clon‘!e,l ab VKIH subgroup (DPK23, DPK22,
DPK20, DPK 21), or a VI subgroup germ line clone (DPKQ,
DPK1, 02, DPK-7); _

(c)  a consensus sequence of 1a|heavy chain framework region of
(a); or :

o

(d)  a framework region that is a?t |I‘east 63% identical to a framework

l.ji

region of (a)-(c).

18; The chimeric or humanized antibédiy of claim 16 éomprising at least
two CDRs of any one of SEQ ID NOs:2, 4, 6, 8, ‘I;O&,[or 12.

19.  The humanized antibody of claim 158,! wherein the light chain comprises
a variable region comprising at least two of three|CDRs of any one of SEQ ID NOs:4,
8, or 12. ¥

20.  The humanized antibody of claim 19 wherein the light chain comprises
a variable region comprising three CDRs of any o:n(? of SEQ ID NOs:4, 8, or 12.

|
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|
21.  The humanized antibody of Jclaim 16, wherein the heavy chain
comprises a variable region comprising at Ieast two of three CDRs of any one of
SEQ D NOs:2, 6, or 10.
!
22.  The humanized antibody of L:Iaim 21, wherein the heavy chain

comprises a variable region comprising three&CDRs of any one of SEQ ID NOs:2, 6,
or 10.

I
23.  The humanized antibody of cléim' 16, which comprises the CDRs of
SEQ ID NOs:2 and 4, the CDRs of SEQ ID INOs 6 and 8, or the CDRs of SEQ ID
NOs:10 and 12. 1
|
24.  The chimeric or humanized anﬁibody of claim 11, wherein the heavy
chain variable region sequence comprises: ,
(@)  an amino acid sequence of residues 20-138 of SEQ ID NO:2;
(b) an amino acid sequence that is at least 85% identical to
residues 20-138 of SEQ ID NO:2;
(c) an amino acid sequence of residues 19-135 of SEQ ID NO:6;
(d) an amino acid sequence that is at least 86% identical to
residues 19-135 of SEQ ID NO:6;
(e)  anamino acid sequence of residues 20-141 of SEQ ID NO:10:;
(f)b an amino acid sequence that is at least 91% identical to
residues 20-141 of SEQ ID NO:10;
(9) an amino acid sequence of any bne of SEQ ID NOs:49, 51, 52,
54, 56, 77, 78, 81, or 82;
(h)  an amino acid sequence t:hat is at least 91% identical to SEQ ID
NO:51; |
(i) an amino acid sequence that is at least 78% identical to SEQ ID
NO:54; |
)] an amino acid sequence tlimat is at least 89% identical to SEQ ID
NO:77;
(k)  an amino acid sequence tf,%at is at least 79% identical to SEQ ID
NO:78; |
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|
an amino acid sequence that is at least 80% identical to SEQ ID

NO:81; or
an amino acid sequence that is at least 78% identical to SEQ ID
NO:82; '

25.  The chimeric or humanized a‘ntiibody of claim 11, wherein the light

chain variable region sequence comprises: |

(a)
(b)

(c)
(d)

(e)
(f)

(9

(h)

(i)

()

(k)

()

(m)

(n)

(o)

an amino acid sequence|of residues 21-127 of SEQ ID NO:4;

an amino acid sequence that is at least 94% identical to
residues 21-127 of SEQ |[DINO:4;

an amino acid sequenceof residues 23-130 of SEQ ID NO:8;

an amino acid sequence that is at least 96% identical to
residues 23-130 of SEQ ID NO:8:

an amino acid sequence bf residues 21-127 of SEQ ID NO:12;

an amino acid sequence that is at least 98% identical to
residues 21-127 of SEQ ID NO:12;

an amino acid sequence of any one of SEQ ID NOs: 58, 60, 62,
64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 79, 80, 83, or 84;

an amino acid sequence that is at least 83% identical to SEQ ID
NO:60; !

an amino acid sequence t:hat is at least 93% identical to SEQ ID
NO:70; P

an amino acid sequence t;hait is at least 85% identical to SEQ ID
NO:76; :

an amino acid sequence that is at least 85% identical to SEQ ID
NO:76; '
an amino acid sequence that is at least 88% identical to SEQ ID
NO:79;
an amino acid sequence that_ is at least 84% identical to SEQ ID
NO:80; |
an amino acid sequence that is at least 90% identical to SEQ ID
NO:83; or

an amino acid sequence tﬁat is at least 91% identical td SEQ ID
NO:84.
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i
26. An antibody/drug conjugate for brug delivery comprising:
(@)  anantibody according to|claim 1; and
(b)  adrug, whichis directly ci;r indirectly bound to the antibody.

27. The antibody/drug conjugate ’of‘ claim 26, wherein the drug is a
therapeutic agent selected from the group consisting of a cytotoxin, a radioisotope,
an immunomodulatory agent, an anti-angiogelnic agent, an anti-proliferative agent, a
pro-apoptotic agent, a chemotherapeutic age | t, and a therapeutic nucleic acid.

28.  The antibody/drug conjugate of }:la'im 27, wherein the therapeutic agent
iS a cytotoxin. '

29.  The antibody/drug conjugate of claim 26, wherein the cytotoxin is an
antibiotic, an inhibitor of tubulin polymerization, an alkylating agent, a protein
synthesis inhibitor, a protein  kinase inlpibitor, a phosphatase inhibi\tor,‘ a
topoisomerase inhibitor, or an enzyme. |

30.  The antibody/drug conjugate of}claim 27, wherein the cytotoxin is an

antibiotic.
|

31. The antibody/drug conjugate olt‘ claim 30, wherein the antibiotic is
calicheamicin. |
|
32.  The antibody/drug conjugate of <!:Iaim 31, wherein the calicheamicin is

an N-acetyl derivative or disulfide analog of calficheamicin.

1

33.  The antibody/drug conjugate of élaim 32, wherein the calicheamicin is
N-acetyl- y -calicheamicin.
|
34.  The antibody/drug conjugate of claim 26, wherein the drug is bound to
the antibody via a linker.
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|
35. The antibody/drug conjugate of|claim 34, wherein the linker is selected
from the group consisting of 4-(4'acet)'rlphenoxy)butanoic acid (AcBut), 3-
acetylphenyl acidic acid (AcPac), 4-mercapto-4-methyl-pentanoic acid (Amide), and

derivatives therepf. I

|
36. A method for delivering a drug to 5T4-expressing cells comprising
contacting the cells with an antibody/drug |conjugate comprising (i) an anti-5T4
antibody of claim 1, and (ii) a drug which is boiun,d to the an anti-5T4 antibody directly
or indirectly. ? | ’
37.  The method of claim 36, wherelin;the drug is internalized in a target
cell.

38. A method for treating a subject having a 5T4-positive cancer, said
method comprising administering to the sUbject a therapeutically effective amount of
an anti-5T4 antibody/drug conjugate comprising (i) an anti-5T4 antibody of claim 1,
and (i) a therapeutic agent which is boundl to the anti-5T4 antibody directly or

indirectly. !

39.  The method of claim 38, wherein the anti-5T4 antibody/drug conjugate
iS an anti-5T4 antibody/calicheamicin c'onjugate, and further comprising
administering a second therapeutic agent, | wherein the anti-5T4/calicheamicin

conjugate and the second therapeutic agerlwt are administered concurrently or

consecutively in either order.

40.  An antibody that specifically binds to a human 5T4 epitope comprising
residues 173-252 and 276-355, excepting residues 213-214, of SEQ ID NO:87.

41.  An antibody that specifically binds to a human 5T4 epitope comprising

amino acids 276-355 of SEQ ID NO:87. B

42.  An antibody that specifically binds to a human 5T4 epitope comprising
amino acids 83-163 of SEQ ID NO:87.
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43.  An antibody that specifically“ binds to cynomologous monkey 5T4
having an amino acid sequence of SEQ ID NO:86.

44.  Anisolated 5T4 protein comprisin;g: _
(@)  anamino acid sequence 01:‘ SEQ ID NO:85 or 86: or
(b)  an amino acid sequence that is at least 95% identical to SEQID
NO:85. '

45.  An antibody that specifically bir?ds the isolated 5T4 protein of claim 44.

46.  An isolated nucleic acid enco%ding an anti-5T4 heavy chain variable
region comprising: ’,

(@)  anucleotide sequence of nucleotides 58-414 of SEQ ID NO:1:

(b)  anucleotide sequence of nucleotides 55-405 of SEQ ID NO:5:

(¢)  anucleotide sequence of nucleotides 58-423 of SEQ ID NO:9;

(d)  anucleotide sequence encoding any one of SEQ ID NOs:48, 50,
53, or 55; .

(e)  a nucleotide sequence that is 89% identical to SEQ ID NO:50
when the query coverage is 100%:

) a nucleotide sequence that is 82% identical to SEQ ID NO:53
when the query coverage is 100%; or

(@)  a nucleic acid that specificélly hybridizes to the complément of
any one of (a)-(d) under stringent hybridization conditions.

47.  An isolated nucleic acid encoding an anti-5T4 light chain variable
region comprising:
(@)  anucleotide sequence of nucleotides 61-381 of SEQ ID NO:3;
(b)  anucleotide sequence of nucleotides 67-390 of SEQ ID NO:7; .
()  anucleotide sequence of pucleotides 61-381 of SEQ ID NO:11:
(d)  a nucleotide sequence e}ncoding a humanized A1, A2, or A3

light chain variable regiorj of any one of SEQ ID NOs: 57, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, or 75;
(e)  a nucleotide sequence th;at is 84% identical to SEQ ID NO:59
when the query coverage i}s 100%;
-90- |



WO 2007/106744

(9)
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a nucleotide sequence that is 86% identical to SEQ ID NO:69

when the query coveragei is 100%;

a nucleotide sequence tr,jat is 85% identical to SEQ ID NO:75
when the query coveragef is'100%; or

a nucleic acid that speciflcally hybridizes to the complement of

any one of (a)-(d) under stringent hybridization conditions.
o
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Administrative Instructions, Section 411)

|
|
&

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT/US2007/063685

N

To:

MEIGS, Julie, Broadus
Pillsbury Winthrop Shaw Pittman LLP
. P.O. Box 10500
’ McLean, VA 22102
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Date of mailing (day/month/year)
01 June 2007 (01.06.2007)

Applicant's or agent's file reference

40000-359813

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2007/063685

International filing date (day/month/year)
~ 09 March 2007 (09.03.2007)

International publication date (day/month/year)
Not yet published

Priority date (day/month/year)
10 March 2006 (10.03.2006)

Applicant

WYETH et al

1.

By means of this Form, which replaces any previously 1ssue‘d notification concerning submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) relating to
all earlier appllcatlon(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters “NR", in the right-hand column or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document (!:oncerned was submitted or transmitted to the International Bureau
in compliance with Rule 17.1(a) or (b). [

(If applicable) The letters “NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which, on the date of mailing of
this Form, had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(a), the
priority document must be submitted by the applicant to the receiving Office or the International Bureau, but the applicant fails to
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed to Rule
17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an
opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances.

(If applicable)An asterisk (*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document was received
after the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to|prepare and transmit the priority document was submitted to the
receiving Office after the applicable time limit under Rule 17:1(b)). Even though the priority document was not furnished in
compliance with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accept'ed by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c)
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry
into the national phase, to furnish the priority document within a tfime limit which is reasonable under the circumstances.

Facsimile No. +41 22 338 82 70

Priority date Priority application No. CmmI.QL_or_I:egmnaLQﬁicﬁE ~T ine Offi :Date_of_mcelpl' v d
10 March 2006 (10.03.2006) 60781346 ‘ us 25 May 2007 (25.05.2007)
23 February 2007 (23.02.2007) 60891248 r uUs 25 May 2007 (25.05.2007)
The International Bureau of WIPO Authorized officer

Beate Giffo-Schmitt

'acsimile No. +41 22 338 82 70
Felep11one No. +41 22 338 74 03

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Form PCT/IB/304 (October 2005)

1/COR6ZNC30



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)
I

Referencia al expediente del solicitante PARA ACCION ver Notiiﬂcaci(’)n de la Transmision del Reporte de Busqueda Internacional (Forma
o del mandatario ) ADICIONAL PCT/ISA/220) asi como, en donde aplique el inciso 5 posterior
40000-359813 )
No. de solicitud internacional Fecha de presentacién internacional (dia/mes/aﬁo) (Fecha de Prioridad) (La més cercana) (dia/mes/afio)
PCT/US2007/063685 09/03/2007 | v 10/03/2006
Solicitante [

WYETH

1
Este reporte de bisqueda internacional ha sido preparado por esta Autoridad de la Buisqueda Internacional y se transmite al
solicitante de conformidad con el Articulo 18. Se transmite una copia a la Oficina Internacional.

Este reporte de bisqueda internacional consiste de un total de _7_ hojas

o
X También estd acompafiado de una copia de cada documento de la técnica anterior citado en este reporte.

1.Bases del reporte
a. Con respecto al idioma, la biusqueda internacional se ha llevado a cabo en las bases de:

X 1a solicitud internacional en el idioma en el cual ha sido presentada.
[ una traduccion de la solicitud internacional , que estd en el idioma de la traduccién proporcionada para los propésitos de la
busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1 (b)).

b. [X] Con respecto a cualquier secuencia de aminoécidos y/o nucledtidos descrita en la solicitud internacional, Ver Cuadro No. 1 '

2. X Ciertas reivindicaciones no se pueden ser el objeto de una bxl'xsqueda (ver el Cuadro II).

I,

4. Con respecto al titulo,
€l texto se aprueba tal como lo present6 el solicitante,

[ Se carece de unidad de Ia invencién (ver Cuadro I1I). ’
|
[J esta Autoridad ha establecido que el texto sea como sigue: I

]
]
|
|
]
i
i
5. Con respecto al resumen, l
X} el texto se aprueba tal como lo presentd el solicitante, |
| esta Autoridad ha establecido el texto, de acuerdo con la Regla 38.2(b), tal como aparece en el Cuadro IV. El
solicitante puede, dentro de un mes a partir de la fecha de envio por correo de este.reporte de bisqueda internacional, proporcional
comentarios a esta autoridad. B

6. Con respecto a los dibujos
a. la figura de los dibujos que se va a publicar con el resumen es: La Figura No.
0 comolo sugiri6 el solicitante. !
[0  porque al solicitante le falté sugerir una figura.

porque esta figura caracteriza mejor la invencién.

b. I ninguna de las figuras ha sido publicada con el resumen

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Abril de 2005)




REPORTE BUSQUEDA INTERNACIONAL i Solicitud internacional
No.

i PCT/US2007/063685

Cuadro No. I Secuencia de nucleétidos y/o aminoécidos (Continuacién del punto 1.Db
de la primera hoja) ‘ ) :

|

1. Con respecto a cualquier secuencia de nucleédtidos y/0 aminocdcidos descrita en
la solicitud internacional y necesariamente a la invencién reivindicada, 1la
busqueda internacional se llevd a cabo en la bases de:

a. tipo de material |
X un listado de secuencias
O tabla(s) relacionada(s) al listado d@ secuencias

b. formato del material
X en la forma escrita
X en la forma leible por computadora

c. tiempo de presentacién/acabado

X contenida en la solicitud internacional como se presentd

X presentada conjuntamente con la solikitud internacional en la forma
leible por computadora

O presentada de manera subsecuente a e
de bidsqueda.

sta Autoridad para los propdsitos

2. [0 Ademds, en el caso de mis de una versién o copia de un listado de secuencia
Y/o tabla que se refiere a la misma se ha presentado o terminado, las
declaraciones requeridas que la informacién en la copia subsiguientes o
adicionales es idéntica a aquella en la solicitpd como se presentd o que no va
mas alld de la solicitud como se presentd, como es apropiado, se presentaron.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Abril de 2005)

|

0



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

No. de Solicitud Internacional

PCT/US2007/063685

A. CLASIFICACION DEL ASUNTO RELACIONADO
INV. CO7K 16/30 AG6IK 39/395  CO7K 14/47

De acuerdo con fa Clasificacion Intemacional de Patentes (IPC) o tanto la clasificacién nacional como la 1PC.

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido por los simbolos de clasificacidn

CO7K

=

Documentacién buscada diferente de la documentacién minima, al grado que estos documentos se incluyen en los campos buscados.

Base de datos, electrénica, consultada durante la busqueda internacional (nombre de la base de datos, donde se puede practicar, términos de bisqueda usados).

EPQ-Internal, WPI Data, BIOSIS, Biisqueda de Secuencia

C. DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES

Categoria*

Citacién det documento, con indicacion, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes

Pertinente para la reivindicacién No.

X WO 03/038098 A (OXFORD BIOMEDICA LTD [GBJ;

CARROLL MILES [GB]; LAMIKANRA ABIGAIL '
[GB];) 08 de Mayo de 2003 (2003-05-08)
pagina 2, renglon 11 — pdagina 9, renglon 4 l

reivindicaciones; ejemplos |
X FORSBERG G ET AL: “THERAPY OF HUMAN
NON-SMALL —~CELL LUNG CARCINOMA USING(
ANTIBODY TARGETING OF A MODIFIED
SUPERANTIGEN”
BRITISH JOURNAL OF CANCER, LONDON, GB,
vol. 85, no. 1, 6 de Julio de 2001 (2001-07-06), f
pdginas 129-136, XP001145660
ISSN: 0007-0920 ’
el documento completo !

l

1-47

1-47

Documentos adicionales se listan en la continuacién del cuadro C.

X]Los miembros de la familia de patentes se listan en el anexo

* Categoria especial de los documentos citados:

“A” documento que define el estado general de la técnica, que no se
considera que es de pertinencia particular

“E” Documento anterior, pero publicado en o después de la fecha de
presentacion internacional ‘

“L” documento que puede crear dudas de la reivindicacién(es) de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacion de
otra citacion u otra razén especial (como se especifique) \

l

“Q” documento que se refiere a una descripcion oral, uso, exhibicion u
otro medio .

“p” documento publicado antes de la fecha de presentacion

internacional, pero después de la fecha de prioridad reivindicada

Kl
|

D'

wy”

“&”

documento posterior publicado después de la fecha de
presentacién internacional o la fecha de prioridad, y que no
provoca conflicto con la solicitud, pero se cita para entender el
principio o teoria que trata la invencion

documento de pertinencia particular; la invencién reivindicada no-
se puede considerar nueva o no se puede considerar que
comprende un actividad inventiva cuando el documento se toma
solo

documento de pertinencia particular; la invencion reivindicada no
se puede considerar que comprende un actividad inventiva
cuando el documento se combina con uno o més de estos
documentos, estas combinaciones son obvias para una persona
experta en la técnica

documento miembro de la familia de patentes

Fecha de la actual terminacion de la busqueda internacional

26 de Septiembre de 2007

Fecha de envio del reporte de buisqueda internacional

04/10/2007

Nombre y direccion de envio de la ISA/

Oficina Europea de Patentes, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk

Tel. (+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fax: (+ 31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Rankin, Robert

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (abril de 2005)
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No. Solicitud Internacional

PCT/US2007/063685

DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES (contmuacwn)

Categoria*

Citacion del documento, con indicacién, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes

Pertinente para la Reivindicacion No.

X

SHAW ADMETAL: “Isolation of a Jhlgh

affinity scFv from a monoclonal anttbody

recognising the oncofoetal antigen 5T4 !
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA - GENERAL
SUBJECTS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHER NL,
vol. 1524, no. 2-3,

15 de Diciembre de 2000 (2000-12-15), pagmas
238-246, XP004275928 ISSN: 0304-41 65 v

el documento completo .

SHAW A D M ET AL: “Glycosylation tgnd

epitope mapping of the 5T4 glycoprotein

oncofoetal antigen”

BIOCHEMICAL JOURNAL, THE BIOCHEMICAL
SOCIETY, LONDON, GB, vol. 363, no. 1,

01 de Abril de 2002 (2002-04-01), pagma! 137-145,
XP002444306 ISSN: 0264-6021 !

el documento completo

MYERS KA ET AL: “TARGETING IMM UNE
EFFECTOR MOLECULES TOH UMAN TUMOR CELLS
THROUGH GENETIC DELIVERY OF 5 T4-SPECIFIC
SCFV FUSION PROTEINS”

CANCER GENE THERAPY, NORWALK, CT, US,

vol. 9, no. 11, Noviembre de 2002 (2002-'1 1),

pdginas 884-896, XP009007160 ISSN: 0929-1903

el documento completo I

MYERS KA ETAL: “ISOLATION OF L CDNA
ENCODING 5T4 ONCOFETAL TROPHOBLAST
GLYCOPROTEIN”

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOCHEMICAL BIOLOGIST, S,
BIRMINGHAM,, US, vol. 269, no. 12,
25 de Marzo de 1994 (1994-03-25), pdginas
9319-9324, XP002064468 ISSN: 0021- 9258 resumen

)

WOODS ANDREW M ET AL: “Characterization
of the murine 5T4 oncofoetal antigen: A
target for immunotherapy in cancer”
BIOCHEMICAL JOURNAL, THE BIOCHEMICAL
SOCIETY, LONDON, GB, '
vol. 366, no. 1,

15 de Agosto de 2002 (2002-08-15), pdginas .
353-365, XP002341798 ISSN: 0264-6021iresumen

1-47

1-47

1-47

1-47

1-47

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

No. Solicitud Internacional

PCT/US2007/063685

DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES (c ontinuacion)

Categoria*

Citacion del documento, con indicacién, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes

Pertinente para la Reivindicacion No.

P X

P X

WO 2006/042158 A (WYETH CORP [ US'],

SINACORE MARTIN S [US/; LEONARD MARK [US];
LAKEN HALE) 20 de Abril de 2006 (2006— 04-20)
pagina 1, renglén 35 — pdgina 2, renglon|17

pagina 8, renglon 9 — renglon 17

pdgina 18, renglon 16 — pdgina 29, renglén 25

pdgina 25, renglon 26 — pdgina 26, rengl})'n 16
reivindicaciones; ejemplo 3 A

WO 2006/031653 A (WYETH CORP [ US'y;
BOGHAERT ERWIN R [US]; DAMLE NITIN K [US];
GILL DAVIN) 23 de Marzo de 2006 (2006-03-23)
pdgina 1, renglon 7 — renglén 11
pagina 4, renglon 10 — renglon 26
reivindicaciones; ejemplos

1-47

1-47

: Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Abril de 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAI, |Numero de Solicitud

Internacional
| PCT/US 2007/063685

Cuadro No. II Observaciones donde ciertas reiv1nd1ca01ones no fueron localizables
(Continuacién del punto 2 de la primera hoja).

Este reporte de busqueda internacionall no se ha establecido con respecto a
ciertas reivindicaciones bajo el Articulo 17(2)(a) por las siguientes
razones: ' |

Xl Reivindicaciones Nos.:
Debldo a que se relacionan con el tema que no requiere que sea buscado por esta Autoridad, especificamente:
Aunque las reivindicaciones 36-39 se refieren a un método de
tratamiento del cuerpo humano, 1la busqueda se ha llevado a cabo y se ha
basado en los efectos alegados del compuesto

[J Reivindicaciones Nos.

Debido a que se refleren a partes de la solicitud internacional que no
cumplen con los requisitos prev1stos a un grado tal gque no se puede
llevar una blsqueda 1nternac1onal significativa, especificamente:

[] Reivindicaciones Nos.
Debido que son reivindicaciones dépendientes Yy no asignan con la
segunda y tercera oracién de la Regla 6.4(a).

Cuadro No. III. Observaciones donde se carece de la unidad de la invencion (Continuacién del
punto 3 de la primera hoja).

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd miltiples invenciones en
esta solicitud internacional, como sigue:

1. [J Puesto que todas las tasas de busqueda, adicionales requeridas se

pagaron oportunamente por el 'solicitante, este reporte de busqueda
cubre todas las reivindicaciones buscables.
Bl

i

2. [_] Puesto que todas las reivindicaciones buscablesI podrian ser buscadas sin esfuerzo que justifique una tasa
adicional, esta Autoridad no solicité el pago de clualqmer tasa adicional.

i
3. [[] Puesto que tnicamente algunas tasas de bﬁsque‘da, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente por

el solicitante, este reporte de busqueda intemacldonal cubre inicamente aquellas reivindicaciones para las
cuales se pagaron las tasas, especificamente las r}eivindicaciones Nos.:

L
4. [[] Ninguna de las tasas de busqueda, adicionales, requeridas se pagaron oportunamente por el solicitante. En
consecuencia, este reporte de bisqueda internacional se restringe a la invencién mencionada primero en
las reivindicaciones, se cubre por las reivindicaciones Nos.:

|

H

Comentario de protesta ]
[ Las tasa's de biisqueda, adicionales se acompafian por la protesta
del sohcl|1tante
O Ningdna protesta acompafa al pago de las
tasas |[de blsqueda, adicionales.
I

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Enero de 2004)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién sobre los miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional No.:

PCT/US2007/063685

Documento de la patente citado en el
reporte de bisqueda

Fecha de publicacion

M

liembros de la familia de patentes

Fecha de publicacién

W0 03038098 08-05-2003 EP! 1440152 A2 28-07-2004
US| 2005175618 Al 11-08-2005
W0 2006042158 20~04-2006 AU| 2005294131 Al 20-04-2006
‘ AU} 2005294373 Al 20-04-2006
CA 2582157 Al 20-04~-2006
CA| 2582194 A1l 20-04-2006
EP 1797182 A2 20-06-2007
EP 1828251 A2 05-09-2007
KR|* 20070073885 A 10-07-2007
WO, 2006041934 A2 20-04-2006
W0 2006031653 23-03-2006  AR' 050642 A1l 08-11-2006
AU 2005285152 Al 23-03-2006
CA 2578131 Al 23-03-2006
EP 1786469 A2 23-05-2007
KR: 20070050956 A 16-05-2007
US| 2006088522 Al 27-04-2006

Forma PCT/ISA/210 (anexo de familia de patentes) (Abril de 2005)



TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

De la AUTORIDAD DE LA BUSQUEDA INFERNACIONAL

Para:

ver forma PCT/ISA/220

PCT

PINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD ENCARGADA .
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Regla 43bis.1 de PCT)

(@)

Fecha de envio: |(dia/mes/afio)

ver forma PCT/ISA/210 (segunda hoja)

Referencia al expediente del Solicitante 0 Mandatario

ver forma PCT/ISA/220

PARA ACCION ADICIONAL
Ver Parrafo 2 mas adelante

Numero de Solicitud Internacional:

PCT/US2007/063685

Fecha de Presentacion Internakional: (dia/mes/afio)

09.03.2007

Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
10.03.2006

Clasificacion Internacional de Patente (IPC) o tanto la clasificacion internacibnal como la IPC

INV. CO7K 16/30 A61K 39/395 CO7K 14/47

Solicitante:

WYETH

1. Este reporte contiene las indicaciones que estan relacionadas con 19s siguientes puntos:

X Cuadro No.1  Base del reporte

X Cuadro No. Il Prioridad

X Cuadro No. IIl Ningun establecimiento del reporte con respecto a la novedad, actividad inventiva, o aplicabilidad industrial

[[] Cuadro No. IV Carencia de unidad de la invencion

X Cuadro No. V Declaracién razonada de acuerdo con la Regla 66.2 con respecto a la novedad, actividad inventiva o
aplicabilidad industrial; las citas y explicaciones que soportan tal declaracion

X Cuadro No. VI Ciertos documentos citados

[J Cuadro No. VIICiertos defectos en la solicitud internacional

X Cuadro No. VIICiertas observaciones en la solicitud internacional.

2. ACCION ADICIONAL

Si se hace una solicitud para un examen preliminar internacional, esta opinién se considerara que es una opinion escrita de la
Autoridad del Examen Preliminar Internacional (“IPEA”) sin embargo, esto no aplica donde el solicitante elige una autoridad
diferente de esta para ser 1a IPEA y la IPEA elegida ha notificado a la Oficina Internacional de acuerdo con la Regla 66.1bis(b) que
no se consideraran las opiniones escritas de esta Autoridad Encargada de la Blisqueda Internacional.

Si esta opinién se considera, como se proporciona anteriormente, que es una opinién escrita de la IPEA, se invita al solicitante a
presentar a la IPEA una contestacién escrita conjuntamente, donde sea apropiado, con enmiendas, antes del vencimiento de los 3
meses desde la fecha de envié de la forma PCT/ISA/220 o antes del vencimiento de los 22 meses desde la fecha de prioridad,

cualquiera que expire posteriormente.
Para opciones adicionales, ver la forma PCT/ISA/220.

3. Para detalles adicionales, ver notas a la Forma PCT/ISA/220.

Nombre y direccion de envio de la ISA:
Oficina Europea de Patentes

D-80298 Munich

Tel: +49 89 2399 - 0 Tx: 523656

Fax: +49 89 2399 - 4465

Fecha de terminacion de esta opinion

ver formla
PCT/ ISA/i2 10

Oficial Autorizado
Rankin, Robert

Teléfono No. +49 89 2399-2659

Forma PCT/ISA/237 (hoja de cubierta) (enero de 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD ENCARGADA ! No.de Soficitd Intemacional
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2007/063685

Cuadro No. I Bases de la opinién ’

1. Con respecto al idioma, este reporte se basa en
X la solicitud internacional en el idioma en el cull se ha presentado

(] una traduccién de la solicitud internacional en, que es el idioma de una traduccion otorgada
para los propésitos de:

2. Con respecto a cualquier secuencia de nucledtidos y/o|aminoécidos descrita en la solicitud internacionat, y
necesario a la invencion reivindicada, esta opinion se ha establecido en las bases de:

a. tipo de material:

X un listado se secuencias

[ tabla(s) que se refieren al listado de secuencias
b. formato del material

X en formato escrito

X en forma leible por co’mputadora
c. tiempo de la presentacion/otorgamiento

X contenido en la solicitud internacional como sé presentd

presentado junto con la solicitud internacional jen la forma leible por computadora

[ otorgado de manera subsiguiente a esta Autor‘idad para los propdsitos de busqueda
3. [ Ademas, en el caso de que.més de que una version|o copia del listado de secuencias y/o tablas que se
relacionan se han presentado u otorgado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las copias

subsiguientes o adicionales es idéntica a esto en la solicitud como se presenté o no van mas alla de la
solicitud como se presentd, como es apropiado, se otorgd

4. Comentarios adicionales:

Cuadro No. Il Prioridad

1. IX] Los siguientes documentos no se han establecido
copia de la solicitud pedida cuya prioridad se ha feivindicado (Regla 43bis.1y 66.7(a))
traduccién de la solicitud pedida, cuya prioridad se ha reivindicado (Regla 43bis.1y 66.7(b))
De manera consecuente, no es posible considerar la validez de la reivindicacién anterior. Esta
opinion sin embargo se ha establecido en la suposicién de que la fecha pertinente es la fecha de
prioridad reivindicada. '

2. [0 Esta opinién se ha establecido como si no se ha reivindicado la prioridad, debido al hecho que la
reivindicacion de prioridad se ha encontrado invalida (Reglas 43bis.1 y 64.1). De esta manera, para
los propositos de esta opinion, la fecha de presentacién internacional indicada anteriormente, se
considera como que es la fecha pertinente. i

3. Observaciones adicionales, si es necesario: | .

Forma PCT/ISA/237 (Hoja2) (Abril de 2005) \



OPINION ESCRITA DE LA
AUTQRIDAD ENCARGADA No. de Solicitud Tntermacional
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2007/063685

Cuadro No. Il No establecimiento de Ia opinién con resp

industrial.

ecto a la novedad, actividad inventiva y aplicabilidad

1. Las cuestiones de si la invencién reivindicada parece jue es nueva, que comprende un actividad inventiva

(que sea obvio), o que es apiicable industrialmente no seran examinadas a respecto de: -

[ 1a solicitud internacional completa

X reivindicaciones Nos. 36-39 (por razones de aplicatfilidad industrial)

debido:
X la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos
relacionan al siguiente tema que no requiere un examen p
ver hoja separada |

[ 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indicar
reivindicaciones Nos.

[ las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos.:

5.36-39_(por razones de aplicabilidad industrial) se

reliminar internacional (especifica):

los elementos particulares a continuacién) o las

no son claras de modo que no se puede formar una opinién significante:

descripcion de modo que no se puede formar una opinién

se soportan inadecuadamente por la

significante.

[ no se ha establecido ningtn reporte de busqueda ihternacional para las reivindicaciones Nos. 87 (en

arte
[T una opinién significativa no se podria formar sin las ta

solicitante no, sin el tiempo limite pre-escrito:

|
| - .
blas que se relacionan a el listado se secuencias; el

[ se proporciona un listado de secuencia en papel que cumple con la norma prevista por el Anexo

C de las Instrucciones Administrativas, y este listado

Preliminar Internacional en la forma y manera aceptables.

no esta disponible para la Autoridad del Examen

[J se proporciona un listado de secuencia en forma electronica que cumple con la norma prevista

por el Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y e

ste listado no esta disponible para la Autoridad del

Examen Preliminar Internacional en la forma y manera aceptables.

[ pagar la taza de retraso requerida, provista para la provision del listado de secuencias en

respuesta a la invitacion de acuerdo con las Reglas 13ter.{(a) o (b) y 13er.2.

[J una opinion significativa no se podria formar sin las tablas que se relacionan a los listados de secuencia,

el solicitante no habria, dentro del tiempo limite vencido,

proporcionado estas tablas en la forma electrénica

cumpliendo con los requerimientos técnicos provistos por el Anexo C-bis de las Instrucciones administrativas,

y estas tablas no seran disponibles para la Autoridad de Examen Preliminar internacional en la forma y

manera aceptables. :

[] las tablas se relacionan a los listados de secuencié de aminoacidos y/o nucleétidos, si en la forma
'

electrénica sélo, no cumplen con los requerimientos |técnicos provistos para el Anexc C-bis de las

Instrucciones Administrativas.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja3) (Abril de 2005)
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AUTORIDAD ENCARGADA § No de Solcitud Inernacional
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL ; , PCT/US2007/063685

[] Ver hoja separada para detalles adicionales

Cuadro No. V Declaracién razonada de acuerdo con Ia]RegIa 43bis.1(a)(i) con respecto a la novedad,
actividad inventiva, y aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que soportan esta
declaracion

1. DECLARACION |
Novedad (N) Si Reivindicaciones! 1-47
No Reivindicaciones, _

Actividad - Si Reivindicaciones!
Inventivo (PI) No Reivindicacionesl’ 1-47
Aplicabilidad Si Reivindicaciones 1-35, 40-47

Industrial (Al) No Reivindicacionels

i

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Cuadro No. VI Ciertos Documentos citados |

1.. Ciertos documentos publicados (Regla 43bis. 1y 7(L.10)

ylo
2. Documentos no escritos (Reglas 43bis. 1y 70.9)

Ver forma 210 i

Cuadro No. VIII. Ciertas observaciones de la solicitud internacional

Se hacen las siguientes observaciones en la claridad de las reivindicaciones, descripcion y dibujos o en la
cuestion de si las reivindicaciones se soportan completamlente por la descripcién.

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Hoja4) (Abril de 2005)




Con Referencia al Punto III

No establecimiento de la opinién con respeéto a la novedad, actividad inventiva Yy
aplicabilidad industrial i

Las reivindicaciones 36~39 se refieren a T@teria considerada por esta Autoridad
como  que se cubre por las provisiones de 1la Regla 67.1(iv) del PCT. En
consecuencia, no se formulard opinién con #especto a la aplicabilidad industrial
de la materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4) (a) (i) del PCT)

q
Con Referencia al Punto V l

Declaracidén razonada con respecto a la novedad, actividad inventiva o
aplicabilidad industrial; citas vy explicacignes que soportan esta declaracién

Para la valoracién de las presentes reiviﬁdicaciones 36-39 en la cuestidén de si
son industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados
Contractantes del PCT. La patentabilidad ;también puede ser dependiente de la
formulacién de las reivindicaciones. La ’EPO, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable la materia de lés reivindicaciones para el uso de un
compuesto en el tratamiento médico, pero ﬁuede permitir, sin embargo, el uso de

este compuesto para la elaboracién de un |medicamento para un nuevo tratamiento

médico.

Documentos Citados

Se hace referencia a los siguientes documentos:

Dl1: MYERS K A ET AL: “TARGETING IMMUNE #FFECTOR MOLECULES TO HUMAN TUMOR CELLS
THROUGH GENETIC DELIVERY OF 5T4—SPECIFICi SCFV FUSION PROTEINS” CANCER GENE
THERAPY, NORWALK, CT, US, vol. 9, no. 11, Noviembre de 2002 (2002-11), péginas
884-896, XP009007160 ISSN: 0929-1903 l -

D2: WO 03/038098 A (OXFORD BIOMEDICA LTD [GB]; CARROLL MILES (GB]; LAMIKANRA
ABIGAIL [GB];) 08 de Mayo de 2003 (2003-05-08)

D3: FORSBERG G ET AL: “THERAPY OF HUMAN‘NON—SMALL -CELL LUNG CARCINOMA USING
ANTIBODY TARGETING OF A MODIFIED SUPERANTIGEN” BRITISH JOURNAL OF CANCER, LONDON,
GB, vol. 85, no. 1, 6 de Julio de 2001 (2001-07-06), péginas 129-136, XP001145660
ISSN: 0007-0920 ‘
D4: SHAW A D M ET AL: “Isolation of aihigh affinity scFv from a monoclonal
antibody recognising the oncofoetal antiéen 5T4” BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA
— GENERAL SUBJECTS, ELSEVIER SCIENCE PUB#ISHER, NL, wvol. 1524, no. 2-3, 15 de
Diciembre de 2000 (2000-12-15), pé&ginas 23%—246, Xp004275928 ISSN: 0304-4165
DS5: SHAW A D M ET AL: “Glycosylation and epitope mapping of the 5T4
glycoprotein oncofoetal antigen” BIOCHEM&CAL JOURNAL, THE BIOCHEMICAL SOCIETY,
LONDON, GB, vol. 363, no. 1, 01 de Abrilsde 2002 (2002-04-01), pégina 137-145,
XP002444306 ISSN: 0264-6021 ?

Articulo 33(2) del PCT .

Lo



OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD ENCARGADA ‘ No.deSofcitnd Internacionsl
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL ' PCT/US2007/063685

La material de las reivindicaciones 1-47 .se considera novedosa (Articulo 33(2)
del PCT ‘

Articulo 33(3) del PCT

La material de las reivindicaciones 1-47 no se considera inventiva (Articulo

33(3) del PCT.

Para la reivindicacién 2, la técnica anterior més cercana es D1 que describe un
anticuerpo anti-5T4 quimérico que compr?nde un ScFv murino fusionado a un
fragmento Fc IgGl humana. Este anticuerpo;facilita la lisis de ADCC de células
que expresan 5T4 y el documento menciona &demés la capacidad del anticuerpo para
que se enlace a un farmaco citotéxico tal como caliqueamicina a fin de tratar

mejor los céanceres (ver el documento completo) .

La diferencia entre la materia de la reivindicacién 1 y Dl es que el anticuerpo
de la reivindicacién 1 tiene dominios de unién a antigeno derivados de 1los

anticuerpos Al, A2 o A3.

No parece haber ningin efecto técnico ‘que surja de esta diferencia.

El problema que se va a solucionar por lo tanto se considera como el de

proporcionar un anticuerpo alternativo al amtigeno 5T4.

. i o . . :

La materia de la reivindicacién 1 soluciona este problema pero no se considera
inventiva debido a que la persona experta vera la sola provisién de un anticuerpo
alternativo como que es obvia (Articulo 33(3) del PCT).

i
Las reivindicaciones 2-5, 11-14 representan materia trivial que se consideraria
como opciones de rutina a la persona experta.
1
Como lo admite el solicitante, se conoce en la técnica el reemplazo de serina con
prolina en la posicién 241 del a regidén constante de cadena pesada de IgG4 a fin
de mejorar la estabilizad del anticuerpo, ¢omo una consecuencia, la indicacién 15

tampoco es inventiva.

Los anticuerpos que tienen secuencias especificadas en las reivindicaciones 6-10,
16-25, 46 y 47 no parecen tener ningun% actividad sorprendente o inesperada
asociada con los mismos cuando se compara a la téénica anterior. Estos también se
ven como sblo alternativas que no requerirédn habilidad inventiva para

reproducirse.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja 6) (Abril de 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA |
AUTORIDAD ENCARGADA L _ No.deSoliitud Infernacionsl

DE BUSQUEDA INTERNACIONAL , PCT/US2007/063685

. . ) s s .
Igualmente, los conjugados de anticuerpo/farmaco de las reivindicaciones 26-35 y

el método de tratamiento en las reivindicadiones 26-39, representa materia qué el
experto en la técnica vera como obvia en vifta de;la técnica anterior.

|

)
Los anticuerpos de las reivindicaciones 40-43 que se definen de acuerdo a su
especificidad de epitopo y puesto que rearesentan s6élo maneras alternativas de
definir 1los anticuerpos anteriormente,; también no se pueden considerar
inventivos, puesto que no hay efecto térmi?o sorprendente asociado con estos. El
hecho que los anticuerpos pueaan reacciona& de forma cruzada con 5T4 de mono no

|
es ni sorprendente ni inventivo. :

Las reivindicaciones 44 y 45 se refieren al proteinas de 5T4 del mono cinomologus
y el mono titi de cola negra. La persona experta, que conoce que este antigeno
existe dentro de muchas especies (ver porgejemplo pdgina 81 de la descripcioén),
no tendria dificultad en aislar el ant%geno de dos especies adicionales vy

producir anticuerpos contra este. De esta ﬂanera, las reivindicaciones 44 y 45 no

|

se consideran inventivas.

De esta manera, las reivindicaciones 1-47 no se consideran inventivas (Articulo

33(3) del PCT).

Los documentos D2 a D5 también se consideﬁan que, son altamente pertinentes a la
actividad inventiva de la presente solicitud.

D2 describe anticuerpos contra 5T4 unido a ?na toxina para uso terapéutico.

D3 también describe anticuerpos contra | 5T4 unido a una toxina para uso
terapéutico. ‘

D4 describe fragmentos scFv de alta afinidad especificos para 5T4.

D5 describe correlacién de epitopos del antigeno 5T4.

Con referencia al Punto VI

Ciertos documentos citados

Ciertos documentos publicados

Solicitud No. Fecha de publicacién Fecha de presentacién Fecha de Prioridad
Patente No. (dia/mes/afio) : (dia/mes/aiio) (reivindicacién valida)
(dia/mes/afio)
W02006031653 23.03.2006 09.09.2005 10.09.2004
W02006042158 20.04.2006 05.10.2005 05.10.2004

Forma PCT/ISA/237 (Hoja7) (Abril de 2005)
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Con Referencia al Punto VIII

Ciertas observaciones en la solicitud interiﬂacional

Los nombres “Al, A2 o A3” dados a los[anticuerpos a todo lo largo de las
reivindicaciones son arbitrarias y no se refieren a ningin anticuerpo depositado
identificable por un nGmero de acceso. Por 1o tanto estas reivindicaciones no son

claras (Articulo 6 del PCT). i

Forma PCT/ISA/237 (Hoja8) (Abril de 2005) '
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ANTICUERPOS ANTI—ST# Y USOS DE LOS MISMOS

{ ‘
CAMPO DE LA INVENCION
|

La presente invenchén se refiere en general a

anticuerpos anti-5T4 vy conjugados anticuerpo/farmaco (es
decir, inmunoconjugados) paralel diagnéstico y/o tratamiento
de trastornos neopléasicos o malignos. La presente invencién
también se refiefe a écidoé ﬂﬂcleicos y polipéptidos,
aislados, de'regién variable, |para preparar anticuerpos anti-

5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco.

1
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La disponibilidad Je anticuerpos monoclonales de
|

alta afinidad ha permitido ej desarrollo de inmunoterapias
dirigidas al objetivo. De acLerdd a este planteamiento, se
acopla un agente terapéutico a‘un énticuerbo con especificidad
de unidén para una pdblacién cLlular objetivo definida. Los
agentes terapéuticos que se | han conjugado a anticuerpos
monoclonales incluyen citotoxinas, modificadores de la
‘

respuesta bioldgica, enzimas | (por ejemplo, ribonucleasas),

proteinas y péptidos que inducen apoptosis, y radioisdtopos.

En general, los conjugados 1de anticuerpo/citotoxinas se
F
' . . . | .
refieren como 1nmun001totox1na%. Los anticuerpos acoplados a
farmacos de bajo peso molecularltal como metotrexato se llaman

tipicamente conjugados de quimioanticuerpo/farmaco. Los

64
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' (2000)

conjugados descritos como |

modificadores de la respuesta |

inumnomoduladores contienen

bioldégica tal como linfocinas,

factores de crecimiento, y factor de veneno de cobra (CVF, por

sus siglas en inglés)

|
anticuerpos radiomarcados incl

de activacién de complemento.

Los

uyen isdtopos redioactivos que

I
pueden ser usados para radioterapia asi como formacidén de

imédgenes.

La distribucién de fdarmacos mediada por anticuerpos

a células tumorales aumenta 14

reducir al minimo su captacién‘

ejemplo, Reff. et al. (2002) Ca

Cancer

Goldenberg (2001) Crit. Rev.

MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogan

dirigida comercialmente dispon
este principio y que se aprobd
mieloide aguda en pacientes de
Blood 93:

al. (1999) 3678-84.

direccidén a objetivo es un antﬁ

se conjuga a caliqueamicina.

Chemother. Pharmacol. 46

efi¢iencia de los farmacos al

en tejidos normales. Ver, por

ncer Control 9: 152-66; Sievers

Suppl: $18-22;

Oncol. Hematol. 39: 195-201.

icina) es una inmunoterapia
ible que trabaja de acuerdo a
para‘ei tratamiento de leucemia
Sievers et

edad avanzada. Ver,

En este caso, la molécula de

cuerpo monoclonal anti-CD33 que

La inmunoterapia dirigida a objetivo en humanos se

ha limitado, sin embargo, e
adversas a anticuerpos monoclo:

clinicos anteriores que usaron

n parte debido a respuestas
nales no humanos. Los ensayos

anticuerpos de roedor revelaron

respuestas de anticuerpos anti—ratén (HAMA) y de anticuerpo

1>
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humano anti-rata (HARA) , que da por resultado réapida
depuracidén de los anticuerﬂos. Desde entonces se han
desarrollado anticuerpos mePos inmunogénicos, incluyendo

z
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos

PRIMATIZED"™®, Y anticuerpos humanos preparados usando
bibliotecas de visualizacidén en fagos o ratones transgénicos.
Ver Morrison et al. (1984) Broc. Natl. Acad. Sci. EUA 81:
6851-5; Queen et al. (1989) |Proc. Natl. Acad. Sci EUA 86:
10029-33; Newman et al. (1992)|Biotechnology (NY) 10: 1455-60;
Green et al. (1994) Nat. Genet. 7:?13—21; Marks et al. (1991)
J. Mol. Biol. 222: 581-97. La evasién de una respuesta de
HAMA permite alta dosis y administracidén repetida de la dosis
para lograr una respuesta terapéutica.

Los anticuerpos <candidatos ©para direccidén al
objetivo por farmaco incluyen anticuerpos que reconocen
antigenos oncofetales, es decir, antigenos presentes en
células fetales y células neoplésticas, Yy dque estan en su
mayor parte ausentes de las células de adultos normales. Ver,
por ejemplo, Magdelenat (1992)| J. Immunol. Methods 150: 133-
43, El antigeno oncofetal ©5T4 es wuna glicoproteina
transmembrana altamente glicosilada de 72 kDa que comprende un

nicleo no glicosilado de 42 kDa (Hole et al. (1988) Br. J.

Cancer 57: 239-46, Hole et al.’(1990) Int. J. Cancer 45: 179-

84; Publicacién Internacional &CT NGmero WO 89/07947; Patente

de los Estados Unidos Numero| 5,869,053). 5T4 incluye un
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dominio extracelular caracter

izado por dos repeticiones de

alto contenido de 1leucina kLRR) Y una regidn hidréfoba
interventora, qué es un sitio laccesible para terapia dirigida
(Myers et al. (1994) J. Biol. Chem. 269: 9319-24).

El 5T4 humano se expresa en numerosos tipos de
canceres, incluyendo carcinomas de la vejiga, mama, cerviz,
endometrio, pulmén, esdéfago, | ovario, péancreas, estdémago vy
testiculos, y esta sustancﬁalmente ausente de tejidos
normales, excepto por sincitigtrofoblasto en placenta (ver,
por ejemplo, Southall et al. |(1990) Br. J. Cancer 61: 89-95

(distribucidén inmunohistoldgic
normales y malignos); Mieke et
1923-1830
expresidén de ©5T4 en
supervivencia reducida libre

carcinoma colorrectal) ;

69: 899-902

antigeno oncofetal 5T4 en carcinoma colorrectal);

et al. (1992) Br. J. Cance

antigeno 5T4 en carcinoma colorrectal y géstrico);

al. (1990) Br. J. Cancer 61:
5T4 en céancer cervical)
46: 1029-1034 (pérdida de
carcinomas cervicales);

57-64

i
célula@

Starzynska et al.

Connor y Stern

Ali et al

a del antigeno 5T4 en tejidos

al. (1997) Clin. Cancer Res. 3:

(molécula 1 de baj% adhesidén intercelular y alta

tumorales <correlaciona con

de enfermedad en pacientes con

(1994) Br. J. Cancer

(significacidén priogndstica de la expresidén del

Starzynska

r 66: 867-869 (expresidn del

Jones et

t96 100 (expresidn del antigeno

(199) Int. J. Cancer

xpre81on de

MHC clase I en

(2001) Oral Oncology 37:

1

(patrén de expresidn %el antigeno oncofetal ©5T4 en

\
l



10

15

20

25

mucosa oral n

ormal, displa

|

stica y maligna); Publicacién

Internacional PCT NOmero WO 89/07947; patente de los Estados

Unidos NGmero 5,869,053).

Por ejemplo, los tejidos reportados

como que tienen expresidén de| 5T4 incluyen el higado, piel,

bazo, timo, sistema nervioso ?entral (SNC), por sus siglas en

inglés), glandulas suprarrenéles, y ovario. Los tejidos

reportados como que tienen

expresién focal o baja de 5T4

incluyen el higado, piel, bazo, ndédulos linfaticos, amigdalas,

tiroides,

débil-moderada de 5T4 se ha

prdéstata y vesiculas| seminales. La expresidén difusa

Feportado en el rifidén, pulmdn,

pancreas, faringe, y tracto gastrointestinal. El dnico tejido

reportado que

tiene alta

expresién de 5T4 es el

gsincitiotrofoblasto; el 5T4 Qambién estuvo ausente de suero

'

normal o el suero de mujer embarazada (es decir, niveles < 10

ng/ml) . La

sobreexpresidén] de 5T4 en tumores se ha

correlacionado con progreso de| enfermedad, y se ha sugerido la

valoracién de la expresién de|5T4 como un planteamiento dtil

'

para identificar pacientes con|prognosis a corto plazo (Mulder

et al. (1997) Clin. Cancer Res. 3: 1923-30, Naganuma et al.

(2002) Anticancer Res. 22:

1033-1038, Starzynska et al. (1994)

J. Cancer 69: 899-902, Sgarzynska et al. (1998) FEur. J.

Br.
Gastroenterol.
Int. J. Gynecol.

Hepatol. 10:

i :
479-484, Wrigley et al. (1995)

Cancer 5: 269:274).

Se han descrito varios anticuerpos anti-5T4, que

incluyen mAb5T4, también 1lamadd el anticuerpo H8, que



10

15

20

25

L

reconoce un epitopo conformacJonal;del antigeno 5T4 (Shaw et
al. (2002) Biochem. J. 363: 1%7—45; Publicacidén Internacional
Nimero WO 98/55607), un antic%erpo monoclonal de rata (Woods
et al. (2002) Biochem. J. é66: 353-65), y un anticuerpo
monoclonal de ratdén llamado ST% (patente de los Estados Unidos
nimero 5,869,053). También Sﬁ han descrito anticuerpos anti-
5T4 de cadena individual, asi como proteinas de fusidén que
incluyen secuencias de anticuerpo ahti-5T4 fusionadas a una
molécula terapéutica. Por jejemplo, las secuencias del
anticuerpo anti-5T4 fusionadaé al dominio constante de IgGl
humana o al dominio extracalular de B7.1 murino inducen
histolisis de 1lineas celular%s tumorales gque expresan 5T4
(Myers et al. (2002) Cancer Geﬁe Ther. 9: 884-896, Shaw et al.
(2000) Biochim. Biophys. Acta) 1524: 238-246; Publicacidén de
Solicitud de Patente de [ los Estados Unidos nimero
2003/0018004) . De manera simllar, un anticuerpo anti-5T4 de
cadena individual fusionado a jun superligando puede estimular
citdlisis dependiente de células T de células de carcinoma
pulmonar de células no pequeflas, in vitro (Forsberg et al.
(2001) Br. J. Cancer 85: 129-136). El ensayo clinico de fase
I que usa PNU-214936, un fragmento Fab murino del anticuerpo
monoclonal 5T4. fusionado a |una enterocitotoxina A (SEA)

estafilococal de superantigeno mutado mostrd toxicidad

limitada y alguna respuesta anti-tumor (Cheng et al. (2004) J.

Clin. Oncol. 22(4): 602-9). Como un planteamiento terapéutico

i
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;
alternativo, también se sugieﬁen vacunas de 5T4 recombinante
para el tratamiento de cénceres (Mulryan et al. (2002) Mol.

Cancer Ther. 1: 1129-37; Publicaciones de Solicitud de Patente

del Reino Unido Ndmero 2,370,571 y 2,378,704; Publicaciones de

Solicitud de Patente EP NUmeros EP 1,160,323 y 1,152,060).

La presente invencién proporciona nuevos anticuerpos
anti-5T4, conjugados anti-5T4/farmaco, métodos para producir
los anticuerpos descritos y conjugados de anticuerpo/farmaco,

y métodos para su uso terapéutico y de diagndstico.

|

|

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona nuevos anticuerpos
anti-5T4, conjugados de los m}smos, y métodos para usar los

mismos. También se proporcionan polipéptidos anti-5T4

aislados y &cidos nucleicos %isladbs que codifican para los
l

mismos. !

Los anticﬁerpos anti-5T4 de 1la .invencidén incluyen
anticuerpos que se unen de manera especifica el antigeno 5T4
humano, en dbndé el anticuerpo (a) comprende un dominio de
unién a antigeno de los anticuerpos Al, A2, o A3 murinos; (b)
compite para la unidén de 5T4 con los anticuerpos Al, A2, o A3
murinos; (c¢) se une a un Iepitopo de 5T4 unido por los
anticuerpos Al, A2, o A3; o (d) comprende un farmaco de unidén

a 5T4 de un anticuerpo de (aﬁ—(c). Los anticuerpos anti-5T4

de la invencidén pueden ser quiméricos, humanizados, de cadena

|
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individual, wun fragmento Fab, un fragmento F(ab)2, un
fragmento Fv, tetramérico, ;tetravalente, multiespecifico,

especifico de dominio, un anticuerpo de dominio individual, un
proteina de fusidén, o un mono%lonaf murino. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-5T4 humaniz%dos de la invencidén incluyen
anticuerpos gque comprende al} menos una regidén variable de
cadena pesada o al menos una rggién variable de cadena ligera,
en donde el anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo:
(a) comprende wun dominio de wunién a antigeno de los
anticuerpos Al, A2, o A3 murinos; (b) compite para la unién de
5T4 con los antiéuerpos Al, A2, o A3 murinos; (c) se une a un
epitopo de 5T4 unido por los |anticuerpos Al, A2, o A3; o (d)
un fragmento de unidén a 5T4 de‘un anticuerpo de (a)-(c).

Los anticuerpos anti-5T4 de la invencidn tienen una

afinidad de unién para el antigeno 5T4 humano de al menos

aproximadamente 1 x 10’ M a aproximadamente 1 x 107? M. Los
anticuerpos anti-5T4 descrito§ y los conjugados de los mismos
también pueden mostrar uniéL especifica por direccidn al
objetivo de las ;élulas que expresan 5T4, in vivo.

Los anticuerpos a#ti-5T4 representativos de la
invencidén incluyen anticuergos gue comprenden una regidn
variable de cadena pesada qué comprende (a) una secuencia de
aminodcidos de los residuos 20-138 de SEQ ID NO: 2; (b) una

secuencia de aminocdcidos que es al menos 85 % idéntica a los

residucs 20-138 de SEQ 1ID | NO: 2; (¢) una secuencia de

1
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aminocacidos de los residuos l%—135 de SEQ ID NO: 6; (d) una
secuencia de aminoacidos que %s al menos 86 % idéntica a los
residuos 19-135 de SEQ 1ID ’NO: 6; (e) una secuencia de
aminodcidos de los residuos 20-141 de SEQ ID NO: 10; (f) una
secuencia de aminodcidos que es alﬂmenos 91 % idéntica a los
residuos 20-141 de SEQ 1ID NO: 10; (g) una secuencia de
|

aminoadcides de al menos cualqdiera de SEQ ID NOS: 49, 51, 52,
54, 56, 77, 78, 81, u 82; (h) una secuencia de aminodcidos que
es al menos 91 % idéntica a %EQ ID NO: 51; (i) una secuencia
de aminodcidos que es al meno% 78 % idéntica a SEQ ID NO: 54;
(j) una secuencia de aminoécidgs que es al menos 89 % idéntica
a SEQ ID NO: 77; (k) una secuencia de aminoacidos que es al
menos 79 % idéntica a SEQ ID NO: 78; (1) una secuencia de
aminodcidos que egs al menos 80 % idéntica a SEQ ID NO: 81; o
(m) una secuencia de aminoacidos que es al menos 78 % idéntica
a SEQ ID NO: 82.

Los anticuerpos apti—STé representativos de la

invencidén incluyen anticuerpos que comprenden una regién

variable de cadena ligera quel comprende (a) una secuencia de
aminodcidos de los residuos %1—127 de SEQ ID NO: 4; (b) una

: NP | Az
secuencia de aminodcidos que es al menos 94 % idéntica a los

|

residuos 21-127 de ‘SEQ ID iNO: 4; (c¢) una secuencia de

aminodcidos de los residuos 23-130 de SEQ ID NO: 8; (d) una
secuencia de aminodcidos que es al menos 96 % idéntica a los

i
residuos 23-130 de SEQ ID NO: 8; (e) una secuencia de

|
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aminodcidos de los residuos 21—127 de SEQ ID NO: 12; (f) una
secuencia de amino&dcidos que és al menos 98 % idéntica a los
residuos 21-127 de SEQ 1ID yo; 12; (g) una secuencia de
aminodcidos de cualquiera de las SEQ ID NOS: 58, 60, 62, 64,

|
66, 68, 70, 72, 74, 76, 79, 80}, 83,.u 84; (h) una secuencia de

aminodcidos que es al menos 83| % idéntica a SEQ ID NO: 60; (i)

una secuencia de aminodcidos 4ue es al menos 93 % idéntica a
SEQ ID NO: 70; (j) una secuencia de aminoadcidos que es al
menos 85 % idéntica a SEQ ID NO: 76; (k) una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85| % idéntica a SEQ ID NO: 76; (1)
una secuencia de aminodcidos que es al menos 88 % idéntica a
SEQ ID NO: 79; (m) una secuéncia de aminodcidos que es al

Q.

menos 84 % idéntica a SEQ ID NO: 80; (n) una secuencia de

aminoadcidos que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 83; u

(o) una secuencia de aminodcidos que es al menos 91 % idéntica

a SEQ ID NO: 84. ’
i
Por ejemplo, el anﬁicuerpo anti-5T4 comprende (a)
una regidén variable de cadena pesada gue comprende una
secuencia de aminodcidos de lés residuos 20-138 de SEQ ID NO:
2, y una regidn variable de Fadena ligera que comprende una
secuencia de ami#oécidos de l#s residuos 21-127 de SEQ ID NO:
4; (b) una regidn variable deicadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos derivada de los residuosg 19-135 de

SEQ ID NO: 6, y una regidén| variable de cadena ligera que

comprende una secuencia de; aminoadcidos derivada de los
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%1
residuos 23-130 de SEQ 1D NO:’S; o‘(c) una regidén variable de
cadena pesada due comprende] unal secuenéia de aminoacidos
derivada de los residuos 20-141 de SEQ ID NO: 10, y una regidén
variable de cadena ligera gque comprende una secuencia de
aminodcidos derivada de los residuos 21-127 de SEQ ID NO: 12.

Los anticuerpos antir5T4 quiméricos y humanizados de

la invencidén pueden comprender regaones constantes derivadas
de regiones constantes humanag, tal como una regidn constante
de cadena ligera humana deri&ada de la regidn constante de

cadena ligera kappa humana y |una regidén constante de cadena

|
. | . 2
pesada humana derivada de una regiodn constante de cadena

pesada de IgG4 humana o IgGl hLmana.

Los anticuerpos ant r5T4 humanizados representativos
de la invencidn incluyen ahticuérpos Ique comprenden (a)
regiones de estructura alternL que comprende residuos de una
regidén de estructura alterna de anticuerpo humano; y (b) una o
més CDR de la regidén variable|de cadena ligera de SEQ ID NOS:
4, 8, & 12, o una o maés CDR ﬁe la regidén variable de cadena
pesada de SEQ ID NOS: 2, 6, 9§ 10. - Por ejemplo, los residuos
i

de una estructura alterna | de anticuerpo humano pueden

comprender (a) un regidén de estructura alterna de cadena

ligera de anticuerpo humano de un clon de linea germinal de
l
subgrupo IV DPK24, un subgrupo VKIII (DPK23, DPK22, DPK20,

DPK21l), o un clon de linea germinal de subgrupo WKI (DPK9,
1
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DPK1, 02, DPK7); (b) una reﬁién de estructura alterna de

cadena pesada de anticuerpo humana seleccionada del grupo que

I .
consiste de DP-21 (VH7), DP—54i(VH3—O7), DP-47 (VH3-23), DP-53

(VH-74), DP-49 (VH3-30), DP—4% (VH3-13), DP-75, DP-8 (VH1-2),
DP-25, VI-2b Y VI-3 (VHl-O3),lDP—15 y V1-8 (VH1-08), DP-14 y
V1i-18 (VH1-18), DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7
(VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69), DP-88 (VHl-e), DP-3 y

DA-8 (VH1-f); (c) una secuencia de consenso de la regidén de
estructura alterna de cadena pesada de (b); o (d) una regidén

de estructura alterna que es| al menos 63 % idéntica a una

regién de estructura alterna de (a)-(c).

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos

de la invencidén también pueden incluir dos o mds CDR de SEQ ID

NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 6 12, tql como dos o todas las tres CDR
de la regidn variable de cade?a ligera de SEQ ID NOS: 4, 8, 6

12, o dos o todas las tres CDR de la regién variable de cadena

pesada de SEQ ID NOS: 2, 6, 6;10, o dos o mds CDR o la regidn

variable de cadena ligera de\SEQ ID NOS: 4, 8, 6 12 y una o

mas CDR de la regidn variable'de cadena pesada de SEQ ID NOS:

2, 6, & 12, o todas las CDR % SEQ .ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, o
12. }
|

Los anticuerpos an%i—5T4 humanizados y quiméricos

representativos incluyen aAticuerpos gque comprenden una

secuencia de la regidén variable de cadena pesada que comprende

(a) una secuencia de aminoéci?os de losgs residuos 20-138 de SEQ
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13

ID NO: 2; (b) una secuencia de’aminoécidos que es al menos 85

% 1déntica a los residuos 20?138 de SEQ ID NO: 2; (¢) una
secuencia de aminodcidos de lds residuos 19-135 de SEQ ID NO:
6; (d) una secuencia de aminocadcidos que es al menos 86 %

idéntica a los residuos 19-135 de SEQ ID NO: 6; (e)

urna

secuencia de aminocacidos de los residuos 20-141 de SEQ ID NO:

10; (f)
idéntica a 1los residuos 20-1
secuencia de aminocdcidos de 1
49;

idéntica a los residuos 1-11

secuencia de aminodcidos de

pesada humanizada representad
Los anticuerpos ana
adicionales de la invenci

comprenden una regidén wvariable

un &acido nucleico que coﬂ

una secuencia de aminodcidos que es al menos 91 %

41 de SEQ ID NO: 10; (g) una

os resgsiduos 1-119 de SEQ ID NO:

(h) una secuencia de aminodcidos que es al menos 90 $%

9 de SEQ ID NO: 49; o (i) wuna

una regidn variable de cadena

a en las Figuras 9A-9C.
i-5T4  quiméricos y humanizados

én  incluyen anticuerpos que

de cadena pesada codificada por

prende (a) una secuencia de

nucledtidos de los nucleétidoq
secuencia de nucledtidos de ﬂ
NO:

5; (c¢) una secuencia de nu

423 de SEQ ID NO: 9; (d) una

nucledtidos 1-358 de SEQ 1ID

nucledtidos que codifica para

humanizada representada en |

secuencia de nucledtidos que’

58-414 de SEQ ID NO: 1; (b) una
os nucledtidos 55-405 de SEQ ID
cledétidos de los nucledtidos 58-
secuencia de nucledtidos de los

NO: 48; (e) una secuencia de

una regidn variable Al, A2, o A3

las Figuras 9A-9C; (f) una

[

es al menos 90 % idéntica a la



10

15

20

25

— =
S

secuencia de nucledtidos de cpalquiera de (a)-(e); o (g) un
dcido nucleico gque hibridiza de manera especifica al
complemento de cualquiera de (a)-(e) bajo condiciones de

‘

hibridacién severa. |
Los anticuerpos antﬁ—5T4; quiméricos y humanizados
representativos incluyen anéicuerpos que comprenden una
secuencia de la regidén variable de cadena ligera que comprende
(a) una secuencia de aminoécid?s de los residuos 21-127 de SEQ
ID NO: 4; (b) una secuencia d% aminodcidos que es al menos 94
% idéntica a los residuos 21L127'de SEQ ID NO: 4; (¢) una
secuencia de aminocdcidos de los residuos 23-130 de SEQ ID NO:
8; (d) una secuencia de ami?oécidos gque es al menos 96 %
idéntica a los residuos 23—i30 de SEQ ID NO: 8; (e) una
secuencia de aminoacidos de los residuos 21-127 de SEQ ID NO:
12; (f) una secuencia de aminodcidos que es al menos 98 %
idéntica a los residuos 21-127 de SEQ ID NO: 12; o (g) una
secuencia de aminoacidos de |una regidén variable de cadena

ligera Al, A2, o A3 humanizadg

representada en las Figuras 9A-
9C.

También se proporcionan conjugados de
anticuerpo/farmaco para distribucién de farmaco que comprenden

(a) un anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado o fragmento

de anticuerpo de la invencién; y (b) un farmaco, que estéa

|
unido directa o 1nd1rectamen¢e al anticuerpo. Los féarmacos

. . | P
representativos incluyen adentes terapéuticos, tal como

(
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citotoxinas, radioisdtopos, agentes inmunomoduladores, agentes
anti-angiogénicos, agentes anti-proliferativos, agentes pro-
apoptdticos, agentes quimioterapéuticos, y &cidos nucleicos
terapéuticos. Una citotoxina puede ser, por ejemplo, un
antibidético, un inhibidor de |polimerizacién de tubulina, un
agente de alquilacidén, un inhibidor de sintesis de proteina,

. . ' - . i . . .
un inhibidor de proteina-cinasa, un inhibidor de fosfatasa, un

inhibidor de topoisomerasa, o una enzima. Las citotoxinas de

P . C . .
antibidtico, tal como caliqueamicina, caliqueamicina, N-
acetil- -caliqueamicina, o derjivados de los mismos tal como N-

acetil- —caliqueamicina—dimetil—hid;azida, son particularmente
Utiles para terapias anticancerigenas.

Los conjugados de | anticuerpos anti-5T4/farmaco,
descritos, pueden incluir un ligador para la unién del

anticuerpo al farmaco. Los ligadores representativos incluyen

acido 4-(4'acetilfenoxi)butanoico (AcBut) , adcido 3-
acetilfenil-acidico (AcPac), | y acido 4-mercapto-4-metil-
petanoico (Amida). Los conjugados de anticuerpo/farmaco

pueden incluir también polietilenglicol u otros agentes para
1] [} LIS ‘/
mejorar la incorporacidén del farmaco.
Para la distribucidn de un farmaco a células que
expresan 5T4, la presente inyencidn proporciona métodos por
los que las células se ponen |en contacto con un conjugado de

anticuerpo/farmaco que comprende (i) un anticuerpo anti-5T4
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(
quimérico o humanizado, y (ii)jun farmaco que se une directa o
|

indirectamente al anticuerpo a@ti—5T4 humanizado. De acuerdo
j

a los métodos descritos, el fdrmaco se internaliza dentro de
|

la célula objetivo. Los mdtodos terapéuticos también se
{
describen en la presente, que %omprenden administrar al sujeto
que tiene un céncer pos%tivo a 5T4, una cantidad
terapéuticamente efectiva de ub conjugado de anticuerpo anti-
5T4/férméco que comprende (i) ¢n anticuerpo anti-5T4 quimérico
o humanizado, o fragmento de¢ anticuerpo, y (ii) un agente
terapéutico que se une al anticuerpo anti-5T4 humanizado o
fragmento de anticuerpo dinecta o indirectamente. Las
terapias anti-5T4 de 1la inanciép se pueden combinar con

cualquier otra terapia conoc?da para efecto mejorado. Se

puede administrar un segundo a@ente terapéutico en combinacién

I

con un conjugado de i anticuerpo anti—5T4/férmacQ

simultaneamente o de manera co#secutiva en cualquier orden.
También se proporc#onan dcidos nucleicos aislados
que codifican para regiones ‘variables anti-5T4 humanizadas,
que son Gtiles para la producgién de los anticuerpos anti-5T4
humanizados descritos. Los écidosknucleicos representativos
i
que codifican para una regién!variable de cadena pesada anti-
5T4 humanizada incluyen (a) Fna secuencia de nucledtidos de
los nucledtidos 58-414 de SE# ID NO: 1; (b) una secuencia de

nucledtidos de los nucleétido% 55-405 de SEQ ID NO: 5; (c¢) una

| .
secuencia de nucledtidos de }os nucledtidos 58-423 de SEQ ID

I

|

i

|
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NO: 9; (d) una secuencia de
cualquiera de SEQ ID NOS: 48,
de nucledtidos que es 89 %

cobertura ' de bﬁsqﬁeda es

nucledtidos que es 82 %

cobertura de blsqueda es 100

idéntica a SEQ ID NO:

100

|

|

17

[

inucleétidos que codifica para

50, 53, 6 55; (e)

una secuencia

‘ 50 cuando la

oo

una secuencia de

(£)

] i
|

l

idénﬁica a SEQ ID NO: 53 cuando 1la

%; o (g) un &cido nucleico que

hibridiza especificamente al complemento de cualquiera de (a)-

(d) bajo condiciones de hibridacién severa. Los A&cidos
f

nucleicos representativos que codifican para una regién

variable de cadena ligera anti|-5T4 humanizada incluyen (a) una

secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 61-381 de SEQ ID

NO: 3; (b)

390 de SEQ ID NO: 7; (c) una

una secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 67-

secuencia de nucledtidos de los

nucledétidos 61-381 de SEQ Iq NO: 11; (d) una secuencia de

nucledétidos que codifica para

ligera Al, A2,

57, 59, 61, 63, 65, 67,

nucleétidos que es 84 % idén

cobertura de Dbuasqueda es

nucledtidos que es 86 %

cobertura de Dblsqueda es

Q

nucledtidos que es 85 %

69, 71,

idéntica a SEQ ID NO:
100

idéntica a SEQ ID NO:

una regidn variable de cadena

© A3 humanizada de .cualquiera de SEQ ID NOS:

73, & 75; (e) una secuencia de

tica a SEQ ID NO: 59 cuando la

100 una secuencia de

;o (f)

Y

69 cuando la

o\°

una secuencia de

i (9)

75 cuando 1la

cobertura de bisqueda es 100
1

hibridiza de manera especific? al complemento de

o\

; o (h) un &acido nucleico que

cualquiera de

(a)-(d) bajo condiciones de hibridacidn severas.

i
|

|
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BREVE DESCRIPCI@& DE LAS FIGURAS
1

Las Figuras 1A-1C ' muestran las secuencias de

(

PR ' 2 I . .
nucledtidos y aminoacidos de l?s regiones variables de cadena

pesada y cadena ligera de los 'anticuerpos Al, A2, y A3 anti-

5T4 murinos. Las secuencias |de aminodcidos se anotan para

identificar regiones determinantes de complementariedad (CDR,

por sus siglas en inglés) por! subrayado y la secuencia guia
l

|

La Figura 2 es una transferencia Western preparada

por doble subrayado.

usando los 1lisados celulares| CT26/5T4, y sondeada con los

l

anticuerpos indicados. |

l

Las Figuras 3A-3B soﬁ graficas lineales que muestran
las curvas de respuesta y lgs cinéticas de unidn para dos
preparaciones independientes de los anticuerpos H8 y Al. Las
preparaciones son sustancialmente equivalentes.

Las Figuras 4A-4C son graficas lineales gque muestran

la modulacién de los anticuerpos H8, Al, A2, y A3 por células

MDAMB435/5T4. Los niveles d@l anticuerpo en la superficie
celular declinan durante el t%empo (Figuras 4A, 4C (sdélida)),
en tanto gque los niveles deﬁ anticuerpo en el sobrenadante
permanecen constantes (Figu%as 4B, 4C (abierta)), MCF,
fluorescencia celular media; %upt, sobrenadante.

La Figura 5 es %n diagrama esquematico de 1la

construccidédn Fc de 5T4 de ecthominio humano, la construccidn

Fc de 5T4 de ectodominio de! ratdén, y las construcciones de
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f
quimera de ©5T4 de humano/raﬂén. Estas construcciones se
I

usaron para correlacidn de epﬁtopos como se describe en el
[

Ejémplo 4. I
Las Figuras 6A-6B mu%stran resultados graficos de la
unién competitiva de H8 huhanizado y cada wuno de los
anticuerpos indicados a la! proteina de fusién Fc de
ectodominio de 5T4 humano. HuH8, anticuerpo H8 humanizado;
ChiAl, anticuerpo Al quimérico, ChiAl+C67F, anticuerpo Al
|
gquimérico que tiene mutacié% C67F; ChiA2, anticuerpo A2
quimérico; muA2, anticuerpo A% murino; ChiA3, anticuerpo A3
gquimérico; ChiA3+C91Y, anticu%rpo A3 quimérico que tiene la
mutacién C91Y, mulA3, anticuero A3 murino; No Ab, ningin
anticuerpo (control). ;

La Figura 7 es un diagrama lineal que muestra los
epitopo de 5T4 humano unidoé por H8, Al, A2, y A3. Los
residuos indicados son residuos del antigeno 5T4 descrito por
Myers et al. (1994) J. Biol. Chem. 269 (12): 9319-9324,

también disponible como acceso de GenBank Nimero 229083 (SEQ

ID NO: 87). LRR, repeticidédn de alto contenido de Leucina.

La Figura 8 1nuestré los resultados de ensayos de
[

esferoides realizados como se’describe en el Ejemplo 6. Los
‘ i
conjugados de anti—5T4/ca1iq$eamicina preparados usando los

anticuerpos Al y A3 inhiben ngnificativamente el crecimiento

de células que expresan 5T4 [(MDAMB435/5T4) en comparacidén a

células de control (MDAMB435/neo). CMA-676, conjugado anti-
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CD33/caliqueamicina; huH8—Ac§ut—Ca1ichDMH, anticuerpo HS

humanizado conjugado a cali&ueamicina usando Aacido 4-(4'-
acetilfenoxi)butanoico (AcBut*; CalichDMH, caliqueamicina no
conjugada; Al—AcBut—CalichDM%, anticuerpo Al conjugado a
caliqueamicina usando écid@ 4-(4'-acetilfenoxi)butanoico
(AcBut) ; A3—AcBut—CalichDMH,f anticuerpo A3 conjugado a
caliqueamicina usando éci@o 4-(4'-acetilfenoxi)butanoico
(AcBut) . r

Las Figuras 9A-9H m@estran secuencias de nucledtidos

y aminocacidos de la regidn vagiable versién 1 de cadena pesada
Al humanizada (SEQ ID NOS: 4%-49); secuencias de aminodcidos
de la regidn variable de cadeAa pesada Al humanizada (huAl VH)
versiones 1.2 y 2.0; secuenc%as de aminodcidos de la regidn

variable de cadena ligera Al humanizada (huAl VL) versiones

1.0, 2.0, y 3.0; secuencia# de aminodcidos de la regidn

variable de cadena pesada A2!humanizada, versiones 1.0 y 2.0
l

(huA2 VH); secuencias de aminéécidos de la regidn variable de
. I

cadena ligera A2 humanizada,fversiones 1.0 y 2.0 (huA2 VL);
secuencias de amino&cidos d# la regidén wvariable de cadena

pesada A3 humanizada, versﬂones 1.0 y 2.0 (huA3 VH); vy

L

[
' . P | ¢ e .
secuencias de aminoéacidos de la regidén variable de cadena

ligera A3 humanizada, versioﬂes 1.0 y 2.0 (huA32 VL). Estén
subrayadas las CDR. ;

Las Figuras 1OAL10B muestran secuencias de
( -

estructura alterna de la régién variable de cadena pesada
I
|

I
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I
humanas representativas dgue se pueden usar para preparar

anticuerpos anti-5T4 humanizados. La Figura 10A es una
alineacién de las secuencias dL la regidén variable de cadena
pesada humana del subgrupo 1 (SEQ ID NOS: 14-24) vy las
secuencias de estructura altérna de consenso derivadas de
éstas (SEQ 1ID -NOS: 25-27) . ‘ La Figura iOB muestra las

secuencias de los genes de llinea germinal humana de 1los

subgrupos VH 7 y VH 3 (SEQ ID ﬁOS: 88-93).

s [ . 2 .
La Figura 11 es una Fllneac1on de las secuencias de

|
la regidén variable de cadena ligera humana del subgrupo VKIII
| ‘

(SEQ ID NOS: 29-34). Secuenciés en cuadro, CDR.

La Figura 12 es una |alineacidén de las secuencias de
!

la regidn variable de cadenalligera.humana del subgrupo WKI
(SEQ ID NOS: 35-44). Secuencias en cuadro, CDR.
La Figura 13 muestra secuencias de linea germinal

humana adicional de los subgrupos Vk 1 y Vk IV, que tienen

regiones de estructura alterna que se pueden usar pa?a
preparar anticuerpos anti—5T4;humanizados (SEQ ID NOS: 94-99).
La Figura 14 muestda las secuencias de aminoacidos
de 1las regiones constantes }humanas representativas gque ge
pueden usar para preparar an#icuerpos anti-5T4 quiméricos y
humanizados (SEQ ID NOS: 45—4%).
La Figura 15 muest%a las secuencias de aminoacidos

- I .
de un antigeno 5T4 de mono cynomologus de longitud completa y

f
|
[
N
i
l
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un antigeno 5T4 parcial de mono titi de cola negra. Las
. I . -

secuencilas subrayadas, son secuencias guia. Para cada

. . l . . 2
secuencia, el ectodominio de 5T4 incluye los aminoacidos 30-

l
356.

|
|

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I. Anticuerpos anti-5T4 4
|

La presente invencidn proporciona nuevos anticuerpos

murinos que se unen al antigeno 5T4 humano y que son Ttiles

para desarrollar inmunoterapié dirigidas. El antigeno 5T4

humano es wuna fosfoproteind no glicosilada de 72 kDa

encontrada en la superficie !de células de trofoblastos Yy

numerosos tipogs de células ancerigenas. Ver Hole et al.

(1988) Br. J. Cancer 57: 239{46, Hole et al. (1990) Int. J.

Cancer 45: 179-184; Publicacién Internacional PCT Namero WO

|
89/07947; Patente de los Estad#s Unidos NGmero 5,869,053,

Los anticuerpos antq—5T4 murinos de la invencidn se
. | .
designan Al, A2, y A3, y se pyepararon como se describe en el

Ejemplo 1. También se pr?porciOnan anticuerpos anti-5T4

i
derivados de Al, A2, vy A3, [que se unen especificamente al

l
antigeno 5T4 humano. Por ejedplo, los anticuerpos anti-5T4 de

la invencidén incluyen anticuegrpos que comprenden residuos de
[

unidén a antigeno de los anticﬁerpos Al, A2, y A3; anticuerpos

|
que compiten para la unidn al’antigeno 5T4 con anticuerpos Al,
I

A2, o A3; y anticuerpos que sk unen al mismo epitopo 5T4 como
[
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k
I
|
: |
los anticuerpos Al, A2, o A3. |
l

En particular, los; anticuerpos Al, A2, vy A3

descritos comprenden cada uno, un sitio de unién a antigeno
l

que reconocen un epitopo Uni¢o en el antigeno 5T4 humano.
Cada uno de estos anticuerpoé también se une a un epitopo
distinto de aquél encontrado QOr H8, y cada uno de Al, A2, y
A3 falla en competir con el anFicuerpo H8 para la unidén a 5T4
humano. Ver ejemplos 4-5 y F#gura 6-7. Por consiguiente, la
presente invencidn proporcio#a anticuerpos gque se unen de
manera especifica a los resi%uos 30-163 de 5T4 humano (por
ejemplo, A3), anticuerpos queise unen de manera especifica a
los residuos 224-276 de 5T4i humano (por ejemplo, Al), vy
:
anticuerpos que se unen de ménera especifica a los residuos
224-355 de 5T4 humano (po$ ejemplo, A2). También ge
proporcionan antigenos ©5T4 hbmanos que comprenden epitopos
unidos por un anticuerpo Alg A2, o A3, Por ejemplo, la
invencidn proporciona fragmentos antigénicos de 5T4 que

comprenden losg residuos 30-163, 224-276, y 224-355 de un

antigeno 5T4 nativo o de long%tud completa.

La unién especificF de los anticuerpos anti-5T4

L

descritos, se refiere a #na unién preferencial de un
. - | -

anticuerpo al antigeno 5T4 humano en una muestra heterogénea,

que comprende miltiples antigeénos diferentes. Tipicamente, la

unidén especifica se presenta’si la afinidad de unidén es al

menos aproximadamente 107 M o mayor, tal como al menos
|
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aproximadamente 10° M o | mayor, incluyendo al menos

aproximadamente 10°° M o mayor, al menos aproximadamente 10!

M o mayor, o al menos aproximadamente 10 M o mayor. Por

|
ejemplo, la unidn especifica Qe un anticuerpo de la invencidn

a un antigeno 5T4 humano inclﬁye la unién en el intervalo de

al menos aproximadamente 1 x no” M a aproximadamente 1 x 10 *?

. M, tal como dentro del interv%lo de aproximadamente 1 x 10°® M

!
a aproximadamente 1 x 10712 [M, o dentro del intervalo de

-11

aproximadamente 1 x 10°° M a,|aproximadamente 1 x 10 M, o

[
dentro del intervalo de aﬁroximadamente 1 x 10® M a

1

|
aproximadamente 1 x 10° M a %proximadamente 1 x 107 M. La

aproximadamente 1 x 10'° M o dentro del intervalo de
unidén especifica también se refiere a direccidédn selectiva al
objetivo de un anticuerpo anti-5T4 a células que expresan 5T4
después de la administracidn Qel anticuerpo a un sujeto.

Los anticuerpos anti-5T4 de la invencidén pueden

tener una estructura tetramérica (por ejemplo, similar a los

anticuerpos que se presentan‘ de manera natural), o pueden
comprender cualquier otra estructura que tenga al menos una

regidén variable de cadena ligera de inmunoglobulina o al menos

una regidén de cadena pesada de inmunoglobulina, o fragmentos
f

I

de unidén a 5T4 de los mismos %por ejemplo, fragmentos Fab, Fab

i

7
8
!
determinantes de complementarﬁedad (CDR) pero menos que todas
i

modificado, F(ab'),; o Fv). También se incluyen anticuerpos de

dominio individual, en lo cuales wuna o mas regiones
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las seis CDR, constituye una regidn de unién a antigeno. La
|

invencidén también abarca anti&uerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos jéupefhumanizados, diacuerpos,
anticuerpos de cadena individ%al, anticuerpos tetravalentes,
y/o anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos). - Estos descrﬁptores de anticuerpos no son
mutuamente exclusivos. i

Los anticuerpos que  se presentan de manera natural
son glicoproteinas tetramér#cas (H2Ly;) de aproximadamente
150,000 daltones, compuestas Ae dos cadenas ligeras idénticas
(L) y dos cadenas pesadas iéénticas (H) . Las dos cadenas

]

pesadas se enlazan entre si por enlaces de disulfuro y cada

f

!
cadena pesada se enlaza a una’cadena ligera por un enlace de

disulfuro. Cada una de 1las cadenas ligera y pesada se
caracteriza ademds por una rtgiénivariable amino-terminal vy
una regidén constante. Las regiones variables incluyen
secuencias gque difieren ext%nsivamente entre anticuerpos vy

determinan sustancialmente (la afinidad de wunién vy la

especificidad de un anticueﬂpo particular para su antigeno

particular. Las regiones variables de cada una de las cadenas

l
ligera y pesada se alinean p%ra formar el dominio de unién a
|

. <
antigeno. l
Los anticuerpos qui?éricos comprenden secuencias de

al menos dos especies diferentes. Como un ejemplo, se pueden

usar técnicas de clonacidén recombinante para incluir regiones

I

l
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|

variables, que contiene los siﬂios de unién a antigeno, de un
[

anticuerpo no humano (es decir,! un anticuerpo preparado en una
{

especie no humana inmunizada; con el antigeno) y regiones

t

constantes derivadas de una inmunoglobulina humana.
l

Los anticuerpos anti+5T4 quiméricos de la invencidn
l
] . . | . '
incluyen anticuerpos que comprenden regiones variables de
1

|
cadena pesada y cadena ligera qe los anticuerpos Al, A2, y A3,

f

es decir, (a) una regidén variéble de cadena pesada que tiene
i

una secuencia de aminocdcidos d% los residuos 20-138 de SEQ ID
NO: 2 y una regidn variable %e cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos de I#S residuos 21-127 de SEQ ID NO:
4; (b) una secuencia de aminobcidés de cadena pesada de los
residuos 19-135 de SEQ ID NO: ? Yy una secuencia de aminodcidos
de cadena ligera de los residu%s 23-130 de SEQ ID NO: 8; y (c)

f
una secuencia de aminodcidos de cadena pesada de los residuos
:

20-141 de SEQ ID NO: 10 vy u%a secuencia de aminodcidos de

cadena ligera de los residuog 21-127 de SEQ ID NO: 12. Los

|

anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos  pueden
[} L] Vo 13 |
incluir una regidén variable de cadena pesada expuesta como

para los aminodcidos 1-119 de/ SEQ ID NO: 49, o cualquiera de

- . | '
la regidén variable de cadena gesada humanizada representada en
|

{
las Figuras 9A-9C, y una repién variable de cadena ligera
{

humanizada, también represent%da en las Figuras 9A-9C. En el

Ejemplo 7 se describe 1la preﬁaracién de anticuerpos anti-5T4
]

|
quiméricos y humanizados représentativos de la invenciédn.

!

[
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Los anticuerpos anti-5T4 de 1la invencidén también
pueden comprender una regidn 'variable de cadena pesada y/o
|
. | : . . P
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que

!
]
se deriva de o es sustanc1apmente similar a las regiones

4
variables Al, A2, o A3, o _sustancialmente gimilar a las
regiones variables Al, A2, y é3 humanizadas. Con respecto a
las regiones variables de c%dena pesada y cadena ligera,
sustancialmente idénticas, ﬂas secuencias sustancialménte
idénticas son al menos aproximadamente 90 % idénticas a las

secuencias de regidén variable |de cualquiera de SEQ ID NOS: 1-

12 o a las regiones variabﬁes Al, A2, vy A3 humanizadas

o

representadas en las Figuras |9A-9C, tal como al menos 91

o\®

idénticas, o al menos 92 idénticas, o al menos 93

_ov

L
o

idénticas, o al menos 94 idénticas, o al menos 95

o
o\

idénticas, o al menos 96 idénticas, o al menos 97

d -

U |
o\®

idénticas, o al menos 98 idénticas, o al menos 99
idénticas.

Los anticuerpos antﬁ—5T4-quiméricos representativos
de la invenciédn, es dec#r, anticuerpos que se unen
especificamente al antigeno '5T4, también incluyen aquellos
anticuerpos que tienen (a) ﬁna secuencia de aminodcidos de
regién variable de cadena peéada expuesta como los residuos
20-138 de SEQ ID NO: 2, los residuos 19-135 de SEQ ID NO: 6,
l
|

residuo 20-141 de SEQ ID NO: 10, o cualquiera de las regiones

variables de cadena pesad% Al, A2, o A3 humanizadas
l

OQ
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|
representadas en las Figuras| 9A-9C; (b) una secuencia de

aminodcidos de regién variable de cadena pesada que es al
menos 85 % idéntica a los resi%uos 20-138 de SEQ ID NO: 2; (c)
una secuencia de aminodcidos| de regidn variable de cadena
pesada que es al menos 86 % idéntica a los residuos 19-135 de
SEQ ID NO: 6; (d) una secuencia de aminodcidos de regidén

o

variable de cadena pesada que[es al menos 91 % idéntica a los

residuos 20-141 de SEQ ID @O: 10; (e) una secuencia de
I
aminodcidos de regién variable de cadena pesada que es al

i
menos 90 % idéntica a los re%iduos 1-119 de SEQ ID NO: 49; o

(f).una secuencia de aminoéci&os de regidén variable de cadena
pesada derivada de cualquierq de las regiones variables Al,
A2, o A3 humanizadas represen?adas en las Figuras 9A-9C.

Una regidn varia%le de cadena pesada de un
anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado, que se une
especificamente al antigeno 5T4, se puede codificar por (a) un
dcido nucleico que comprendeiuna secuencia de nucledtidos de

log nucledtidos 58-414 de SEQ| ID NO: 1, nucledtidos 55-405 de

SEQ ID NO: 5, nucledtidos 58-423 de SEQ ID NO: 9, nucledtidos

1-358 de SEQ ID NO: 48; o un |acido nucleico que codifica para

una regidén variable de caden% pesada Al, A2, o A3 humanizada

. i < .
representada en las Figuras 9A-9C; (b) un &acido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtidos que es al menos 90 %
idéntica a un A&cido nucleico!que comprende una secuencia de

i

nucledtidos de los nucleét%dos 58-414 de SEQ ID NO: 1,

O\
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nucledétidos 55-405 de SEQ ID NP; 5, nucledtidos 58-423 de SEQ
ID NO: 9. Por ejemplo, una regidn variable de cadena pesada
de un anticuerpo anti-5T4 quimErico se puede codificar por un

dcido nucleico que es al menos!98 % idéntico a los nucledédtidos

58-414 de SEQ ID NO: 1, un &ac¢ido nucleico que comprende una

secuencia de nucledtidos que ds al menos 98 % idéntica a los
nucledétidos 55-405 de SEQ ID NO: 5, o un &cido nucleico que
comprende una secuencia de nupledtidos que es al menos 89 %
idéntica a los nucledtidos 1-358 de SEQ ID NO: 48. wuna regidn
variable de cadena pesada de ﬁn anticuerpo anti-5T4 quimérico
también se puede codificar por!un dcido nucleico que hibridiza
de manera especifica al complemento de un &cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 58-
414 de SEQ ID NO: 1, nucledtidos 55-405 de SEQ ID NO: 5,
nucieétidos 58-423 de SEQ ID NO: 9, o nucledétidos 1-358 de SEQ
ID NO: 48, bajo condiciones de hibridacidn severa, por ejemplo
condiciones de lavado final d% 0.1X.SSC a 65°C.

Lbs anticuerpos ant#—5T4 quiméricos representativos
de 1la invencidén incluyen a?emés aquellos anticuerpos que
tienen (a) una secuencia de abinoécidos de regidén variable de
cadena ligera expuesta como l%s residuos 21-127 de SEQ ID NO:
4, los residuos 23-130 de SEQ!ID NO: 8, los residuos 21-127 de
SEQ ID NO: 12, o los residuos!de una regidn variable de cadena

!
ligera Al, A2, o A3 humanizadé representada en las Figuras 9A-

f

. | s P .
9C; o (b) una secuencia de aminoacidos de la regidn variable

I
l
l
l
[
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!
f

|

!

|

|
f
l

!

l
|

i

l
}
54
l

. ! L -
de cadena ligera que es al menos 90 % idéntica a los residuos

i

21-127 de SEQ ID NO: 4, los reshduos 23-130 de SEQ ID NO: 8, o

los residuos 21-127 de SEQ Iﬂ) NO: 12. Por ejemplo, una

l
secuencia de aminocdcidos de Fa regidén variable de cadena

. | . . P .
ligera puede comprender (a) una secuencia de aminoacidos de

{
)

regidén variable de cadena ligeﬂa que es al menos 94 % idéntica
. | .
a los residuos 21-127 de SEQ ID NO: 4; (b) una secuencia de
|
aminoadcidos de regidén variable de cadena ligera que es al

menos 96 % idéntica a los resiiuos 23-130 de SEQ ID NO: 8; (c)

{

una secuencia de aminodcidos | de regidén variable de cadena
. |

. L .
ligera que es al menos 98 % 1@ent1ca a los residuos 21-127 de

|
SEQ ID NO: 12; (d) o una secuencia de aminodcidos de regidn

variable de cadena 1ligera ierivada de cualquiera de las

regiones variables de cadena 1igera Al, A2, o A3 humanizadas

{
representadas en las Figuras 9%-9C.
i

Una regidén variabie de cadena ligera de un
anticuerpo anti-5T4 quimérico,ique se une de manera especifica
al antigeno 5T4, se puede codificar por (a) un acido nucleico

{
gue comprende una secuencia d% nucledtidos de los nucledtidos
61-381 de SEQ ID NO: 3, los Aucleétidos 67-390 de SEQ ID NO:
7, los nucledtidos 61-381 de %EQ ID NO: 11, o los nucledtidos
gque codifican para cualquier% de las regiones variables de
cadena ligera Al, A2, o A3 ﬁumanizadas representadas en las

|

Figuras 9A-9C; o (b) un écﬁdo nucleico que comprende una

secuencia de nucleétidos que les al menos 90 % idéntica a los
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nucledtidos 61-381 de SEQ ID NO: 3, los nucledtidos 67-390 de

SEQ ID NO: 7, o los nucledtidos 61-381 de SEQ ID NO: 11. Por

ejemplo, una regidn variable de;cadena ligera de un anticuerpo

anti-5T4 quimérico se puede codificar por un &cido nucleico
{

que comprende (a) una secuencia de nucledtidos que es al menos
{

97 % idéntica a los nucleétid$s 61-381 de SEQ ID NO: 3; (b)

)

una secuencia de nucledtidos que es al menos 98 % idéntica a
l

los nucledtidos 67-390 de SEQ #D NO: 7; o (¢) una secuencia de
nucledtidos que es al menos 9% % 1déntica a los nucledtidos
61-381 de SEQ ID NO: 11. Una %egién variable de cadena ligera
ae un anticuerpo anti-5T4 quimérico, que se une de manera
especifica al antigeno 5T4, tahbiéﬂ se puede codificar por un
dcido nucleico que hibridiza eépecificamente al complemento de
un &acido nucleico que comprenée una secuencia de nucledtidos
de los nucledtidos 61-381 de gEQ ID NO: 3, nucledtidos 67-390
de SEQ ID NO: 7, o nucleétidoF 61-381 de SEQ ID NO: 11, bajo

condiciones de hibridacidn sevFras, por ejemplo condiciones de

lavado final de 0.1X SSC a 65°h.

. l . .
Los anticuerpos @uman;zados son un tipo de

anticuerpo quimérico en donde!los residuos de regidn variable

responsables de la unidén al %ntigeno (es decir, los residuos
Py . { . '
de wuna regién determinante Fe complementariedad, abreviada
!
regién determinante de complementariedad, o cualquier otro
!

. . vz - .
residuo que participe en 1la union al antigeno) se derivan de

una especie no humana, en Aonde los residuos restantes de
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e
\S]

regién variable (es decir, los residuos de las regiones de
estructura alterna) y las regiones constantes se derivan, al

menos en parte, de secuencias de anticuerpo humanas. Un

subconjunto de residuos de ﬁegién de estructura alterna vy

residuos de regidn constantelde un anticuerpo humanizado se
f

pueden derivar de fuentes no ﬁumanas. Las regiones variables

de un anticuerpo humanizadb también se describen como
humanizadas (es decir, regiéP variable de cadena ligera o

pesada humanizada). La especie no humana es tipicamente
f
! ‘

aquélla usada para inmunizacién con antigeno, tal como ratdn,

rata, conejo, primate no humano, u otra especie mamifera no

humana. Los anticuerpos humanizados tipicamente son menos

!

inmunogénicos que los anticue#pos quiméricos tradicionales vy

- , I . L .
muestran estabilidad mejorada'despues de la administracidn a
i

H

humanos. Ver, por ejemplo, Benincosa et al. (2000) J.

Pharmacol. Exp. Ther. 292: 81?;6; Kalofonos et al. (1994) Eur.
J. Cancer 30A: 1842-50; Subramanian et al. (1998) Pediatr.

|
|

Las regiones dete%minantes de complementariedad
(CDR) son residuos de regiers variables de anticuerpo gque
participan en la unidén al ant?geno. Estén en uso comin varios
sistemas de numeracidén paﬁa identificar las CDR. La
definicidén de Kabat se basa e? la variabilidad de secuencia, y

la definicién de Chothia sé basa en la ubicacidén de las

|
regiones de asa estructuralps. La definicién AbM es un
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i
compromiso entre los planteamientos de Kabat y Chothia. Las
CDR de la regidn variable de’cadena ligera se unen por los
residuos en las posiciones 24 y 34 (CDR1-L), 50 y 56 (CDR2-L),

y 89 yv 97 (CDR3-L) de acuerdo(al algoritmo de Kabat, Chothia,

|

o ADbM. De acuerdo a la defﬁnicién de Kabat, las CDR de la

¢ . | .
regidén variable de cadena pesada se unen por los residuos en

l
las posiciones 31 y 35B (CDR1-H), 50 y 65 (CDR2-H), y 95 y 102

(CDR3-H) (numeracidén de acueﬁdo a Kabat). De acuerdo a 1la

I

definicidn de Chothia, las CDR de la regién variable de cadena

|
pesada se unen por los residuos en las posiciones 26 y 32
(CDR1-H), 52 vy 56 (CDR2-H), y:95 y 102 (CDR3-H) (numeracidén de
acuerdo a Chothia). De acue%do a la definicidén de AbM, las
CDR de la regidn variable de! cadena pesada se unen por los
residuos en las posiciones 2q y 35B (CDR1-H), 50 y 58 (CDR2-
H), yv 95 y 102 (CDR3-H) (nume%acién de acuerdo a Kabat). Ver
Martin et al. (1989) Proc. Naél. Acad. Sci. EUA 86: 9268-9272;

Martin et al. (1991) Méthods-Enzymbl. 203: 121-153; Pedersen

et al. (1992) Immunomethods 1: 126; y Rees et al. (1996) In
!

Sternberg M.J.E. (ed.)}, Protéin Structure Prediction, Oxford
#

University Press, Oxford, pp.f141—172.

Las regiones deterwinantes de especificidad (SDR,

por sus siglas en inglés) soﬁ residuos dentro de las CDR que
interactian directamente cEn el antigeno. Las SDR

corresponden a los residuos mipervariables. Ver (Padlan et

al. (1995) FASEB J. 9: 133-139).

t
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|
|
{
Los residuos de estructura alterna son aquellos

(
residuos de las regiones variablles de anticuerpo diferentes de

los residuos hipervariables # de CDR. Los residuos de

|

estructura alterna se pueden dFrivar de un anticuerpo humano

que se presenta de manera naﬁural, tal como una estructura
»o ' . (s

alterna humana que es sustanc1?lmente similar a una regidn de

|
estructura alterna de los anticuerpos Al, A2, o A3. Las
|

secuencias de estructura alter#a artificiales que representan
un consenso entre secuencias hndividuales también se pueden
usar. Cuando se selecciona urna regidn de estructura alterna
para humanizacién, las se%uencias que se represgentan

s ,
ampliamente en humanos se pueden preferir con respecto a
| .
secuencias menos populosas. | Se pueden hacer mutaciones

1
adicionales de 1las secuenc#as aceptadoras de estructura
alterna humanas para restaurar residuos murinos que se cree
que estédn comprendidos en [los contactos a antigeno vy/o

. . ' . : .
residuos comprendidog en la 1Ptegr1dad estructural del sitio
! ‘
de unién a antigeno, o p%ra mejorar la expresidén del
{

anticuerpo. Se puede usar! una prediccidén de estructura
:

peptidica para analizar las  secuencias de regidén pesada y

ligera, variables, humanizadas para identificar y evitar
sitios de modificacidén de ;proteina post-transduccionales
introducidos por el disefio de‘humanizacién.

{

Se puede preparar |anticuerpos humanizados usando
{

cualquiera de una variedad !de métodos incluyendo chapado,
|
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injerto de regiones determinantes de complementariedad (CDR),

injerto de CDR abreviadas, in#erto de regiones determinantes

de especificidad (SDR), vy m?ntajes Frankenstein, como se
1

describe més adelante. Los anticuerpos humanizados también

|

incluyen anticuerpos superhumdnizados, en los cuales se han
i

introducido uno o mis cambios 'en las CDR. Por ejemplo, los

i
residuos humanos se pueden su%tituir por residuos no humanos
en las CDR. Estos planteamienéos generales se pueden combinar
con técnicas normales de mutag{nesis y sintesis para producir
un anticuerpo anti-5T4 de cualéuier secuencia deseada.

El chapado se bas% en el concepto de reducir
secuencias de amino&cidos poténcialmente inmunogénicas en un
i
anticuerpo de roedor u otro 40 humano al hacer re-surgir el
exterior accesible solvente !del anticuerpo con secuencias

humanas de aminoacidos. De; esta manera, los anticuerpos

|
|
{ -
chapados parecen menos extr%nos a células humanas que el

anticuerpo no humano, no modiFicado. Ver Padlan (1991) Mol.
Immunol. 28: 489-98. Un an#icuerpo no humano se chapea al
identificar residuos expuest&s exferiores de 1la regidén de
{
estructura alterna en el %nticuerpo no humano, que son
diferentes de aquéllos en !1as mismas posiciones en las
regiones de estructura alterna de un anticuerpo humano, y el
reemplazo de los residuos identificados con aminocdcidos que
ocupan tipicamente estas mism?s posiciones en los anticuerpos

humanos.

[
i
l
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El injerto de CDR se'realiza al reemplazar una o mas
CDR de un anticuerpo aceptador (por ejemplo, un anticuerpo

. | .
humano u otro anticuerpo que gomprende residuos de estructura

alterna, deseados) con CDR de un anticuerpo donador (por

) 0 | .
ejemplo, un anticuerpo no humano). Se pueden seleccionar
anticuerpos aceptadores en bask a la similitud de los residuos

{
de estructura alterna entre u? anticuerpo aceptador candidato

y un anticuerpo donador. ' Por. ejemplo, de acuerdo al

" planteamiento Frankenstein, se identifican regiones humanas de

estructura alterna como dque )tienen homologia sustancial de
. . 2 | :
secuencia a cada regidén de estructura alterna del anticuerpo
; . .
no humano pertinente, y las CDR del anticuerpo no humano se

injertan en el producto compJesto de las diferentes regiones

\
de estructura alterna, hum%nas. En 1la publicacidén de

gsolicitud de Patente de los Eétados Unidos Namero 2003/0040606
se describe un método relﬁcionado también G4til para la
preparacidén de anticuerpo de #a invencidn.
El injerto de CDR ;abreviadas es un planteamiento
i

relacionado. Las CDR ;abreviadas incluyen residuos

determinantes de especificibad y aminodcidos adyacentes,

]
{

incluyendo aquellos en las po%iciones 27d-34, 50-55 y 89-96 en
la cadena ligera, y en las pdsiciones 31-35b, 50-58, y 95-101

en la cadena pesada (convenciéon de numeracidn de (Kabat et al.
I

1987)) . Ver (Padlan et al.f(l995) FASEB J. 9: 133-9). El

injerto de residuos determinantes de especificidad (SDR) se
|

t

|
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|

supone en el entendimiento que la especificidad de unién y la
\

afinidad de un sitio de ?ombinacién de anticuerpos se
determina por los residuos més altaﬁente variables dentro de
cada una de las regiones detkrminantes de complementariedad
(CDR) . El andlisis de las est&ucturas tridimensionales de los
complejos de anticuerpo—antigﬁno, combinado con el andlisis de
los .datos disponibles de secugncias de aminocacidos, se puede
usar para modelar la variabillidad de secuencia en base a la
disimilitud estructural de los residuos de aminoacido qué se
presentan en cada posicidn dehtro de la CDR. Se identifican

SDR como secuencias de polipéptido minimamente inmunogénicas

que consisten de residuos de contacto. Ver Padlan et al.

(1995) FASEB J. 9: 133-139. |
En general, las e%tructuras alternas aceptadoras

humanas se seleccionén en gase a que son sustancialmente
similares a las regiones ?e estructura alterna de los
anticuerpos donadores, © que son muy similares a las
secuencias de consenso de la %ubfamilia de regiones variables.
Después del injerto, se pueden haéer cambios adicionales en
l
las secuencias donadoras y/o aceptadoras para optimizar la
unidén del anticuerpo, la funcionalidad, el uso de codones, los
niveles de expresidn, etc.,| incluyendo 1la introduccién de

residuos no humanos en las |regiones de estructura alterna.

Ver, por ejemplo, la Publicacién Internacional PCT NéGmero WO

91/09967.
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Para el injerto del las CDR en una regién de
|
estructura alterna variable de cadena pesada, se pueden

derivar secuencias UGtiles de %structura alterna de un DP-21
(VH7), DP-54 (VH3-07), DP-47 Ii(VH3-23), DP-53 (VH-74), DP-49
(VH3-30), DP-48 (VH3-13), DP—7$, DP-8 (VH1-2), DP-25, VI-2b y
‘
VI-3 (VH1-03), DP-15 y V1-8 (V:Hl—08), DP-14 y V1-18 (VH1-18),
DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 :(VH1—45), DP-7 (VH1-46), DP-10,
DA-6 e YAC-7 (VH1-69), DP-88 '(VH1-e), DP-3 y DA-8 (VH1-f).
Las regiones variables de caiéna pesada representativas que
contienen residuog de estructuﬁa alterna para humanizacidén se
exponen como SEQ ID NOS: 13%24 y 88-93. Las estructuras

. l
alternas representativas que representan un consenso de los

residuos de estructura altern% de VH1 se exponen como SEQ ID

NOS: 25-27. Ver también Figur%s 10A-10B.

Para el injerto de éDR en una regidén de estructura
alterna variable de caden% ligera, se pueden derivar
secuencias tdtiles de estructura alterna de un clon de linea
germinal del subgrupo IV DPK24, un subgrupo VKIII (DPK23,
DPK22, DPK20, DPK21l), o un clon de linea germinal del subgrupo

VKI (DPK9, DPK1, 02, DPK7). Las regiones variables de cadena

ligera representativas que c?ntienen residuos de estructura
i

alterna para humanizacidén se |exponen como SEQ ID NOS: 28-34,

35-44, y 94-99. Ver Figuras ﬂ1—14.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos
|
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de la invencidén incluyen anti%uerpés que tiene una o mas CDR
de un anticuerpo anti-5T4 no humano seleccionado de CDR de una

regién variable de cadena pesada de cualquiera de SEQ ID NOS:

P

Ca | . .
2, 6, 6 10, o una regidén variable de cadena ligera de

| ;

cualquiera de SEQ ID NOS: 4? 8, 6 12. Por ejemplo, 1los
anticuerpos anti-5T4 humanizaéos pueden comprender dos o mas
CDR seleccionadas de CDR de }una regidén variable de cadena
presada de cualgquiera de SEQ I? NOS: 2, 6, & 10, o una regidn

-

variable de cadena ligera de cpalquiera de SEQ ID NOS: 4, 8, &

12. También, los anticuerpos anti-5T4 humanizados pueden
comprender una cadena pesada Jue comprende una regidn variable
gue tiene dos o tres CDR de cLalquiera de SEQ ID NOS: 2, 6, &
10, y una cadena ligera que cémprende una regidén variable que
tiene dos o tres CDR de cualqﬁiera de SEQ ID NOS: 4, 8, & 12.
Los anticuerpos ant%—5T4 humanizados de la invencién
se pueden construir en donde #a regidén variable de una primera
cadena (es decir, la regidn |variable de cadena ligera o la
regién variable de cadena pesada) se humaniza, y en donde no
se humaniza la regidn variable de la segunda cadena (es decir,
una regidn variable de un anticuerpo producido en una especie
no humana) . Estos anticuerpos son de un tipo de anticuerpo
humanizado referido como antficuerpos semi-humanizados. Los
anticuerpos anti-5T4 no humanos que se pueden usar para

preparar anticuerpos semi-humanizados incluyen los anticuerpos

Al, A2, y A3, como se describe en la presente, asi como el

oV
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[
anticuerpo H8 descrito en la' Publicacidédn Internacional PCT

l
Namero WO 98/55607 y en Forsberg et al. (1997) J. Biol. Chemn.

272(19: 124430-12436, o el gnticuerpo monoclonal de rata

|

descrito en Woods et al. (20029 Biochem. J. 366: 353-65). Por

ejemplo, un anticuerpo anti-5T4 semi-humanizado  puede
|

comprender una regidn variable| de cadena pesada expuesta como

|
log aminodcidos 1-119 de SEQ ID NO: 49 o los aminodcidos de

una regidén variable de cadena;pesada Al, A2, o A3 humanizada
representada en las Figuras 9A-9C, y una regidén variable de
I

cadena ligera de cualquiera'de SEQ ID NOS: 4, 8, & 12.
i
Las regiones constantes de los anticuerpos anti-5T4

l
quiméricos y humanizados se pueden derivar de regiones

constantes de cualquiera de Igb, IgDh, IgE, IgG, IgM, cualquier

isotipo de las mismas (por ej%mplo, los isotipos IgGl, IgG2,

IgG3, o IgG4 de la IgG), asiicomo versiones mutadas de 1las

mismas. La eleccidén de un i%otipo humano y modificacién de
‘

aminodcidos particulares en‘ el 1isotipo puede mejorar o

eliminar 1la activacién de ?os mecanismos de defensa del

hospedador y alterar la biodistribucién de los anticuerpos.

Ver (Reff. et al. (2002) Cancer Control 9: 152-66). Las

regiones constantes represeptativas Gtiles para preparar

anticuerpos quiméricos y humanizados de la invencidén se

exponen como SEQ ID NOS: 45-47. Las regiones constantes de
|

cadena ligera lamda humanas, lincluidas versiones variantes o

[

mutantes, también se puedenf usar. Para 1la clonacidén de
!
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secuencias que codifican ?ara regioneg constantes de

. . o o e
inmunoglobulina, se pueden supﬁlmlr las secuencias intrénicas.

Los anticuerpos antii{5T4 guiméricos y humanizados se
l

pueden construir wusando técnicas normales conocidas. Por

ejemplo, se pueden preparar, regiones variables al fijar

conjuntamente oligonucleétidolde traslape que codifican para

|
. . . i . .
las regiones variables y ligarlos en un vector de expresidn
i
que contiene una regidn const%nte de anticuerpo humano. Ver,

por ejemplo, Harlow & Lane %1988) Antibodieg: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor iLaboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York vy Patentes }de los Estados Unidog Nlmeros
4,196,265; 4,946,778; 5,09ﬂ,513; 5,132,405; 5,260,203;
5,677,427; 5,892,019; 5,985,279; 6,054,561. Los anticuerpos

tetravalentes (H4aLy) gue | comprenden dos anticuerpos
!

tetraméricos intactos, incluyéndo homodimeros y heterodimeros,
i ,

{

se pueden preparar, por ejémplo, como se describe en 1la
i

Publicacidn Internacional PCTiNﬁmero WO 02/096948. También se

pueden preparar dimeros ’de anticuerpos mediante la
introduccidén de residuos de cisteina en la regidén constante de
anticuerpo, que promueve la formacidén de enlaces de disulfuro
inter-cadena, por ei uso de reticuladores heterobifuncionales

|
(Wolf€ et al. (1993) Cancer R%s. 53: 2560-5), © por produccidn
recombinante para incluir una!regién constante dual (Stevenson

{
et al. (1989) Anticancer DrugiDes. 3: 219-30). Los fragmentos

de unién a antigeno de los anticuerpos de 1la invencién se

f
7
|
.
i
f

i

o
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t
i

pueden preparar, por ejemploL por expresidn de secuencias
I
truncadas de anticuerpo, o por digestidén de post-transduccién
de anticuerpos de longitud completa.
\

Las variantes de lFs anticuerpos anti-5T4 de 1la

invencidn, es decir los anticu?rpos Al, A2, y A3, asi como las
i
. NP o .
versiones quiméricas y humanizadas de los mismos, se pueden
i
i ‘ , , .
preparar facilmente para! incluir varios cambios,

sustituciones, inserciones, y' supresiones. Por ejemplo, se
f

pueden optimizar secuencias Ide anticuerpo para el uso de

. | 2 .
codones en el tipo celular usaﬁo para expresidédn de anticuerpo.

|
Para incrementar la wvida medﬁa en suero del anticuerpo, se

puede incorporar un epitopo de!unién a receptor de salvamento,

sl no estd presente vya, en 1a’secuencia de cadena pesada del

I

anticuerpo. Ver Patente de los Estados Unidos Namero

5,739,277. Las modificacion%s adicionales para mejorar la

estabilidad del anticuerpo in%luyen modificacidén de IgG4 para
reemplazar la serina en el rediduo 241 con prolina. Ver Angal

et al. (1993) Mol. Immunol. 3&: 105-108. Otros cambios tGtiles

{ .
incluyen sustituciones como se requiera para optimizar la

eficiencia en 1la conjugacién%del anticuerpo con un farmaco.
' ' o . P .
Por ejemplo, se puede mod1f1$ar un anticuerpo en su término

carboxilo para incluir aminoékidos para la unién al farmaco,

por ejemplo, se pueden adicionar uno o més residuos de

. - . | o
clstelna. Las regilones constantes se pueden modificar para
i

introducir sitios para la unidn de carbohidratos u otras

l

>
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porciones. :
Las variantes de l£s> anticuerpos anti-5T4 de la

\
invencidén se pueden producirl usando técnicas recombinantes
normales, incluyendo mutagéhesis dirigida al sitio, o}

l

clonacién por recombinacién. iSe puede preparar un repertorio
diversificado de anticuerpos %nti—5T4 mediante arreglo génico
y métodos de éonversién génica en animales no humanos
transgénicos (Publicacién de !Patente de los Estados Unidos
Nimero 2003/0017534), que entoLces se prueban para actividades
pertinentes usando ensayos ;funcionales. En modalidades
particulares de 1la invenciénj se obtienen variantes anti-5T4
usando un protocolo de maduraéién por afinidad para mutar CDR
(Yang et al. (1995) J. Mol. Bgol. 254: 392-403), transposicién
de -cadena (Marks et al. (199#) Biotechnology (NY) 10: 779-
783), uso de cepas mutadoras ée E. coli (Low et al. (1996) J.
Mol. Biol. 260: 359-368), tr%sposicién'de ADN (Patten et al.
(1997) Curr. Opin. Biotechno#. 8: 724—733), visualizacidn en
. ; :
fagosl(Thompson et al. (1996) |J. Mol. Biol. 256: 77-88), y PCR
sexual (Crameri et al. (199?) Nature 391: 288-291). Para
aplicaciones de inmunoteraéia, los ensayos funcionales
pertinentes incluyen la uniEn especifica al antigeno 5T4
humano, internalizacién de anticuerpos, y direccidn a sitios
de tumor cuando se administra’a un animal que tiene un tumor,

como se describe mas adelante!en la presente.

1
La presente invencﬂén proporciona ademas células y

t
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lineas celulares que expres%n anticuerpos anti-5T4 de 1la

invencidén. Las células hospedadoras representativas incluyen

1
1

células de mamifero y humanas|, tal como células CHO, células

HEK-293, células Hela, céluﬂas Cv-1, y células COS. Los
métodos para generar uné 1in4a celular estable después de la
transformacidén de una cohstruccidn heteréloga en un
hospedadora se conocen enl la técnica. Las células
hospedadoras no mamiferas rep?esentativas incluyen células de
insecto (Potter et al. (1993){Int. Rev. Immunol. 10(2-3): 103-
112). También se pueden pfoducir anticuerpos en animales
transgénicos (Houdebine (2002? Curr. Opin. Biotechnol. 13(6):
625-629) y plantas transgénicas (Schillberg et al. (2003) Cell

Mol. Life Sci. 60(3): 433-45) .

II. Acidos Nucleicos vy Polipégtidos anti-5T4
!

La presente inven?ién proporciona ademéds &cidos
nucleicos aislados gque codifﬁcan para regiones variables de
cadena pesada y cadena ligera anti-5T4, vy polipéptidos
aislados codificados por los écidoé nucleicos descritos. Los
dcidos nucleicos y polipéptidos de la invencidn incluyen las
secuencias de nucledtidos y |de aminodcidos de las regiones

variables Al, A2, y A3, las |regiones variable Al, A2, y A3

humanizados, y variantes de los mismos. Los acidos nucleicos
aislados y los polipéptidol se pueden usar para preparar

anticuerpos anti-5T4 quiméric?s y humanizados.
|
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. . . | . ' - .
Los &cidos nucleicos son desoxirribonucledtidos o

ribonucleétidos y polimeros de los mismos en forma de hebra

individual, doble hebra o triple. A menos que se limite de

manera especifica, los A&cidos nucleicos pueden contener
|

analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen

propiedades similares como el A&cido nucleico natural de

referencia. Los &cidos nucleicos incluyen genes, ADNc, ARNm,

vy ARNc. Los &cidos nucleicds se pueden sintetizar, o se

pueden derivar de cualquier; fuente bioldgica, inclﬁyendo
cualquier organismo. Los métogos representativos para clonar
dcidos nucleicos que codifica? para anticuerpos anti-5T4 se
describen en los Ejemplos 1 y %.

Los écidos nucleicos [representativos de la invencidn
comprenden la secuencia de nucieétidos de cualquiera de SEQ ID
NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11, vy 48. En particular, los &cidos

nucleicos que codifican para l?s regiones variables de cadena

pesada Al, A2, y A3 comprenden los nucledtidos 58-41 de SEQ ID

NO: 1, los nucledtidos ©55-405 de SEQ ID NO: 5, vy los

i
nucledtidos 58-423 de SEQ ID NO: 9, respectivamente, que

codifican para las regiones Yariables de cadena pesada dque
tienen la secuencia de aminoééidos.expuestas en los residuos
20-138 de SEQ ID NO: 2, los re?iduos 19-135 de SEQ ID NO: 6, vy
los residuos 20-141 de SEQ Iﬁ NO: 10, respectivamente. Un

&dcido nucleico que codifica pa%a una regidn variable de cadena
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pesada Al humanizada comprende hos nucledtidos 1-358 de SEQ ID

NO: 48. Los &acidos nucleicos que codifican para las regiones

variables de cadena 1ligera Al, A2, y A3 comprende los

nucledtidos 61-381 de SEQ ID N?: 3, los nucledtidos 67-390 de

SEQ ID NO: 7, y los nucleétﬂdos 61-381 de SEQ ID NO: 11

’

respectivamente, que codifican !para las regiones variables de
cadena pesada gque tienen 1las secuencias de aminoacidos
expuestas como los residuos 121-127 de SEQ ID NO: 4, los

residuos 23-130 de SEQ ID NO: , ¥ los residuos 21-127 de SEQ

!
[
8
|
ID NO: 12, respectivamente. L?s dcidos nucleicos adicionales

de la invencidn comprenden nucleétidos que codifican para las

3

regiones variables Al, A2, y A3 humanizadas representadas en

las Figuras 9A-9C.

Los acidos nucleicos'de la invencidén también pueden
comprender una secuencia de nu#leétidos gque es sustancialmente
idéntica a cualquiera de SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11, y 48,

que incluyen secuencias de nucleétidos que son al menos 90 %
I

idénticas a las secuencias cod#ficantes de regidn variable de

cualquiera de SEQ ID NOS: 1, F, 5, 7, 9, y 11, tal como al

o\°

. s qs o
menos aproximadamente 91 % ! idénticas o al menos 92

o\

idénticas, tal como al menos Q3 % idénticas, o al menos 94
|
idénticas, o al menos 95 %] idénticas, o al menos 96 $%

idénticas, o al menos 97 %| idénticas, o al menos 98 %

idénticas, o al menos 99 % idéQticas. Por ejemplo, los &acidos

nucleicos de la invencién pueden comprender (a) una secuencia

[
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de nucledtidos que es al menos 98 % idéntica a la secuencia

codificante de regidén wvariable de SEQ ID NO: 1; (b) una

secuencia de nucledtidos que eg al menos 97 % idéntica a la

secuencia codificante de regidén variable de SEQ ID NO: 3; (c)

' P 1 . P f
una secuencia de nucledtidos que es al menos 98 % idéntica a

la secuencia codificante de re@ién variable de SEQ ID NO: 5:

!

(d) una secuencia de nucledétidos que es al menos 98 % idéntica

a la secuencia codificante de regidén variable de SEQ ID NO: 7;
|

(e) una secuencia de nucledtidos que es al menos 99 % idéntica

a la secuencia codificante de |regidén variable de SEQ ID NO:

11; o (£)

una secuencia de nucledtidos que es al menos 89 %
idéntica a la secuencia codifi?anté de regidén variable de SEQ

|

ID NO: 48. Las secuencias se|comparan para correspondencia

méxima usando un algoritmo de cpmparacién de secuencia gque usa

la secuencia de codificacidén de| la regién variable de longitud

completa de cualquiera de SEQ I
secuencias de nucledtidos que ¢

regién variable Al, A2, y A3 hu

D NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 48, o
bodifican para las secuencias de

imanizadas representadas en las

Figuras 9A-9H como la secuenci% de blisqueda, como se describe

mas adelante en la presente, ©

t

|

por inspeccidn visual. Ver

también Ejemplo 1 y Tabla 1, y Ejemplo 7 y Tabla 11.

Las secuencias sustancialmente idénticas pueden ser

secuencias polimdérficas, es

alternativos en una poblacidn.

ser tan pequefla como un par de
|
|

|
decir, secuencias o alelos

Una diferencia alélica puede
secuencias

bases. Las
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sustancialmente idénticas tambhén pueden comprender secuencias

mutagenizadas, incluyendo secu%ncias gue comprenden mutaciones
|

imperceptibles. Una mutaciéﬁ puede comprender uno o mas

cambios de residuos, una supresién de uno o mds residuos, o

una insercidén de uno o mas res%duos adicionales.

l
Los acidos nucleicoF sustancialmente idénticos se
|

identifican adicionalmente |como dcidos nucleicos gue
hibridizan especificamente a o!hibridizan sustancialmente a la
longitud completa de cualquier? de SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9,
11, & 48; la longitud completa!de una secuencia codificante de
regién variable de cualquiera |de SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9,
11, & 48; o secuencias de #ucleétidos que codifican para
secuencias de regidn variabl% A%, A2, y A3 humanizadas,

representadas en las Figuras 9A-9H, bajo condiciones severas.

En el contexto de hibrida%ién de acido nucleico, dos
1

secuencias de Aacido nucleicol gue se comparan, se pueden
designar una sonda y un objetiyo. Una sonda es una molécula
de acido nucleico de referenci%, y un objetivo es una molécula
|
de &acido nucleico de prueba, f#ecuentemente encontrada dentro
de una poblacién heterogénea d% moléculas de acido nucleico.
Una secuencia objetivo es s%nénima con una secuencia de
prueba. [
Para estudios de hibﬁidacién, las sondas ttiles son
complementarias a o imitan al menos una secuencia de

aproximadamente 14 a 40 nucledtidos de una molécula de &acido
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i

nucleico de la presente invencidén. De manera preferente, las

| .
sondas comprenden de 14 a 20 nucledtidos, o aln mas largas

cuando se desea, tal como 30, %O, 50, 60, 100, 200, 300, 6 500

nucledtidos o hasta la longitud coqpleta de cualquiera de SEQ
ID NOS: 1, 3; 5, 7, 9, 11, & %8; lé longitud completa de una
secuencia codificante de regiéﬁ variable de cualquiera de SEQ
ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11, & 48; o secuencias de nucledtidos

que codifican para secuencias de regidn variable Al, A2, y A3

1

humanizadas, representadas eﬂ las Figuras 9A-9C. Estos

fragmentos se pueden preparar| fadcilmente, por ejemplo, por

: l . .2 .
sintesis quimica del fragmento, por aplicacién de tecnologia

de amplificacidn de acido nucleico, o al introducir secuencias
(
seleccionadas en vectores rrcombinantes para produccidn

recombinante. :

|

La hibridacidén especfifica se refiere a la unién,

deplexidén, o hibridacidn de un% molécula sdlo a una secuencia
particular de los nucledtidos %ajofcondiciones severas cuando
esa secuencia estd presente en| una mezcla compleja de &cido
nucleico (por ejemplo, ADN !o ARN celular total). La
hibridacidén especifica puede a?omodar malas correspondencias
entre la Vsonda .y la secuencia objetivo dependiendo de la
severidad de las condiciones dethibridacién.

Las condiciones dez hibridacién severas vy las
condiciones de lavado de hibridacién severa en el contexto de

los experimentos de hibridacién de &cido nucleico tal como
{

¢

|

|
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andlisis por transferencia !Southerm y Northern son ambas
dependientes de la secuencia'en el ambiente. Las secuencias
|
= | P
mas largas se hibridizan especificamente a mayores

temperaturas. Se encuentra u&a guia extensa a la hibridacién

de acidos nucleicos en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in

|
Biochemistry and Molecular Biplogy-Hibridization with Nucleic

Acid Probes, Parte I Capitulo |2, Elsevier, New York, New York.

l

En general, se seleccionan condiciones de lavado e hibridacién

altamente severas para que se?n aproximadamente 5°C menor gque

el punto de fusidn térmica (Ty) para la secuencia especifica a
una concentracidén idnica defi?ida y pH definido. Tipicamente,

bajo condiciones severaﬂ, una sonda hibridazara

]

especificamente a su subsecu%ncia objetivo, pero no a otras

sSecuencias.
]

La Tn es la temperatura (bajo concentracidén idnica
definida y pH definido) a la Fual 50 % de la secuencia de la

secuencia objetivo hibridiza a una sonda perfectamente

condiciones muy severas para que

correspondida. Se seleccionan

sean igual a la Tm para una éonda particular. Un ejemplo de

condiciones de hibridaciéng severa para analisis de

{
transferencia Surthern o Northern de @&cidos nucleicos

complementarios que tienen més}de aproximadamente 100 residuos

|

complementarios es hibridacién durante la noche en formamida

al 50 % con 1 mg de heparina al42°C. Un ejemplo de condiciones

de lavado altamente severas es:15 minutos en 0.1 X SSC a 65°C.

l

|
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Un ejemplo de condiciones seve%as de lavado es 15 minutos en

amortiguador 0.2 X SSC a 65°C. Ver Sambrook et al., eds.
' l

(1989) Molecular Cloning: A Daboratory Manual, Cold Spring
!

Harbor Laboratory Press, Cold Fpring Harbor, New York, para

una descripcidén del amortigu?dor SSC. Frecuentemente, un

lavado de alta sgeveridad se ﬁfecede por un lavado de baja

severidad para remover la seﬁalide:sonda de fondo. Un ejemplo
i

de condiciones de lavado de sev%ridad media para un daplex de
mas de aproximadamente 106 nuc%eétidos es 15 minutos en 1 X
SSC a 45°C. Un ejemplo de 1av$do de baja severidad para un
diplex de mas de aproximadament% 100 nucledtidos es 15 minutos

i
en 4X a 6X SSC a 40°C. Para, sondas cortas (por ejemplo,

]
aproximadamente de 10 a 50 Qucleétidos), las condiciones

severas comprenden tipicamente ancentraciones de sal de menos

|
de aproximadamente ién de Na' de 1M, tipicamente concentracidén

de ién Na' de aproximadamente 0,01 a IM (u otras sales) a PH

|
7.0-8.3, v la temperatura i es tipicamente al menos

i
aproximadamente 30°C. También se pueden 1lograr condiciones

severas con la adicidén de ageﬁtes; de desestabilizantes tal
i
como formamida. En general, unalrelacién de sefial a ruido de

|
dos veces (o mayor) gue aquéllq observada para una sonda no

|
relacionada en el ensayo de qibridacién particular indica

|
deteccidén de una hibridacién esp%cifica.

1
Lo siguiente son ejemplos de condiciones de

hibridacién y de lavado que se pueden usar para identificar
t

l
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l

secuencias de nucledtidos que son sustancialmente idénticas a

i

las secuencias de nuclebdtidos de referencia de la presente

]

invencién: Una secuencia de 'nucledétidos de sonda hibridiza
[

preferentemente a una secuenc¢ia de nucledtidos objetivo en

o\°

dodecil-sulfato de sodio al 7 | (SDS), NaPO, 0.5M, EDTA 1mM a

X

50°C seguido por lavado en Zﬁ SSC, 8DS al 0.1 % a 50°C; de

hibridiza en dodecil-sulfato

|

manera mas preferente, una %ecuencia de sonda y objetivo
ide sSodio al 7 % (SDS), NaPO,
|

0.5M, EDTA 1mM a 50°C seguido por lavado en 1X SSC, SDS al 0.1

Q

|
% a 50°C; de manera mas preferente, una secuencia de sonda y

|
objetivo hibridiza en dodecil—%ulfato de sodio (SDS) al 7 %

1

I

NaPO, 0.5M, EDTA 1mM a 50°C séguido por lavado en 0.5X SSC,

|
SDS al 0.1 % a 50°C; de manera mads preferente, una secuencia

X

de sonda y objetivo hibridizé en dodecil-sulfato de sodio

{

(SDS) al 7 %, NaPO; 0.5M, EDTAHlmM’a 50°C seguido por lavado

I
en 0.1X SSC, SDS al 0.1 % a 50°C; de manera mds preferente,
|

una secuencia de sonda y objeti?o hibridiza en dodecil-sulfato
i

de sodio al 7 % (SDS), NaPO, O.$M, EDTA 1mM a 50°C seguido por

lavado en 0.1X SSC, SDS al 0.1 % a 65°C.
l

. . . 2 o e .
Una indicacidn ad1c1qnaljde que dos secuencias de

dcido nucleico son sustancia%mente idénticas es que las

P e | L .
proteinas codificadas por los acidos nucleicos son
l
sustancialmente idénticas, icomparten una estructura

tridimensional completa, o son equivalentes bioldgicamente

funcionales. Estos términos s definen adicionalmente mas

e D—
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|

adelante en la presente. Las'moléculas de &cido nucleico que
|

no hibridizan entre gi bajo condiciones severas alin son

|

sustancialmente idénticas si. las proteinas correspondientes

. . - . L
son sustancialmente idénticas. Esto puede presentarse, por
| .
ejemplo, cuando dos secuenqias de nucledétidos comprenden
i
variantes conservadoramente sustituidas como se permita por el

]
cdédigo genético. :
{
Las variantes conéervadoramente sustituidas son
g
secuencias de 4&cido nucle#co que tienen sustituciones

! i :
degeneradas de codones e don@e la tercera posicién de uno o
i

. ) | . . .
mas codones seleccionado (oo todosg) estad sustituida con

}

residuos de base mezclada y/o de desoxiinosina. Ver Batzer et

|
1

al. (1991) Nucleic Acids Res.!19:5081; Ohtsuka et al. (1985)

J. Biol. Chemn. 260:2605—2608;‘y Rossolini et al. (1994) Mol.

Cell Probes 8:91-98. !
[

P v , o -
Los acidos nuclelcqs de la invencidén también

comprenden &cidos nucleicos complementarios a cualquiera de

|
SEQ ID Nos. 1, 3, 5, 7, 9, 11, ?8, o0 secuencias de nucledtidos
gque codifican para secuencias de regidén variable Al, A2, y A3

humanizadas representadas en lag Figuras 9A-9C y subsecuencias
f

|
y secuencias alargadas de SED ID Nos. 1, 3, 5, 7, 9, 11, 48 o
secuencias de nucledtidos que !codifican para secuencias de
|
regién variable Al, A2 y A3 humanizadas representadas en las

Figuras 9A-9C, y secuencias complementarias de las mismas. Las
{

. . ! . P
secuencias complementarias son ?os secuencias de nucledtidos
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que comprenden secuencias de n%cleétidos antiparalelas capaces

- |
de apareamiento entre si en, la formacidén de enlaces de
hidrdégeno entre pares de bases.' Como se usa en la presente, el

¢

. . L. e .
término secuencias complementarias significa secuencias de

|
nucledétidos que son sustancial?ente complementarias, como se

|
puede valorar por los mismo métodos de comparacidén de
nucledtidos expuestos mas adel#nte, o se define como que son

e | < s . . 2
capaces de hibridar al segmento de acido nucleico en cuestidn
|
bajo condiciones de relativa iseveridad tal como aquéllas

{
descritas en la presente. Un ej?mplo particular de un segmento
{

P . s . P
de acido nucleico complemen;arlo es un oligonucledtido

antisentido.

i
|
Una subsecuencia e% una secuencia de acidos

4
nucleicos que comprende una parte de una secuencia mas larga
l

£ - . Lo .
de &cido nucleico. Una subsecuepc1a de ejemplo es una sonda,

. . |
descrita anteriormente en la presente, o un cebador. E1
l
término cebador como se usa enila presente se refiere a una

secuencia contigua que compreﬁde aproximadamente 8 o mas

degoxirribonucledédtidos o ribonucledtidos
10-20 nucledtidos, y de ma%era mé&s preferente 20-30

|

nucledtidos de una molécula se%eccionada de Aacido nucleico.

i

{
Los cebadores de la invencidn | abarcan oligonucledtidos de
|

, de manera preferente

longitud suficiente vy secuenci4 apropiada para proporcionar

i Lo £ .
inicio de polimerizacidén en una molécula de &acido nucleico de
|

la presente invencidn.

|
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1
b
l
Una secuencia a%argada comprende nucledtidos

adicionales (u otras moléculas andlogas) incorporadas en el
|
|

P ]

acido nucleico. Por ejemplo, una polimerasa

v

|
ADN-polimerasa) puede adicion%r secuencias en el término 3’ de

|
la molécula de &cido nucleico. Ademas,

'

(por ejemplo, una

las secuencias de
l ,
nucledtidos se puede combinar jcon otra secuencias de ADN, tal

|
como a promotores, regiones! promotoras,

~ . . | .
seflales de poliadenilacidén, : secuencias
!

) . . | ] .
adicionales de enzimas de restriccidn,
i

intensificadores,
intrdénicas, sitios

gsitios de clonacién

miltiple, y otros segmentos de codificacién. De esta manera,
|

i
la invencidén también proporciona vectores que comprenden los
l

} K

dcidos nucleicos descritos, iincluyendo vectores

- ]

para la
b

. . | - . .

expresidén recombinante, en dqnde un Aacido nucleico de 1la
. . . | .
invencidén se enlaza operatlvaqente a un promotor funcional.

: | . 2 .
Cuando se enlaza de manera operativa a un dcido nucleico, un

1

2 . " - ! ' = '
promotor esta en combinacidn fgn01onal con el &cido nucleico

tal que la trascripcién del 4cido nucleico se controle Yy
[

!
regule por la regidén promotora. Los vectores se refieren a

= l

acidos nucleicos capaces de | replicacién en una célula
!

hospedadora, tal como plésmidos,%césmicos y vectores virales.

I
Los &cidos nucleicos ;de la presente invencién se

!

|
pueden clonar, sintetizar, @ alterar, mutagenizar, o

13 . . L - » - »
combinaciones de los mismos. En la técnica se conocen técnicas
|

de clonacién molecular y de ADN recombinantes,
|

1

usadas para aislar &cidos nucleicdos. La mutagénesis
[
}
|

normales,

especifica

[
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| .
del sitio para crear cambios Qe pares de base, supresiones, o
!
pequefias inserciones también ge conocen en la técnica. Ver,
1

L

por ejemplo Sambrook et al. (eqs.) (1989) Molecular Cloning: A

Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, New York; Silﬂavy' et al. (1984) Experiments
|

with Gene Fusions. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
J

Spring Harbor, New York; Gloveﬁ & Hames (1995) DNA Cloning: A

Practical Approach, 2" ed. QRL Press at Oxfor University

Press, Oxford/New York; Ausube1 (ed.) (1995) Short Protocols

I
in Molecular Biology, 3¢ ed. WiPey, New York.

II.B Polipéptidos anti-5T4

|
|
|

La presente invepcién también proporciona
{

polipéptidos anti-5T4 aislados} Los polipéptidos y proteinas
se refieren cada uno a un comp%esto elaborado de una cadena
individual de aminodcidos unidoé por enlaces de péptidos. Los
polipéptidos de regidén v%riable de cadena pesada

1

representativos se exponen comollos residuos 20-138 de SEQ ID

I
No. 2, residuog 19-135 del SEQ 'ID No. 6, residuos 20-141 de
]

SEQ ID No. 10, residuos 1-119 .de SEQ 1ID No. 49, Los

polipéptidos de regidn va%iable de cadena ligera

|

representativos se exponen como residuos 21-127 de SEQ ID No.
4, residuos 23-130 de SEQ ID No. 8, residuos 21-127 de SEQ ID
|

No. 12. Los polipéptidos ad@cionales de 1la invencidn

comprenden aminoacidos de las regiones variables Al, A2 y A3

1
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humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C.
|

[

Los polipéptidos 'adicionales de la invencién
|
incluYen polipéptidos de regién variable de cadena ligera vy
cadena pesada que son suétancialmente similares a
}
polipéptidos anti-5T4 deséritos, tal como al
|

idénticoé a las regiones variables de SEQ
i

los

menos

aproximadamente 90 %

ID No. 2, 4, 6, 8, 10, 12,

\ 'y 49, por ejemplo, al menos
}

aproximadamente 91 $% idéntico?, al menos 92 % idénticos, al
' |

menos 93 % idénticos, al meno$ 94 % idénticos,

' |

idénticos, al menos 96 % idén?icos, al menos 97 %

al menos 95

o\

% idénticos,
I

al menos 98 % idénticos, o jal menos 99 % idénticos. Las

secuencias se comparan para cqrrespondencia méxima usando un
|
algoritmo de comparacidén de sequencias que usa la secuencia de

l

longitud completa de cualquiera‘de las SEQ ID Nos. 2, 4, 6, 8,

|
10, 12, 49 o cualquiera de las regiones variables Al, A2 o A3

|

humanizadas representadas en  las Figuras 9A-9C

| como la

3

‘ :
secuencia de busqueda, o la secuencia de regidén variable de

|
las mismas, o por inspeccidén, visual. La invencidén abarca

ademas polipéptidos codificados%con cualquiera de los acidos

|

nucleicos descritos en la prese%te.

Por ejemplo, los poliééptidos representativos de 1la

. . 2 . oo . .
invencidén incluyen (a) pollpept}dos gue tienen una secuencia

i
!

de aminoacidos que es al menos %5 % similar a residuos 20-138

t

de SEQ ID No. 2; (b) polipéptid@s que tienen una secuencia de

aminodcidos que es al menos 94 %.similar a los residuos 21-127
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de SEQ ID No. 4; (c) polipéptﬂdos que tienen una secuencia de

: |
aminodcidos que es al menos 86 % similar a los residuos 19-135

de SEQ ID No. 6; (d) polipéptidos que tienen una secuencia de
|

aminodcidos que es al menos 96 '% similar a los residuos 23-130

de SEQ ID No. 8; (e) polipéptidos que tienen una secuencia de

aminodcidos que es al menos 91 |
1

% similar a los residuos 20-141

de SEQ ID No. 10; (f) polipéptidos que tienen una secuencia de

aminodcidos que es al menos 98 % similar a los residuos 21-127
de SEQ ID No. 12; y (g) polipéptidos que tiene una secuencia

de amino&dcidos que es al menos 90 % similar a los residuos 1-

119 de SEQ ID No. 49. Ver Ejemplo 1 y Tabla 2, y Ejemplo 7 y

Tabla 11.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender
|

aminodcidos que sge presentan d? manera natural, aminodcidos

|
sintéticos, aminodcidos genética@ente codificados, aminodcidos

P P | s .
no genéticamente codificados, yi combinaciones de los mismos.
l
Los polipéptidos pueden incluir |aminodcidos tanto de la forma
L como de la forma D.

Los aminoacidos no! genéticamente codificados

i
|
|
|
|
representativos incluyen pero {no se limitan a A&cido 2-
l
amincadipico; Aacido 3—aminoadip%co; dcido fR-aminopropidnico;
|
1
acido 2-aminobutirico; écidp 4-aminocutirico (acido
}

. ot < . i, - . , .
piperidinico); &acido 6-aminocaproico; &acido 2-aminoheptanoico;

|
dcido 2-aminoisobutirico; écidos{3—aminoisobutirico; acido 2-
_ |
aminopimélico; 4&acido 2,4-diaminpbutirico; desmosina; &cido
I

|
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2,2 -diaminopimélico; écido} 2,3-diaminopropionico; N-
etilglicina; N-etilasparagina; hidroxilisina; alo-
|
hidroxilisina; 3-hidroxiprolina; 4-hidroxiprolina;

|
isodesmosina; alo-isoleucina; N-metilglicina (sarcosina); N-

]
metilsoleucina; N—metilvalinq; norvalina; norleucina; Yy
1
l
:

i

ornitina.

Los aminoacidos ?erivatizados representativos
incluyen, por ejemplo, aquélla% moléculas en las cuales los
grupos amino libres se héb derivatizado para formar

|
clorhidratos de amina, grupo% p-tolueno-sulfonilo, grupos
carbobenzoxi, grupos t—butiloxﬂcarbonilo, grupos cloroacetilo

o grupos formilo. Los gruposz carboxilo 1libres se pueden

1

. . L 27 2 PR
derivatizar para formar sales, ésteres metilicos y etilicos u
| X

otros tipos de ésteres o hidracidas. Los grupos hidroxilo
|

libres se pueden derivatizar para formar derivados de O-acilo

|
u O-alquilo. El nitrégeno de imidazol de hisitidina se puede

|
derivatizar para formar N-im-bentilhistidina.
|

|
La presente invencidn ?ambién proporciona fragmentos
de un polipéptido anti-5T4 de!l 1a invencidén, por ejemplo,

L 2 -
fragmentos que constituyen un sitio de unién a antigenos 5T4.
|

Las secuencias de polipéptido que son méds largas que las

|
secuencias descritas también se proporcionan. Por ejemplo, se
|

|
pueden adicionar uno o© mas am%noécidos al N-término o C-

)

término de un polipéptido de a#ticuerpo. Estos aminoacidos

adicionales se pueden emplear en Una variedad de aplicaciones,
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incluyendo pero no limitados| a aplicaciones de purificacién.

|
En la técnica se conocen métodos para preparar proteinas

alargadas.
|

Los polipéptidos anti-5T4 de la invencidén incluyen
proteinas que comprenden aminodcidos que son variantes

conservadoramente sustituidaside cualquiera de SEQ ID Nos. 2,

l
4, 6, 8, 10, 12 & 49. Pna variante conservadoramente

l
sustituida se refiere a un| polipéptido que comprende un
1

aminoécido en el cual se han %ustituido de manera conservadora

- . | . o
uno o més residuos con un residuo funcionalmente similar.

l
Los ejemplos y sust%tuciones conservadoras incluyen

la sustitucidén de un residuo| no polar (hidréfobo) tal como

1

isoleucina, valina, leucinas o metionina por otro; la

o : i e
sustitucidn de un residuo polar (hidrdéfilo) por otro tal como

entre arginina y lisina, entr% glutamina y asparagina, entre

1

glicina y serina; la sustitucidén de un residuos basico tal
|

. v : iy . .
como lisina, arginina o histidina por otro; o la sustitucién

]
I
de un residuo A&cido, tal ?omo dcido aspartico o é&acido

glutémicp por otro. l

Los polipéptidos ais%ados de la invencidn se pueden

e . | . P
purificar u caracterizar wusando una variedad de técnicas
|

normales que se conocen por el |experto en la técnica. Ver, por

ejemplo, Schroder & Liubke (196%) The Peptides. Academic Press,

New York; Bodanszky (1993) Prﬁnciples of Peptide Synthesis,

2nd rev. ed. Springer-Verlag, Berlin/New York; Ausubel (ed.)

\7)
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'

(1995) Short Protocols in Moiecular Biology, 37 ed. Willey,
l

I
|
I

New York.

1
IT.C. Comparaciones de Secuencias de Nucledtidos v

Aminoacidos.

|
Los términos idéntiqo o por ciento de identidad en

t
el contexto de dos o més, secuencias de nucledtidos o
!

proteinas, se refiere a dos oimés secuencias o subsecuencias
t

que son las mismas o tienen.!un. porcentaje especificado de
I

residuos de aminodcido o nu@leétidos gque son los mismos,

cuando se comparan y alinean pﬂra cgrrespondencia maxima, como
I

. 1} » . .
se mide usando uno de los jalgoritmos de comparacién de

secuencia descritos en la presebte o por inspeccidén visual.
I
El término sustancia#mente idéntico con respecto a
: :
una secuencia de nucledtidos o}de proteinas significa que una
i
secuencia particular varia de la secuencia de una secuencia

e -

que se presenta de manera natural por una o mas supresiones,

|
B B . . |

sustituciones, o adiciones, e% efecto neto de lo cual es
i

L . Do e ] < s .

retener la funcidén bioldgica de wun 4&cido nucleico o
i
polipéptido anti-5T4. |

' . 2 | - .
Para comparacidn de dos o mas secuencias,

|

P . [ .
tipicamente una secuericla acFua como una secuencia de

i

referencia a la cual se compa%ani una o mas secuencias de

prueba. Cuando se usa un J}goritmo de comparacidén de

|

secuencia, las secuencias de !prueba y de referencia se
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1
introducen en un programa d? computadora, se designan las

coordenadas de sub-secuencia, si es necesario, vy se
!

seleccionan los parametros del programa del algoritmo de

secuencias. El algoritmo de comparacidén de secuencias entonces

calcula el por ciento de identidad de secuencia para la

secuencia de prueba designadaicon relacién a la secuencia de

|

. | B .
referencia, en base a los: parametros seleccionados del
i

programa. f
l

La alineacidén Optimalde secuencias para comparacidén
i

se puede llevar a cabo, por iejemplo, por el algoritmo de

|
homologia local de Smith & Waﬁerman (1981) Adv. Appl. Math

! :
2:482-489, por el algoritmo dp alineacidén por homologia de

Needleman & Wunsch (1970) J. Wbl. Biol. 48:443-453, por la

bGsqueda por el método de similitud de Pearson & Lipman (1988)
|

i

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448, por implementaciones
|

computarizadas de estos algorﬂtmos (GAP, BESTFIT, FASTA, vy
§

TFASTA in the Wisconsin Genetﬂcs Software Package, Genetics
Computer Group, Madison, Wiscon%in), or by visual inspection.

i

See generally, Ausubel (ed.)% (1995) Short Protocols in

Molecular Biology, 3rd ed. WileyL New York.
|

Un algoritmo preferidoipara determinar el por ciento
I

de identidad de secuencia y la |similitud de secuencia es el

|
algoritmo BLAST, que se describe!en Altschul et al. (1990) J.

'Mol. Biol. 215:403-410. El softw%re para realizar andlisis de

BLAST estd pGblicamente dispohible a través del Centro

)
'
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Nacional para la Informacidn Biotecnoldgica -

|
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los pardmetros del algoritmo

|
BLAST determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacidn.
|

Para comparacidén de dos %ecuencias de nucledtidos, los
parametros por defecto de BL%STn se ajustan en W=11 (longitud
de palabra) y E=10 (expectacién), y también incluyen el uso de
un filtro de baja complejidad!para enmascarar los residuos de
la secuencia de bilsqueda 2 que tiene Dbaja complejidad
composicional. Para compar%cién de dos secuencias de
aminodcidos, los parametros pér defecto del programa BLASTp se
ajustan a W=3 (longitud de p%labra), E=10 (expectacidn), el
uso de la matriz de puntuaciéﬁ BLOSUM62, costos de separacidn
de existencia=11l y extensiénJl, y uso de un filtro de baja
complejidad para enmascarar lbs residuos de la secuencia de

blisqueda gque tiene baja compleﬁidad composicional. Ver Ejemplo

1.

'
t
I
|
l
|

|
ITI. Conjugados de Anticuerpo Anti-5T4/Farmaco.
I

. Y » - .
La presente 1nvenc1o? proporciona ademas conjugados

de anticuerpo/farmaco que comp%enden un anticuerpo anti-5T4 de

la invencidén. También se propbrcionan métodos para preparar
{

los conjugados de anticuerpo/ﬁérmaco, tal que el farmaco se

l
una al anticuerpo ya sea de manera directa o indirecta. Los

|
conjugados de anticuerpo/férm%co de la invencidn tienen la

férmula general 5T4Ab (-X-W)aq.

1
|
I
‘
i
|
|
|
|
|
I
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|
|
I
|
l
l
6
|
|
en donde: {
. | .
5T4Ab es un anticuerpo anti-5T4 o un fragmento de

l
anticuerpo como se describe en la presente;

X es un ligador gque comprende un producto de
|

. . | .
cualquier grupo reactivo que puede reaccionar con un

|
anticuerpo anti-5T4 o fragmento de anticuerpo;

l

W es un farmaco;
|

m es la carga prbmedio para un producto de

|
conjugacién purificado (por ejemplo, m tal que el farmaco

constituya aproximadamente 3-10|% del conjugado por peso); y

(-X-W)n es un derivado de farmaco.

También se proporcionan métodos para preparar
conjugados de anticuerpo/férmaro de la invencidén. Como un
ejemplo, se puede preparar un anjugado de anticuerpo/farmaco
de la fdérmula 5T4Ab(-X-W)q al‘(a) adicionar el derivado de
fadrmaco al anticuerpo anti—5T4IFn donde el farmaco es 3—101%
en peso del anticuerpo anti-5T4; (b) incubar el derivado de
farmaco v el anticuerpo anti-5T4 en una solucidén
amortiguadora, compatible con 15 proteina, no nucledéfila, que
tiene un pH en un intervalo de aproximadamente 7 a 9 para
producir un conjugado de ant%cuerpo/férmaco, en donde 1la
solucidn comprende ademéds (i) un\cosolvente organico adecuado,
y (ii) uno o més aditivos que komprenden al menos un &acido
biliar o su sal, y en donde la iincubacidén se lleva a cabo a

|
una temperatura que varia desde aproximadamente 30°C a

l
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|

aproximadamente 35°C durante #n periodo de tiempo que varia
desde aproximadamente 15 minut$s a aproximadamente 24 horas; y
(c) someter el conjugado produqidovén el paso (b) a un proceso
de separacidén cromatogrédfica para separar los conjugados de
anticuerpo/farmaco con una.carga en el intervalo de 3-10 % en
peso de farmaco y con una fraeccidn baja conjugada (LCF) del
anticuerpo anti-5T4 no conjuéado, derivado de farmaco, vy

conjugados agregados.

i
l
|
l
|

IIT.A. Farmacos

Un farmaco es cuﬁlquier sustancia que tenga
actividad bioldégica o detecéable, por ejemplo, agentes
terapéuticos, marcas detectables, agentes de unién, etc., y
profarmacos, que se metabolicen|a un agente activo in vivo. Un
farmaco también puede ser un delrivado de farmaco, en donde se
ha funcionarizado un farmaco pé%a permitir la conjugacién con
un anticuerpo de la invencidén! En general, estos tipos de
conjugados se refieren como inmunoconjugados.

Los agentes terapéuticos son composiciones que se

pueden usar para tratar o prevenir una condicidn en un sujeto

en necesidad de las mismas. Los ?gentes terapéuticos tGtiles en
i

la invencién incluyen agentes | anticancerigenos, es decir,
I

agentes que tienen actividad ‘anti—céncer en células que

expresan 5T4 tal como células cancerigenas de carcinoma

1
pulmonar escamoso/adenomatoso (%arc1noma pulmonar de células

|
|
I
l
l
|
|
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no pequeiias) , carcinoma inhvasivo de  mama, carcinoma

colorectal, carcinoma géstric%, carcinoma cervical escamoso,
adenocarcinoma endometrial in?asivo, carcinoma invasivo de

| :
pancreas, carcinoma ovarilico, ‘lcarc1noma vesical escamoso Yy

!

corliocarcinoma.
|

Los farmacos terapéu%icos representativos incluyen
citotoxina, radiQisétopos, agen#es quicioterapéuticos, agentes
inmunomoduladores, agentes anéi—angiogénicos, agentes anti-
proliferativos, agentes pro-apoptdéticos, vy agentes
citostaticos y citoliticos (por ejemplo, ARNsas). Un farmaco
también puede incluir un &cido Pucleico terapéutico, tal como
un gen que codifica para un age%te inmunomodulador, un agente

|
anti-angiogénico, un agente anti-proliferativo, un agente pro-
apoptdético. Estas descripciones\de fdrmaco no son mutuamente
exclusiva, y de esta manera %e puede describir un agente
terapéutico usando uno o mé% de los términos sefialados
anteriormente. Por ejemplo, los radioisdtopos seleccionados
también son citosina. Los agentes terapéuticos se pueden
preparar como sales, &cidos farmacéuticamente aceptables o

derivados de cualquiera de los, anteriores. En general, los

conjugados que tienen un radioisdétopo tal como el farmaco se

refieren como radioinmunoconjugidos y aquéllos que tienen un
|

agente quimioterapéutico como el féarmaco se refieren como
|

gquimioinmunoconjugados. l

b

. P |

Los ejemplos de farmacos adecuados para el uso en
|

I
|
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inmunoconjugados incluyen los taxanos, maytansinas, CC-1065 y
duocarmicinas, las caliqueami%inas y otras enediynas, y las
auristatinas. Otros ejemplosi incluyen 1los anti-foliatos,
alcaloides de vinca pervinca, % las antraciclinas. También se

pueden usar en los inmunoconju?ados toxinas vegetales, otras

|
proteinas biocactivas, enzjmas (es decir, ADEPT) ,

radioisdtopos, fotosensibilizadores (es decir, para terapia

fotodindmica). Ademas, se pueqen elaborar conjugados usando

|

portadores secundarios como el agente citotdxico, tal como
|

liposomas o polimeros, a manera\de ejemplo.
P . .| .
El término citotoxina se refiere en general a un
agente que inhibe o previene laj funcién de células y/o da por
I

resultado destruccidn de laF células. Las citotoxinas

representativas incluyen anFibiéticos, inhibidores de
|

. . . 2 : i : . 2 :
polimerizacidn de tubulina, age?tes de alquilacidn que se unen

e interrumpen el ADN, y agenteskque interrumpen la sintesis de
- . P .

proteinas o la funcidén de proteinas celulares esenciales tal

como proteina-cinasas, fosfatasas, topoisomerasas, enzimas y

ciclinas. Las citotoxinas represéntativas incluyen, pero no se

limitan a, doxorubicina, ldaunorubicina, idarubicina,
|

aclarubicina, zorubicina, .mitoxantrona, epirubicina,

carubicina, nogalamicina, E menogaril, pitarubicina,

valrubicina, citarabina, gemcitabina, trifluridina,

ancitabina, enocitabina, ﬁzacitidina, doxifluridina,

. ! . { . . . .

pentostatina, broxuridina, lcapec1tab1na, cladribina,

|

i
|
l
|
|
!
|
|
i
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decitabina, floxuridina, fludayablna, gougerotina, puromicina,
{

tegafur, tiazofurina, adriami¢ina, cisplatina, carboplatina,
|

ciclofosfamida, dacarbazina,! vinblastina, vincristina,
1

mitoxantrona, bleomicina, E mecloretamina, prednisona,

procarbazina, metotrexato, flurouracilos, etoposido, taxol,

andlogos de taxol, platina tal como cis-platina y carbo-

platina, mitomicina, tiot?pa, taxanos, vincristina,
1

daunorubicina, epirubicina, | actinomicina, autramicina,
l

azaserinas, bleomicinas, % tamoxifeno, idarubicina,

dolastatinas/auristatinas, hemlasterllnas, esperamicinas y

maitansinoides. \

En modalidades partiltulares de la invencidén, una
citotoxina es un antibidtico tal. como una caliqueamicina,

también llamada el complejo LL-E33288, por ejemplo, gamma-

caliqueamicina (?1) o N—acefil—gamma—caliqueamicina. Ver
Patente de los Estados Unidos #ﬁmefo 4,970,198. Los ejemplos
adicionales de caliqueamicina \adecuados para el uso en la
preparacién de conjugados dL anticuerpo/férmaco de la
invencidén se describe en las P?tentes de los Estados Unidos
NUmeros 4,671,958; 5,053,394; 5,037,651; 5,079,233; Y
5,108,912, gue se incorporan en‘la presente en su totalidad.
Estos compuestos contienen un metiltrisulfuro que se puede
seleccionar con tioles apropiad#s para formar disulfuros, al
mismo tiempo que introduce un grupo funcional tal como una

hidracida u otro grupo funcionﬁl que es Util para conjugar

|
i
|
l
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. D . I . -
caliqueamicina a un anticuerpo anti-5T4. Los analogos de
disulfuro de caliqueamicina 'también se pueden usar, por
ejemplo, los andlogos descrito% en las Patentes de los Estados
{

Unidos Nameros 5,606,040 vy 5,7W0,710, que se incorporan en la

5 presente en su totalidad. .
l

Para aplicaciones de radioterapia, un anticuerpo
anti-5T4 de la invencidén puede comprender un radioisdtopo de

alta energia. El1 isétopo sﬁ puede unir directamente al

anticuerpo, por ejemplo, a un #esiduo de cisteina presente en
10 el anticuerpo, o un quelador‘lse puede usar para mediar la
unién del anticuerpo y el radioisétobo. Los radioisdtopos
adecuados para radioterapia incluyen pero no se limitan a a-

emisores, R-emisores, 3% eﬁectrones de barrena. Para
t

: . P i a4tz s .
aplicaciones de diagndstico, lo§ radioisdétopos UGtiles incluyen

15 emisores de positrones y ?-emisores. Un anticuerpo anti-5T4 de
la invencidn se puede yodar adi?ionalmente, por ejemplo, en un
. . . L. D g
residuo de tirosina del anticuerpo, para facilitar 1la
deteccidn o} efecto terapé#tico del anticuerpo. Los
radioisdétopos representativos &ue ‘se pueden conjugar a un
. : . 18 l 64 65 67 .
20  anticuerpo anti-5T4 incluyen ~ fluor, cobre, cobre, galio,

|

. 7 : . 10 .
68gallo, 7bromo, 88mbromo, 95rutenlo, 97rutenlo, 3rutenlo,

. ' . 2 . 123 124
% rutenio, *""tecnecio, *°'mercuril, *%’mercurio, yodo, yodo,

1 1 131 1 | 111 & . 113 . . .

25yodo, 26yodo, 3_yodo, 33yodo'l, indio, *indio, °°"renio,
. . . l . 21 . .

% renio, '%'renio, ®®renio, 188genlo, PiMtelurio, °°tecnecio,

’ [
v ¥ " 167 1 3 . »
25  **™telurio, '?™telurio, *°tulio,’ *’tulio, ***tulio, *itrio, y
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|
formas de nitruro u 6xido de !os mismos. Otros radioisdtopos

1

adecuados se incluyen alfa-emisores, tal como *Ppismuto,

i

plomo y **’actinio. !

i

. | . - : o
Los conjugados de an?lcuerpo/farmaco de la invencidn

213

pueden incluir inmunomodulad%res, es decir, agentes que
producen una respuesta inmunitaria, incluyendo respuestas
inmunitarias  humorales (por! ejemplo la produccidén de

anticuerpos especificos a antigenos) y respuestas inmunitarias
. - | . . Ve
mediadas por células (por‘ ejemplo, proliferacidn de

|
linfocitos). Los agentes inﬁunomoduladores representativos
|

incluyen citosinas, xantinas, linterlucinas, interferones, vy
|
factores de crecimiento (por %jemplo TNF, CSF, GM-CSF y G-

CSF), y hormonas tal como éstrégenos (dietilestilbrestol,

estraijiol), andrbdgenos ktestosterona, HALOTESTIN™®

(fluoximesterona)), progesti%as - (MEGACE™® (acetato de
megestrol), PROVERA™ (acetato‘ de medroxiprogesterona)), vy
corticosteorides (prednisona, d%xametasona, hidrocortisona) .
Los agente inmunomoduiadores Gtiles en la invenciédn
también incluyen anti-hormonas que blogquean la accién hormonal
en tumores vy agentes inmun%supresores que suprimen la

. : : | .2
produccidn de <citosinas, reducen la expresidén de auto-

antigenos, o© enmascaran los ntigenos de MHC. Las anti-

— —m~

hormonas representativas inTIuyen anti-estrdgenos gue

incluyen, por ejemplo, tamoxifenb, raloxifeno, 4(5)-imidazoles

{
que inhiben aromatasa, 4 -hidroxitamoxifeno, trioxifeno,
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keoxifeno, LY 117018, onapn%tona, y toremifeno; vy anti-

~ L . . . .
andrdgenos tal como flutamlga, nilutamida, bicalutamida,

{

leuprolida, y goserelina; y‘ agentes anti-adrenales. Los
. | . : i s
agentes 1nmunosupresores repre?entatlvos incluyen piridina 2-

|
amino-6-aril-5-gustituidas, Pzatioprina, ciclofosfamida,

|
bromocriptina, danazol, dapsona, glutaraldehido, anticuerpos

1
anti-idiotipicos para antigeno$ de MHC y fragmentos de MHC,

ciclosporina A, esteroides t;l como glucocorticosteorides,

citosina o antagonistas de recéptor de citosina (por ejemplo,
|

anticuerpo anti-interferédn, ant%cuerpos anti-IL10, anticuerpos

anti-TNFa, anticuerpos antiJILz); estreptocinasa, TGFRR,

1

rapamicina, receptor de célula% T, fragmentos de receptos de
células T, y anticuerpos de receptor de células T.

Los farmacos adicionales Gtiles en la invencidn

incluyen agentes anti-angiogénicos que inhiben la formacidén de

vasos sanguineos, por ejemplo, inhibidores de

farmesiltransferasa, inhibidores de COX-2, inhibidores de

VEGF, inhibidores de bFGF, inhibidores de sulfatasa esteroide,

(por ejemplo, bis-sulfamato de 2-metoxiocesgtradiol (2-
MeOE2bisMATE) ), interleucina—244 trombospondina, proteinas de
metalospondina, interferones clase I, interleucina 12,
protamina, angiostatina, laminina, endostatina y fragmentos de
prolactina. ‘ |

Los agentes anti-proliferativos de agentes pro-

apoptdéticos incluyen activadores de PPAR-gamma (por ejemplo,
|
|
!

l
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{

prostaglandinas de ciclopentenona (cyPG)), retinoides,

triterpinoides (por ejemplo,i cicloartano, 1lupano, ursano,

oleanano, friedelano, d%mmarano, cucurbitacina, v
triterpenoides limonoides), i%hibidores del receptor de EGF
(por ejemplo, HER4) , raméamicina, CALCITRIOL™ (1,25-
dihidroxicolecalciferol (vitamina D)), inhibidores de

aromatasa (FEMARA™ (tetrozona)), inhibidores de telomerasa,

queladores de  hierro, (poﬁ ejemplo, 3-aminopiridina-2-
|

carboxaldehido—tiosemicarbazon% (Triapina)), apoptina

(proteina viral 3 - VP3 de‘ virus de anemia de pollo),

|
inhibidores de Bcl-2 y Bcl-X(L), TNF-alfa, ligando de FAS,

ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF

|

(TRAIL/Apo2L), vy activadores lde - la seflalizacidén de TNF-
alfa/ligando de FAS/ligando iniuctor de apoptosis relacionado
a TNF (TRAIL/Apo2L), e inhibidtres de la seflalizacidn de la
ruta de supervivencia de PI3$—Akt (por ejemplo, UCN-01 vy

1
geldanamicina) . |

t
Los agentes quimi?terapéuticos representativos

incluyen agentes de alquil%cién tal como tiotepa vy

: |
ciclosfosfamida; sulfonatos del alquilo tal como busulfan,

improsulfan y piposulfan; az%idinas tal como benzodopa,

carbocuona, meturedopa, v ; uredopa; etileniminas v
t

metilamelaminas incluyendo al#retamina, trietilenmelamina,

trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida Yy

trimetilolomelamina; mostazas de nitrdégeno tal como

i
|
|
|
|

|
|
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clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mequioretamina, clorhidrato de éxido de
mequioretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina,
prednimustina, trofosfarnida, jmostaza de uracilo; nitrosureas
tal como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,

nimustina, ranimustina; antibidticos tal como aclacinomisinas,

actinomicina, autramicina, ! azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, caliqueamicina, éarabicina, carminomicina,
carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina,
detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina,
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcellomicina,

mitomicinas, acido micofendli
|

co nogalamicina, olivomicinas,

peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorubicina, estreptonigrina estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, =zorubigina; anti-metabolitos tal como

metotrexato y 5-fluorouracilo

(5-FU); anadlogos de acido félico

tal como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;

andlogos de purina tal como, fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; andlogos de pirimidina tal como
ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina,
didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-
EU; andrdgenos tal como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol* mepitiostano, testolactona;
anti-suprarenal tal como | aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; reabastecedor de| acido foélico tal como é&cido
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frolinico; aceglatona; al

dofosfarnida-glicésido; acido
!
aminolevulinico; amsacrina;i bestrabucilo; . bisantreno;
edatraxato; defofamida; demecoicina; diazicuona; elfornitina;
acetato de eliptinio; etoFlucido; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinano; 1onida+ina; mitoguazona; mitoxantrona;
mopidamol; nitracrina; pentosfatina; fenamet; pirarubicina;
adcido podofilinico, 2—etilhid€acida; procarbazina; razoxano;
sizofirano; espirogermanio; éﬁido tenuazdnico; triazicuona;
2,2',2" -triclorotrietilamina; dretaho; vindesina; dacarbazina;
mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromanoc;

gacitosina; arabinosido (Aral-C) ; ciclofosfamida; tiotepa;

taxoides, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL'R, Bristol-Myers

Squibb Oncology de Princeton, New Jersey) vy doxetaxel
(TAXOTERE'R, Rhone - Poulenc Roreri de Antony, Francia) ;
guiorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; andlogos de platino tal como cisplatina vy
carboplatina; vinblastina; Lplatino; etoposido (VP-16) ;
ifosfamida; mitomicina C;‘ mitoxantrona; vincristina,

vinorelbina; navelbina; novantrona; teniposido; daunomicina;
aininopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de
topoisomerasa RFS 2000; difluprometilornitina (DMFO); &acido
retinoico; esperamicinas; y capecitabina.

Los agentes terapéut;cos adicionales que se pueden

conjugar a los anticuerpos anti-5T4 y estd de acuerdo con los

métodos terapéuticos de la preante invencidén incluyen agentes
|
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ién de Patente de 1los Estados

Unidos No. 2002/0197262 y la Patente de los Estados Unidos No.

5,952,329) para terapia fotodindmica, particulas magnéticas
para termoterapia (Publicacién de Patente de 1los Estados
Unidos No. 2003/0032995); agente de unién tal como péptidos,

ligandos, ligandos de adhesiéP celular, etc., vy profarmacos

1
tal como profdrmacos que cont

contiene tiofosfato,

profarmacos que contienen péptidos,

profarmacos

ienen fosfato, profarmacos que

que contiene sulfato,

profarmacos que contienen

contienen

B-lactama, profarmacos gue fenoxiacetamida
sustituida o profarmacos que contienen fenilacetamidas
sustituida, profarmacos de 5-fluorocitocina y otros
profarmacos de 5-fluorouridina que se pueden convertir al

farmaco libre citotdxico més ag
Para métodos de diag

anti-5T4, un farmaco puede

tivo.
néstico usando los anticuerpos

comprende una marca detectable

usado para detectar la presenc

ia de células que expresan 5T4
|

. . . Col ,
in vitro o in vivo. Los radioisdtopos que son detectables in

vivo, tal como aquellas marc

as que son detectables usando

|

escintigrafia, formacidén de im%genes por resonancia magnética,

o ultrasonido, se pueden usar
clinico.
de positrones

representativos para

Yy Y-emisores.

formacidn de

len aplicaciones de diagndstico

Las marcas escintigridficas 1utiles incluyen emisores

Los agentes de contraste

imdgenes de fuentes

i
1
|
|
|
|
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magnéticas son iones paramapnéticos © superparamagnéticos

(por ejemplo, hierro, cobre, manganeso, cromo, erbio, europio,

disprosio, holmio y gadolinio), particulas de éxido de hierro,
i .

y agentes de contraste solﬁbles en agua. Para deteccidn

ultrasdnica, se pueden %trapar gases o liquidos en

particulas inorganicas porosa; que se liberan como agentes de

contraste de microburbujas. |Para detecciédn in vitro, las

marcas detectables dtiles incluyen. fluoréforos, epitopos

detectables o agentes de unidén), y marcas radioactivas.

b
¢

III.B. Moléculas Ligadoras

Los fé&rmacos se conjugan a anticuerpos anti-5T4
quiméricos y humanizados de laiinvencién ya sea directamente o
de manera indirecta mediantle una molécula 1ligadora. La
molécula ligadora puede ser estable o hidrolizable, por lo que

se libera después de la entrada celular. Los mecanismos

principales por los cuales! se escinde el farmaco del
|
anticuerpo incluyen hidrélisisien el PH &cido de las lisosomas
(hidrazonas, acetales y amidas tipo <cis-aconitato), la
escisidén peptidica por enzimas lisosomales (la catepsinas vy
otras enzimas lisosomales), vy! reduccidén de disulfuros. Como

| .
resultado de estos mecanismos variables para escisidén, los

mecanismos de enlace del farmaco al anticuerpo también varian

ampliamente y se puede usar (cualquier ligador adecuado. De

. 1 . D2
manera preferente, el métodeo de conjugacién produce una
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muestra c¢con una

fraccidén del anticuerpo pri
decir, menos de aproximadament
Un ejemplo de U
conjugacidén depende de la con
nucledéfilos a los aldehidos
carbohidratos

que se present

anticuerpos. Los conjugados qu

77
fraccién conjugada minima baja (LCF, la
ncipalmente no conjugado), es

e 10 %.
n procedimiento adecuado de

1jugacidén de hidrazidas y otros

generados por oxidacidén de los

can de manera natural

le contienen hidrazona se pueden

elaborar con grupos carbonll? introducidos que proporcionan

las propiedades

conjugados también se pueden e

|
deseadas de

liberacién de farmaco. Los

laborar con un ligador que tiene

un disulfuro en un extremo, una cadena de alquilo en la parte

intermedia, de un derivado de

hidrazina en el otro extremo.

Las antraciclinas son un ejemplo de citotoxinas que se pueden

conjugar a anticuerpos usando

Los 1ligadores que

diferentes de hidrazonas tiene

esta tecnologia.

contienen grupos funcionales

n el potencial de ser escindidos
|

en el ambiente &cido de las lisosomas. Por ejemplo, se pueden

elaborar conjugados a partir de ligadores reactivos a tioles

que contienen un sgitio difer

escindible intracelularmente,

ente de wuna hidrazona gue es

tal como esteres, amidas vy

acetales/cetales. La camptotec?na es un agente citotdxico que

se puede conjugar usando

elaborados de una cetona de a

tiene uno de los oxigenos un

estos ligadores. Los <cetales

nillo de 5 a 7 miembros, y gue

idos al agente citotdxico y el

en los-
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otro a un ligador para la unién al anticuerpo también se
pueden usar. Las antraciclinas| también son un ejemplo de una
citotoxina adecuada para el usc con estos ligadores.

Otro ejemplo de una lclase de ligadores sensibles a

pH son los cis-aconitatos, qde tienen un A&cido carboxilico
yuxtapuesto a un enlace de amida. El1 &cido carboxilico acelera
la hidrélisis de 1la amida en las lisosomas &cidas. Los
ligadores que logran un tigo similar de aceleracidén de
velocidad de hidrdélisis con otros varios tipos de estructuras
también se puedeﬁ usar. Los mdytansinoides son un ejemplo de
una citotoxina que se puede conjugar con ligadores unidos en
C-9.

Otro método de liberacidén potencial para conjugados
de farmacos es la hidrdlisis | enzimdtica de péptidos o las

enzimas lisosomales. En un ejemplo, se une un péptido mediante

t

un enlace de amida a alcohol gara -aminobencilico y luego se
!

elabora un carbamato o carbonato entre el alcohol bencilico y

el agente citotdxico. La escisién del péptido conduce al

colapso, o auto-inmolacidn, gel carbamato o carbonato de
aminobencilo. Los agentes cito%éxicos ejemplificados con esta
estrategia incluyen antraciclihas, taxanos, mitomicinas C vy
auristatinas. En un ejemplo, también se puede liberar un fenol
por colapso de 1ligador en 1lugar del carbamato. En otra
variacidén, se usa reduccidén de disulfuro para iniciar el

colapso de un carbamato o carbonato de para-mercaptobencilo.
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Muchos de los agent

anticuerpos tienen poca,

f

si la hay,

79

es citotdéxicos conjugados a los

solubilidad en agua y que

puede limitar la carga del farmaco en el conjugado debido a la

agregacién del conjugado. Un

es adicionar grupos solubiliza

planteamiento para superar esto

dores al ligador. Los conjugados

hechos con un ligador que consiste de PEG y un dipéptido se

pueden usar, incluyendo aquellos que tienen un di-&acido de

PEG, tiol-&cido o maleimidajécido unido al anticuerpo, un

separador dipeptidico, y un en

antraciclina o un andlogo de ¢

lace de amida a la amina de una

luocarmicina. Otro ejemplo es un

conjugado preparado con un disulfuro ligador que contiene PEG

unido a un agente citotdxico y

Los planteamientos que inco

la amida unida a un anticuerpo.

rporan dgrupos PEG pueden ser

benéficos al superar la agregacién y limitan la carga del

farmaco.
Los 1ligadores

preparacidén de conjugado de an

representativos

preferidos para la
ticuerpo/farmaco de la invencidén

la:

1
Alk' y Alk? son indeﬂendientemente una cadena de (C;-

incluyen ligadores de la férmu
(CO - Alk* - Sp' - Ar - Sp? - A
en donde
Ci10) alquileno,

Sp' es un enlace, -S+
N (CH,CH,;) ;N -, & -X-Ar’'-Y- (CH,)
independientemente un enlace

unida o ramifilcada o no ramificada;

I; "O_I

-CONH-, -NHCO-, -NR'-, -
n-Z en donde X, Y e Z son
; -NR'-, -S- & -0-, con 1la
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condicidén que cuando n=0, entonces al menos uno de Y e Z debe

ser un enlace

y Ar’ es

1,2-, 1,3-, ) 1,4-fenileno

opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Csg)
alquilo, (C;-C4) alcoxi, (C;-C4J) tiocalcoxi, haldégeno, nitro, -
COOR’, -CONHR’, -(CH;)nCOOR’, -S(CH;),COOR’, -O(CH;),CONHR’', & -

S (CH;) ,CONHR ,

Sp1 es un enlace;

con la condicién que cuando Alk! es un enlace,

i
. |
n es un nimero entero de 0 a 5;

R’ es una cadena

de (C1-Cs) ramificada o no

ramificada opcionalmente sustituida por uno o dos grupos de -

OH, (Cl—C4) alcoxi, (Cl‘C4)

tioalcoxi,

haldgeno, nitro, (C;-Ci)

dialquilamino, o (C;-C3) trialguilamonio, -A", donde A es un

i
anién farmacéuticamente estable que completa una sal;

Ar es 1,2-, 1,3-

sustituido con uno, dos o tres

-

6 1,4-fenileno opcionalmente

grupos de (C;-Cg) alquilo, (C;:-

Cs) alcoxi, (C1-C4) tiocalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR', -
CONHR' , -0 (CH,;)nCOOR', -S (CH;) ,COOR', -0 (CH;),CONHR' , o -
S (CH;) ,CONHR '’ en donde n y R’ son como se definen
anteriormente en la presente olun 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-

2,6-, 6

con cada

2,7-nafti1ideno o
. 1 Ny

naftilideno o fenot%azina opcionalmente sustituida
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con uno, dos, tres o cuatro grupos de (C;-C¢ alquilo, (Ci-Cs)
alcoxi, (C;-C, tiocalcoxi, halégeno; nitro, -COOR’, -CONHR’, -

O (CH2) nCOOR’, -S(CH2)n,COOR’, &

como se definen anteriormente,
1

es fenotiazina, Sp es un

nitrégeno;

Sp2 es un enlace, -S-, &

-S(CH;) ,CONHR’, donde n y R’ son
con la condicién que cuando Ar
enlace Unicamente conectado a

-0-, con la condicidn que

cuando Alk* es un enlace, Sp* es un enlace;

z! es H,
sustituido con uno,
Cs) alcoxi, (Ci-Ci)
-0 (CH;),COOR’, -S{CH,),COOR',
en donde n y R’

Sp es un radical de
de cadena rectavo ramificada,
divalente o trivalente, ra
heterocicloalquilo divalente
heterocaril-arilo (C;-Cig)
cicloalquil-

trivalente o radical (Cy;-Cig)

trivalente en donde heteroar

tienilo, N-metilpirrolilo,
oxazolilo, pirimidinilo,
metilcarbazoilo, aminocourmari

Sp es un radical trivalente,

(C1-Cs) algquilo,
dos o tres| grupos de

tioalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,

divalente o

o0 heterocicloalquil-alquilo

o fenilo opcionalmente

(Cl-CS) alquilo, (Cl-
-ONHR' ,

O(CH;),CONHR’, o -S(CH;),CONHR'’

son como se definen anteriormente;

(C1-Cqs) divalente o trivalente,

a radical arilo o heterocarilo
(C3-Cig)

dical cicloalquilo o

> trivalente, radical aril- o

trivalente, radical

(C1-Ci18) divalente o
hlquilo insaturado divalente o
ilo es preferentemente furilo,
piridinilo, N-metilimidazol,
quinolilo, isoguinolilo, N-
nilo o fenazinilo y en donde si

Sp puede estar opcionalmente
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sustituido por grupos (C;-Cs) dialgquilamino inferior (C;-Cg)

alcoxi inferior, hidroxi o (Cj-Cs) alquiltio inferior; y

Q es NHNCO-, =NHNCS- =NHNCONH-, =NHNCSNH- o =NHO-.

De manera preferent?, Alk' es una cadena de (C1-Cio)
alquileno ramificada o no ram#ficada; Sp’ es un enlace, -S-, -
O0-, -CONH-, -NHCO-, & -NR’ ‘en. donde R’ es como se define
anteriormente en la presente, |con 1a condicién que cuando Alk'

es un enlace, Sp1 es un enlace|;

Ar es 1,2-, 1'3'W 6 1,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tre% grupos de (C;-Cg) alquilo, (C;i-
Cs) alcoxi, (C1-C4) tiocalcoxi, haldégeno, nitro, -COOR’, -
CONHR' , -O(CH;),COCR", —S(CHﬁnCOQR’, -0 (CH,),CONHR' , o -
S (CH,) ,CONHR' en donde n 'y R; son como se definen
anteriormente en la presente,}y Ar es un 1,2-, 1,3-, 1,4, 1,5-

, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3, 2,61, & 2,7-naftilideno, cada uno
opcionalmente sustituido con uno, dos, tres 6 cuatro grupos de
(C1-C¢) alquilo, (Ci1-Cs) alcoxi, (C;-C.) tiocalcoxi, halégeno,
nitro, -COOR" , -CONHR' , L(CHQHCOOR’, -8 (CH,),COOR" , -
O (CH;) ,CONHR’ & -S(CH;),CONHR’,

z'  es (C1-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Cs) alquilo, (C;-

Cs) alcoxi, (C1-Cy) tioalcoxf, halégeno, nitro, -COOR’, -

CONHR' , - (CH; ) nCOOR' , -S(CH3) ,COOR', -O(CH;z) ,CONHR' e} -

S (CH;) ,CONHR’ ; Alk® y Sp? son conjuntamente un enlace; y Sp v Q

son como se definen inmediatamgnte antes.
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La patente de

los Estados Unidos No.

1
incorporada en la presente en su totalidad, describe ligadores

5,773,001

que se pueden usar con férmaﬁos nucledéfilos, particularmente

hidrazidas y nucledéfilos rela@ionados, preparados a partir de
I

las caliqueamicinas. Estos liéadores son especialmente Utiles
en aquellas areas donde se obtiene mejor actividad cuando el
enlace formado entre el farmaco y el ligador es hidrolizable.
Estos ligadores pueden comprender dos grupos funcionales, que

incluyen (1) un grupo para la|reaccidén con un anticuerpo (por

ejemplo, &cido carboxilico), |y (2) un grupo carbonilo (por

ejemplo un aldehido o una |cetona) para reaccién con un

farmaco. Los grupos carbonilo|pueden reaccionar con un grupo

hidrazida en el farmaco para| formar un enlace de hidrazona.

Este enlace es hidrolizable, | permitiendo la liberacidén del

agente terapéutico del conjuéado después de la unidén a las

células objetivo.
|
s? puede conjugar un anticuerpo

anti-5T4 a un farmaco citotéxﬂco al (1) adicionar el derivado

Como un ejemplo,

de farmaco citotdxico al ankicuerpo anti-5T4 en donde el

farmaco citotdxico es 4.5 -11 % en peso del portador

e

H
proteinaseo; (2) incubar el dérivado de farmaco citotdxico Y

el anticuerpo anti-5T4 en una

con proteina no nucledfila gu

aproximadamente 7 a 9 par

solucidén amortiguada compatible
e tiene un pH en el interxvalo de

a producir un conjugado de

farmaco/anticuerpo, citotdxic

o, monomérico, en donde la

C§°
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adecuado, vy (b)
carboxilico de G-Ci3 o su sal

lleva a cabo a una temperatur

(a) un co-solvente orgédnico

un aditivo que comprende al menos un &acido

, ¥ en donde la incubacidén se

1 que varia de aproximadamente

30°C a aproximadamente 35°C durante un periodo de tiempo que

varia de aproximadamente 15 minutos a 24 horas, y

el conjugado producido en e

separacidén cromatografica para

con una carga en el intervalo de 3 % a

citotdxico con una baja fracci

10 %

(3)

someter

1l paso (2) a un proceso de

separar conjugados monoméricos
10 % en peso de farmaco

on conjugada (LCF) por abajo de

a partir del anticuerpo noe conjugado, derivado de farmaco

t

citotdxico, y conjugados agregﬁdos.

La separacidén croma

&ogréfica del paso (3) puede

incluir procesos tal como cromatografia de exclusidén de tamafio

(SEC) ,
cromatografia con
cromatogrdfica también se pue

interaccidén hidréfoba (HIC) us

flujo rapido de Fenil-Sefarosa 6,

Flujo Ré&apido de Butil-Sefarosa 4,

Flujo Rapido de

Toyopearl Ether-650M medio meti
Prep t-Butil HIC.

Los métodosg represent

ultrafiltracién/diafil

Sephacr?l

i
Octil-Sefarosa 4,

[ltracién, CLAR, FPLC, o)

S-200. La separacidn
Je lograr por cromatografia de

ando un medio cromatografico de

medio cromatografico de
medio cromatografico de

medio cromatografico

1 HIC Macro-Prep o medio Macro-

ativos para preparar conjugados

de anticuerpo anti-5T4/fdrmaco incluyen a aquellos descritos
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para la preparacién de CMC-544 en la publicacién de solicitud
de Patente de los Estados Unidos No. 2004-082764A1 publicada,
co-pendiente y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos
10/699,874, que se incorpora en la presente en su totalidad.
La conjugacién se puede realizar usando las siguientes
condiciones: 10 mg/ml de anticuerpo, 8.5 % (p/p) del derivado
de caliqueamicina, decancato de sodioc 37.5 mm, etanol al 9 %
(v/v), HEPES 50 mM (&cido N-{(2-Hidroxietil)piperacina-2’- (4-
butanosulfénico)); pH 8.5, 32°C, 1 hora. Se puede realizar
cromatografia de interaccidén hidréfoba (HIC) usando una resina
de butil-sefarosa FF, amortiguador de carga de fosfato de
potasio al 0.65 M, amortigugdor de lavado de fosfato de
potasio (0.49 mm, y amortiguador de elusidén de fosfato de
potasio 4 mM. Se puede lograr |intercambio de amortiguador por

cromatografia de exclusidén de tamaflo,
i <

\

ultrafiltraciones/diafiltracién, u otros medios adecuados. E1

conjugado de anticuerpo/farmaco se puede formular en 1.5 % de

dextrano-40, 0.9 % de sacaro§]a, 0.01 de TWEEN™-80, Tris 20

nM/NaCl 50 mm, pH 8.0. Tambié% se puede usar una solucidn de
formulacidén alternativa que contiene 5 % de sacarosa, 0.01 %
de TWEEN"™-80, Tris 20 mM/NaCl| 10 mM, pH 8.0. Los ciclos de

|
liofilizacidén se ajustan en| base a 1la formulacién. La

concentracién del volumen formulado puede ser 0.5 mg de
[

conjugado/mL. Cada frasco puedé contener 1 mg de conjugado, es

decir, relleno de 2 ml. Se pueden preparar otros volimenes de
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relleno como se desee, por ejemplo, relleno de 5 ml.

Otros métodos representativos incluyen aquellos
descritos para CMD-193, tambiéb descrito en la Publicacidén de
Solicitud de Patente de los EsEadostnidos No. 20060002942. Se

puede realizar la conjugaFién usando las siguientes

condiciones: 10 mg/ml de anticuerpo, derivado de
caliqueamicina al 7 % (p/p), ’esoxicolato 10 mm, HEPBS 50 mM
(acido N—(2—hidroxieti1)pipera%ina-N'—(4—butanosu1f6nico)), 9

[

% (v/v) de etanol, pH 8.2, 32°C, 1 hora. La reaccidén se puede

diluir 10 veces con fosfato d% potasio 0.66 M, pH 8.56, y se

|
puede realizar HIC usando resina de butil-sefarosa FF,

amortiguador de carga de fosfato de potasio 0.60 M vy
amortiguador de lavado, y amortiguador de elusidén de Tris 20
mM/NaCl 25 mM. Se puede lograr el intercambio de amortiguacidén

usando ultrafiltracién/diafiltracidn con una membrana

regenerada de celulosa. El c¢onjugado se puede diafiltrar
contra Tris 20 mm/NaCl 10 mM, pH 8.0 (10 diavolumenes). El
conjugado de anticuerpo/féarmaco se puede formular en 5 % de

sacarosa, 0.01 % de TWEEN'®-80, Tris 20 mM/NaCl 10 mM, pH 8.0.
1

La concentracidén del conjugado en volumen después de la
formulacién puede ser 1 mg/ml |y el relleno del frasco puede
ser 5 mg/frasco, es decir, qelleno de 5 ml, y se pueden

pPreparar otros volUmenes de relleno como se desee.

En una modalidad particular de 1la invencién, el

ligador empleado esg acido 4—(4—Fcetilfenoxi)butanoico (AcBut) .
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Se preparan conjugados dé anticuerpo/farmaco al hacer
reaccionar P-caliqueamicina, ‘y-caliqueamicina 6 N-acetil-y-
caliqueamicina, o derivados de los mismos, con 3-mercapto-3-
metil -butanoil-hidrazida, el ligador AcBut, y un anticuerpo

anti-5T4 de la invencidén. Vezr, por ejemplo, Patente de los

Estados Unidos No. 5,773,001. Este ligador produce conjugados

que son sustancialmente estables en circulacidén, liberando un

estimado de 2 % del NaC-gamma-DMH por dia, y que libera el
NAc-gamma-DMH facilmente en los lisosomas &cidos. En otras
modalidades de la invencidn, se preparan conjugados de
antuicuerpo/forma cruzando acido 3-acetilfenil acido (AcPac) o

dcido 4-mercapto-4-metil-pentanoico (Amida) como la molécula

ligadora.

Los ligadores répresentativos Gtiles para
conjugacidn de radioisétopo# incluyen pentaacetato de
dietilentriamina (DTPA)—iSotiocianato, clorhidrato de

nicotinato de succinimidil—6fhidrazinio (SHNH) , vy
1 .
hexametilpropileno-amina-oxima |[(HMPAO) (Bakker et al. (1990 J.
Nucl. Med. 31:1501-1509, Chattopadhyay et al. (2001) Nucl.
Med. Biol. 28: 741-744, Dewanjee et al. (1994) J. Nucl. Med.

35: 1054-63, Krenning et al. (1989) Lancet 1: 242-244,

Sagiuchi et al (2001) Ann. Nucl. Med. 15:267-270). Patente de
|

los Estados Unidos No. 6,024,938). De manera alternativa, se

puede derivatizar una molécula ?e direccidn a objetivo de modo

D s Ly .
gque un radioisdtopo se puede unﬁr directamente a esta (Yoo et

!

l
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al. (1997) J. Nucl. Med. 38; [294-300). También se conocen en

la técnica métodos de yodiﬁacién, y se pueden encontrar
protocolos representativos, pbr ejemplo, en Krenning et al.
(1989) Lancet 1:242-4 y en Baﬂker et al, (1990) J. Nucl. Med.
31:1501-9. \

Para incrementar ﬁadicidnalmente el nGmero de
moléculas de farmaco por conjugado de anticuerpo/farmaco, el
farmaco se puede conjugar a polietilenglicol (PEG), incluyendo
polimeros vy mondémeros de polietilenglicol rectos o
ramificados. Un mondmero de PEG es de la férmula: - (CH,CH,0O)-.

Los farmacos y/o andlogos! peptidicos se pueden wunir

directamente o indirectamente |al PEG, es decir, a través de

grupos separadores  apropiados tal como  azlcares. Una
composicién de PEG/anticuerpo)/férmaco también puede incluir
porciones lipdéfilas y/o hidréqilas adicionales para facilitar

la estabilidad del fé&rmaco § la distribucién a un sitio
|

objetivo in vivo. Los método% representativos para preparar
C . ]
composiciones que contienen PEG se pueden encontrar en las

Patentes de los Estados Unido% Nos. 6,461,603; 6,309,633; vy
1
5,648,095, entre otros 1ugares!

Por ejemplo, para? incrementar 1la cantidad de
caliqueamicina en conjugados de anticuerpo-caliqueamicina, el

anticuerpo se conjuga a PEG? antes de la conjugacidn con

caliqueamicina, por ejemplo, usando PEG-SPA, PEG-SBA, & PEG-

bis-maleimida. Los conjugados de anticuerpo/farmaco preparados

| .
1
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usando PEG pueden mostrar afinidad de unién reducida para el

antigeno objetivo, pero atn son efectivos como resultado de

carga incrementada de farmaco. Se pueden usar aditivo tal como
!

desoxicolato y decanoato Ipara producir conjugados de

anticuerpo/caliqueamicina con bajos niveles de anticuerpo no
conjugado y bajos niveles de apregado.

La naturaleza hiaréfoba de muchos farmacos,
incluyéndo las caliqueamicinas, puede dar por resultado la
agregacién de los conjugados de anticuerpo/farmaco. Para
producir conjugados monoméricos de anticuerpo/farmaco con
mayor carga/rendimiento de fér?aco y agregacidén disminuida, la

reaccidén de conjugacidén se puede realizar en una solucidn

amortiguada, compatible con% proteina, no nucledéfila que
contiene (i) propilenglicol Lomo un cosolvente y (ii) wun
aditivo que comprende al menos un &cido carboxilico de C¢-Cis.
Los &acidos tUGtiles incluyen aciidos de ¢ a ., tal como &cido
octanéico o Aacido caprilico,‘o sus sales. También se pueden
usar otros cosolventes orgénﬁcos compatibles con proteina
diferentes de propilenglicol,\tal como etilenglicol, etanol,
DMF, DMSO, etc. Se usa algo o godo el cosolvente organico para

transferir el farmaco en 1% mezcla de conjugacidén. Los

amortiguadores UUtiles para la preparacién de conjugados de

anticuerpo/farmaco usando ésteﬁes N-hidroxisuccinimida (OSu) u
otros ésteres comparablemente activados incluyen solucién
salina amortiguada con fosfatoi(PBS) y acido N-2-hidroxietil-

|
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piperazina—N‘—z—etanosulfénico\ (amortiguador HEPES) . La
solucidén amortiguada usada en | reacciones de conjugacidén debe
carecer sustancialmente de amﬂnas y nucleéfilos libres. Como
otro planteamiento, 1las reaccﬁones de conjugacién se pueden
|

realizar en una solucidn amortiguada, compatible con proteina,

no nucledfila que contiene | t-butanol sin los aditivos

adicionales. Ver, por ejemplo,l patente de los Estados Unidos

nimeros 5,712,374 y 5,714,586. En las patentes de los Estados

Unidos numeros 5,739,116 y 5,877,296 se describen métodos

—

adicionales para conjugacidén; y conjugados que contienen

caliqueamicina. i

Otras condiciones deireaccién para la formacidn de
un conjugado monomérico se ipueden determinar de manera
empirica por variacién de vdriables de reaccién tal como
temperatura, pH, entrada de Perivado de caliqueamicina, vy

concentracién de aditivo. Las c¢oncentraciones representativas

o\®

de propilenglicol varian de 10% a 60%, por ejemplo de 10% a

40%, o aproximadamente 30% en (volumen de la solucidn total.

Las cantidades representativas |[de un aditivo que comprende al
menos un acido carboxilico de kg%hg o su intervalo de sal de
20 mM a 100 mM, tal como de 40‘mM a 90 mM, u aproximadamente
60 mM a 90 mM. La concentraciénldel‘écido carboxilico de Cgz-Cig

o su sal se puede incrementar!a 150-300 mM y el cosolvente

o

caer a 1 o 10%. En modal%dades representativas de la
' |
invencidén, el &cido carboxilico es &cido octandico, &acido

i
|
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decandico, o las sales correspondientes. Por ejemplo, se puede

|

usar acido caprilico 200 mM con 5% de propilenglicol o etanol.

ligeramente elevado (30-35°C)

{
|
La reaccidén de conjugacidn SF puede realizar a temperatura
i
iy pPH (8.2-8.7). La concentracién

del anticuerpo puede variar de 1 a 157mg/m1 y la concentracidn

l

de un derivado de caliqueamicina, por ejemplo, éster de N-
;

acetil-gamma-caliqueamicina DMH AcBut OSu puede variar de
aproximadamente 4.5% a 11% en| peso del anticuerpo. Se pueden
determinar las condiciones adecuadas para la conjugacién de
otros farmacos, por aquéllos expertos en 1la técnica sin

experimentacidén indebida.

ITI.C. Purificacidébn de conjugadhs de anticuerpo/farmaco
I

Después de la conjugacidn, los conjugados

monoméricos se pueden separar|de reactivos no conjugados y/o
formas agregadas de los conjugados por métodos convencionales,
por ejemplo, cromatografia de eﬁclusién de tamafio (SEQC),
cromatografia de interaccidn hidréfoba (HIC), cromatografia de
intercambio iénico (IEC), o) cromatoenfoque (CF) . Los
conjugados purificados son monoméricos, y contienen usualmente

de 3

o\

a 10% en peso de| farmaco. Los conjugados de
anticuerpo/farmaco también se pueden purificar usando

cromatografia de interaccidn hidréfoba (HIC, por sus siglas en

inglés), que ofrece algunas antajas con respecto a SEC que

. . | . .
incluyen (1) una capacidad para reducir de manera eficiente el
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contenido de LCF asgi como el ?gregado; (2) acomodo de grandes
volimenes de reaccidn; y (3) éilucién minima del producto. Los
medios de HIC de alta capacidad adecuados para uso a escala de
produccidén incluyen medio cromatogrdfico de Flujo Rapido de
Fenil-Sefarosa 6, medio cromatografico de Flujo Répido de
Butil-Sefarosa 4, medio cro@atogréfico de Flujo Rapido de
Octal-Sefarosa 4, medio crowatogréfico de Toyopearl Ether-

650M, medio de HIC de Macro:Prep metil o medio de HIC de

Macro-Prep t-butil. T%mbién se puede usar
ultrafiltracién/diafiltracién para intercambio de
amortiguador.

En un proceso representativo de purificacidn, se
realizan mGltiples pasos, incluyendo un paso de remocidn
celular por centrifuga, un paso de captura por afinidad de
proteina A seguido por uno o dos pasos de pulido

cromatogradfico ortogonal, un paso de filtracidén de virus, y un

paso de filtracidén de £flujo Fangencial para concentracidn vy
formulacidén. El1 proceso de Furificacién produce de manera
preferente producto con menoL de 5% de agregado, menos de
20ppm de proteina A, menos de 50ppm de proteina de célula
hospedadora, y recuperacidén completa de més de 50%

Una preparacidn tipica _de anti-5T4/caliqueamicina

contiene terminantemente (aproximadamente 95%) de anticuerpo

conjugado que contiene 5-7 molles de caliqueamicina por molde

anticuerpo. El conjugado se ha preparado de manera
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reproducible a escala de labo¥atorio (10-200 mg). La carga de

farmaco, gque se expresa

anticuerpo monoclonal, se

{
|
concentracidén de caliqueam101Pa

co%o ug de

caliqueamicina/mg de
determina al dividir la

(ug/mL) por la concentracién

de anticuerpo (mg/mL). Estos ﬁalores se determinan al medir la

absorbancia de UV de la soluc

nm. Es importante sefialar que

i6én de conjugado a 280 nm y 310

esto es una carga promedio y que

la carga real es una distribucidén quasi-gaussiana centrada en

el valor de carga promedio, e
carga mayor que el promedio
menor que el promedio. E1
fraccidén conjugada), que se
analitica
interaccidén hidréfoba), es 1

tiene poca o ninguna caliquea

es una medida de 1la distrik

(cromatografia 1liquida de

s decir, algo del anticuerpo se

y algo del anticuerpo se carga
anticuerpo no conjugado (baja

puede medir wusando HIC-CLAR

alto desempeflo con
a poblacidén de anticuerpo que
micina no conjugada. Este valor

pucidén de caliqueamicina en el

anticuerpo y no

caliqueamicina dogsificada. La |

se puede medir usando ELISA,

afecta len

general la cantidad de
caliqueamicina no conjugada, que

se refiere a la cantidad de

caliqueamicina que no se conjuga al anticuerpo y se expresa en

términos de por ciento de cali

carga de farmaco no difere

conjugada y conjugada. La

conjugada es indetectable o

queamicina total. Los ensayos de

ncian entre caliqueamicina no

cantidad de caliqueamicina no
cuando

ingsignificante se usan

ensayos de carga de farmaco,

: Yy por lo tanto estos ensayos

\
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miden de manera efectiva ﬂa cantidad de caliqueamicina
conjugada. |
Se pueden usar métoﬁos analiticos para valorar 1la
liberacidén y prueba de dstabilidéd de conjugados de
caliqueamicina anti-5T4 humangados. Los conjugados se pueden
i
evaluar para identidad (IEF)J concentracién (carga total de
proteina y total de caliqueami%ina), pureza (caliqueamicina no
conjugada, anticuerpo conjuga%o poco, contenido de agregado y
SDS-PAGE reducida), e inmuﬁoafinidad (ELISA de unidén a
antigeno). Se pueden usar enéayos adicionales conocidos por
aquéllos expertos en la técnica. Usando estos ensayos, se

puede mantener la consistencia ~de lote a 1lote en la

elaboracién comercial.

|

IIT.D. Farmacocinética de conngados de anticuerpo/-farmaco
La farmacocinética de inmunoconjugados dirigidos a
5T4 se puede evaluar vy com%arar a la farmacocinética de
caliqueamicina no conjugada en varios animales. Por ejemplo,
esto se puede hacer después ! de una administracién de bolo
intravenoso individual en fatones lampifios hembra, ratas

t

Sprague-Dawley machos, v Wonos cynomologus  hembras. La

farmacocinética de un anticuerpo anti-5T4 se caracteriza en
i

general por baja depuracidn, Pajo volumen de distribucidn, y

prolongada vida media termin?l aparente en varias especies.

|
Las concentraciones en suero de derivados de caligueamicina no
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conjugadas se espera que eétén por abajo del 1limite de
cuantificacidén. El1 perfil de koxicidad para estos conjugados
en estudios de clasificaciénide toxicidad de dosis dnica se
espera que sea similar a aquél obtenido para otros conjugados

de anticuerpo/caliqueamicina a dosis comparables.

{
IV. Ensayos funcionales para caracterizacién de anticuerpo

anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco

|

La presente invencidén describe ademds ensayos in

vitro e in vivo para caracterilzar actividades de un anticuerpo
anti-5T4, incluyendo actividad de unién a 5T4, internalizacidn

celular después de la unidén al antigeno 5T4 presente en una

superficie celular, y seleccidn como objetivo de células que
\ :
expresan 5T4 en un sujeto. Cdando se conjuga una citotoxina,
los anticuerpos descritos de la invencién pueden producir
actividad anti-céncer, incluyendo inhibicién del crecimiento
Pt - | L] LIS
de células cancerigenas dque ;expresan 5T4 y/o induccién de
muerte celular en células que expresan 5T4. Los anticuerpos

anti-5T4 de la invencidén pueden comprender una o méas de las

siguientes actividades.

Las técnicas para detectar la unién de anticuerpos

|
anti-5T4 al antigeno 5T4 se cﬁnocen en la técnica, incluyendo,
por ejemplo, ensayos BIACORﬂﬁ como se describe en el Ejemplo

2. Las técnicas represgentativas adicionales incluyen

centrifugacidén, cromatografia de afinidad y otros métodos
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inmunoldgicos. Ver, por ejemélo Manson (1992) Inmunochemical

) |
Protocols, Humana Press, Totoﬁa, New Jersey, Estados Unidos de

|
|
{

América; Ishikawa (1999) Ultrasensitive and Rapid Enzyme

|

Immunoassay, Elsevier, Amsterdam/New York. Se pueden realizar

ensayos de unidn a antigeno‘ usando antigeno 5T4 aislado o
células gue expresan 5T4. Ver;Ejemplo 2.

La especificidad de.unién de los anticuerpos anti-
5T4 se puede describir adicionalmente por definicién de un
epitopo de wunidén, es deciy, identificacién de residuos,
incluyendo residuos no adyacentes que participan en la unidén

al antigeno, y/o la definicidén de residuos que influyen en la

unién al antigeno. Ver Ejemplos 4-5.

Se puede valorar 1a§internalizaci6n de anticuerpos
anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/férmaco por células que
expresan b5T4 al observar la céntidad de anticuerpos o

conjugados unidos a la superficie de las células que expresan

5T4 durante el tiempo. En el :Ejemplo 3 se describen técnicas
representativas para valorar ?a localizacidén en membrana de
anticuerpos y conjugados de a&ticuerpo/—férmaco.

Los ensayos funcionales también incluyen métodos
para valorar la actividad anti-cadncer de los conjugados de
anticuerpo/farmaco, por ejemplo, una capacidad para destruir

las c¢élulas cancerigenas existentes, o para retrasar o

prevenir el crecimiento de [las c¢élulas cancerigenas. Los
|

- . Lo s .
canceres seleccionados como objetivos por los conjugados de

\5*
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anticuerpo/farmaco de la invebcién incluyén tumores primarios
Yy metastatizados‘ y carcinoﬁas de cualquier tejido en un
sujeto, incluyendo carcinomas y nmlignidades hematopoyéticas
‘
tal como leucemias y linfomas}

Los anticuerpos anti-5T4 que tienen actividad
inhibidora de crecimiento pue#en eliminar células que expresan
5T4 o prevenir o reducir lé proliferacién de células que
expresan 5T4. Los métodos Fepresentativos para valoracidn
rédpida in vitro de inhibiclién de crecimiento celular se
describen en Jones et al. (2)Oi) J. Immunol, Methods 254:85-
98.
1

Los anticuerpos anéi—5T4 también pueden comprender
la capacidad para inducir muerte celular, por ejemplo, muerte

celular programada caracterizada por degradacién de ADN

nuclear, degeneracidén nuclear y condensacidén, pérdida de

integridad de membrana, Iy fagocitosis. Los ensayos
representativos para valorar #as células se describen en Hoves
et al. (2003) Methods 31:127—34; Peng et al. (2002) Chin. Med.
Sci. J. 17:17-21; Yasuhara: et al. (2003) J. Histochem.
Cytochem. 51:873-885. }

Por ejemplo, para %alorar la citotoxicidad de 1los
conjugados de anticuerpo anti}5T4/caliqueamicina in vitro, se
cultivan células MDAMB435/5TJ (células de carcinoma de mama

humano que sobreexpresan el jantigeno 5T4 humano) y células

MDAMB435/neo (células de control) en la presencia de

e’
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conjugados de anticuerpo—capiqueamicina o caliqueamicina
|
libre, esencialmente como se| describe por Boghaert et al.

(2004), Clin. Cancer Res., 10:4538-4549. La citotoxicidad de

cada agente se reporta como ED50 (ng/ml), que es la cantidad
de caliqueamicina dada como conjugado o como farmaco libre que
provoca 50% de reduccidén de un cultivo celular con relacidén a
un control no tratado. El nimero de células en cultivo se
determina usando un tinte vital (MTS) después de la exposicidén
al farmaco. Ver también Ejemp%o 6.

La citotoxicidad; de los conjugados de

anticuerpo/caliqueamicina también se puede valorar usando

células MDAMB435/5T4 y MDAMB435/neo cultivadas de una manera

adecuada para crecimiento Je esteroides. Las células se
cultivan en la preséncia de conjugados de
anticuerpo/caliqueamicina o Cﬁliqueamicina libre, y después de
la exposicidén del farmaco, sé determinan las dimensiones de

cada esferoide. La eficiencia de cada agente al inhibir el

crecimiento de esferoides se| reporta como ED50 (ng/ml), es

decir, la cantidad de caliqdeamicina dada como conjugado o
como farmaco 1libre que provoca 50% de inhibicién del
crecimiento de esferoides co% relacién al contorno tratado.
Ver Ejemplo 6. F

Para valorar la citktoxicidad de los conjugados de

anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina in vivo, se preparan

|
tumores en ratones 1ampiﬁo$ por inyeccidn subcuténea de
|
1
i

!
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células MDAMB435/5T4 (células;de carcinoma de mama humano que
sobreexpresan el antigeno $T4 humano), células NCI-H157

|
(células cancerigenas de pulmén humano de células no

i
pequefias), células PC14PE6 (células cancerigenas de pulmdn

humano de células no pequefias), o células N87 (células de
carcinoma gastrico humano) . Los conjugados de

anticuerpo/caliqueamicina y |los compuestos de control se

administran a ratones que. tienen tumor( por ejemplo, por
inyeccidn intraperitoneal en%un total de tres dosis dadas a
intervalos de 4 dias, por ejemplo, en los dias 1, 5 y 9. Los
resultados terapéuticos medibles incluyen inhibicién del
crecimiento de las células tumorales.

Para valorar adicionalmente la capacidad de
seleccidn de objetivo de los| conjugados de anticuerpo anti-
5T4/caliqueamicina, se puede |usar un modelo ortotdpico para

cancer de células no pequeflas y de células pequeiias,

esencialmente como se descri@e por Onn et al. (2003) Clin.
Cancer Res. 9(15):5532—5539.1 De manera concisa, células de
adenocarcinoma pulmonar humano (PCl4PE6) se inyectan en venas
de la cola de ratones lampifios, que entonces migran para
formar tumores en el pulmdn. Los tumores pueden aparecer como
nédulos sélidos en el parénquima pulmonar y provocan efusiones
pleurales hemorragicas que| contienen células tumorales
suspendidas. Se administran los compuestos de control y los

1

conjugados de anticuerpo/calﬁqueamicina a los ratones que

v
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tienen tumor, por ejemplo, | por inyeccién intraperitoneal

empezando en 6 dias después de la inyecciédn de las células

|
|

tumorales durante un total de'3 dosis dadas a intervalos de 4
dias, por ejemplo, en los dias 6, 10 y 14. Los resultados
terapéuticos medibles incluye¢ efusiones pleurales reducidas y

supervivencia incrementada. !

V. Usos de anticuerpos | anti-5T4 v conjugados de
!

anticuerpo/farmaco

Los anticuerpos anti-5T4 vy los conjugados de
anticuerpo/farmaco de la invencién son Gtiles tanto in vitro
como 1in vivo para aplicaciones relacionadas a células que
expresan 5T4. Los cénceres que expresan 5T4 incluyen carcinoma
pulmonar escamoso/adenomatoso| (carcinoma pulmonar de células
no pegqueias) , carcinoma invasivo de mama, carcinoma

colorrectal, carcinoma gastrico, carcinoma cervical escamoso,

adenocarcinoma endometrial invasivo, carcinoma pancredtico

|
invasivo, carcinoma ovérico,: carcinoma vesical escamoso, vy
|

' . | . '
coriocarcinoma. Se detecta STﬁ a altos niveles en carcinomas

de bronquiocs, mama, colop, recto, estdmago, cerviz,

. - « ! ' - .
endometrio, pancreas, ovarios, corio, y vesiculas seminales.

1
V.A. Aplicaciones in Vitro !

La presente invenciodén proporciona métodos in vitro

gue usan anticuerpos anti—5T4¢ Por ejemplo, se pueden usar los
1
|
|
|
1
|

|

'
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anticuerpos descritos, vya sea solos o en combinacidén con
agentes citotdxicos u @tros' farmacos para unirse
especificamente a células cancerigenas positivas a 5T4 para
agotar estas células de una muestra celular. También se
proporcionan métodos para inducir apoptosis y/o inhibicidén de
la proliferacidén celular medi%nte la puesta.en contacto de las
células que expresan 5%4 con un conjugado de
anticuerpo/farmaco que comprende un anticuerpo anti-5T4
conjugado a una citotoxina. iSe describen métodos in vitro

representativos, anteriormente en la presente, bajo el

encabezado de “Ensayos Funcyonales para Caracterizacidn de
Anticuerpos Anti-5T4 vy Conjugabos de Anticuerpo/Farmaco”.

Los anticuerpos anéi—5T4 de la invencidén también
tienen utilidad en la detecciéP de células positivas a 5T4, in
Vitro, en base a su capacidaﬁ para unirse especificamente al
antigeno 5T4. Un método para détectar células que expresan 5T4

puede comprende: (a) preparar una muestra bioldgica que

comprende células; (b) poner en contacto un anticuerpo anti-

5T4 con la muestra bioldgica in vitro; y (c¢) detectar la unién
i .

del anticuerpo anti-5T4. Pata facilitar la deteccidn, el

anticuerpo se puede conjugar a!una marca.

|

i

V.B. Deteccidn in Vitro v Diaghnosis

También se pueden u%ar los anticuerpos anti-5T4 de

la invencién para métodos de deteccién in vivo, por ejemplo,
I
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como Utiles para diagnosis, para proporcionar asistencia

intraoperativa, o para determﬁnacién de dosis. Después de la

|
|

administracién de un anticuer%o anti-5T4 marcado a un sujeto,
y después de un tiempo sufi¢iente para la unidén, se puede
visualizar la biodistribucidén de células que expresan 5T4
unidas por el anticuerpo. Los métodos de diagndéstico descritos
se pueden usar en combinacién con métodos de tratamiento.
Ademéds, se pueden administrar anticuerpos anti-5T4 de 1la
invencidén para el propdsito duyal de deteccidn y terapia.

Los métodos de deteccidn no invasivos

representativos incluyen escintigrafia (por ejemplo SPECT

(Tomografia Computarizada de émisién de Fotones Individuales),

PET (Tomografia de Emisiéni de Positrones), formacidén de

imdgenes por camara gamma| y exploracién rectilinea),

formacién de imagenes por resonancia magnética (por ejemplo,
|

formacién de imagenes por re%onancia magnética convencional,

formacién de imagenes por Etransferencia de magnetizacidn

(MTI), espectroscopia de resonancia magnética de protones

(MRS), formacién de imagenes .ponderada por difusién (DWI) vy
. i

formacidén de imdgenes por MR funcional (fMRI)), y ultrasonido.

V.C. Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencién se refiere a métodos vy

composiciones Utiles para |inducir citdlisis de células

cancerigenas que expresan 5T4 .en un sujeto. Los conjugados de
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anticuerpo anti-s5T4/farmaco dé la invencidén son UGtiles para
inhibir el crecimiento de células cancerigenas y células de un
trastorno proliferativo no nepplésico, tal como hiperplasia,
metaplasia, o mas particularmehte, displasia (para revisidén de
estas condiciones de crecimiento anormal, ver DeVita Jr. Et a.

6th

(2001), Cancer: Principles | and Practice, edition,

Lippincott Williams & Wilkins.

Los céanceres adecuados para que se seleccionen como
objetivo wusando conjugados |de anticuerpo anti-5T4/farmaco
incluyen tumores primarios y metastdticos que expresan 5T4 en
mama, colon, recto, pulmdn, orofaringe, hipofaringe, esdfago,
estdmago, pancreas, higado, vegicula Dbiliar, conductos
biliares, intestino delgado, tracto urinario incluyendo rifién,
vejiga y urotelio, tracto gqnital femenino, cerviz, dtero,

|

ovarios, tracto genital masculino, prostata, vesiculas

seminales, testiculos, gléndulg endocrinal, glandula tiroides,
glandula suprarrenal, glénd#la pituitaria, piel, hueso,
tejidos blandos, wvasos sanguﬁneos, cerebro, nervios, ojos,
meninges. Otros cénceres pertﬂnentes son leucemias y linfomas
que expresan 5T4 (por ejemplo,| linfoma de Hodgkin y linfoma no
de Hodgkin), incluyendo leucemia o linfoma, indolente,
agresiva, de bajo grado, de grado intermedio, o de alto grado.

En particular, se |conoce que 5T4 se expresa en

células de carcinoma pulmonar |escamoso/adenomatoso (carcinoma

pulmonar de célula no pequeﬁé), carcinoma mamario invasivo,
{
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carcinoma colorrectal, carcinoma géstrico,

escamoso, adenocarcinoma

endometrial

carcinoma cervical

invasivo, carcinoma

pancredtico invasivo, carcinoma ovarico, carcinoma vesgical

escamoso y coriocarcinoma. Se
carcinomas de bronquios, mama,
endometrio, péancreas, ovario/
La distribucidén en superficie
ser

homogénea o heterogéneal.

carcinoma géastrico,

estd directamente relacionada

En carcinoma de mama,

5T4 en ndédulos metastiticos se observa,

correlaciona la expresidn

'
1

enfermedad.

‘

t

Yy carcinoma ovarico,

de

detecta 5T4 a altos niveles en

colon, recto, estdmago, cerviz,
coridén vy vesicﬁlas seminales.
celular del antigeno 5T4 puede

En carcinoma colorrectal,
la expresidn de 5T4

al progreso de la enfermedad.

la intensidad incrementada de tincién de

sin embargo, no se

5T4 con 1la etapa de 1la

P

. s <
Los canceres también pueden expresar el antigeno

de carbohidrato de Lewis H, 'incluyendo carcinomas de mama,

colon, géastrico,
de vejiga y renal y tumores
islote y gastricos. Ver patent

6,310,185.

los:
|

De esta manera,
con los
pueden seleccionar en base a

incluyendo pero no limitado al

5T4, que da por resultado

. . <
conjugados de anti-5T4/farmaco de la

esofagico, phncreatico, duodenal, pulmonar,

neuroenddécrinos de células de

e de los Estados Unidos nimero

pacientes que se van a tratar
invencidén se
la 'expresién. del biomarcador,
expresidén elevada del antigeno
una de

poblacidn pacientes

seleccionada para expresidén objetiva enriquecida en lugar de



10

15

20

25

=
o
un

1

histologia u origen tumoral. Se puede medir la exXpresidn

objetivo como una funcién del nGmero de células que tifien

combinado con la intensidad de las células que tifien. Por
ejemplo, la clasificacidén de la alta expresidén de 5T4 incluye
aquellos pacientes con mas de| 30% (es decir, 40%, 50% o 60%)
de las células probadas para tincidén inhumohistoquimica

ositiva para 5T4 a un nivel de 3+ (en una escala de 1 a 4),
p 1

en tanto que la expresidén moderada de 5T4 puede incluir

aquellos pacientes con mas de' 20% de las células que tifien a

También se pueden usar biomarcadores diferentes de

1+ a 2+.

la expresién del antigeno 5?4 para seleccidén de pacientes,
incluyendo caracterizacidn del tumor en base a la resistencia
a miltiples farmacos (MDR), a|manera de ejemplo. Casi 50 por
ciento de los canceres hum%nos son ya sea completamente

resistentes a gquimioterapia| o responden sb6lo de manera

momentanea, después de 1lo cual no se afectan por mas tiempo
por farmacos anticéncer cominmente usados. Este fendmeno se
refiere como MDR y se expresa inherentemente por algunos tipos
de tumor, en tanto que otros adgquieren MDR después de la
exposicidén a tratamiento de‘ gquimioterapia. La bomba de

efluvio de farmaco, P-glicoprioteina, media la mayoria de la

. e L. . . DU
MDR asociada con guimioterapia citotdxica. El anadlisis

fenotipico y funcional de los mecanismos de MDR presentes en
1

. . <
especimenes tumorales de pacientes con cancer se puede llevar
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a cabo a fin de relacionar los mecanismos especificos de MDR
con la resistencia a quimiotlerapia en tipos especificos de

tumor.

El crecimiento canceroso o proliferacidén anormal se
|

refiere a cualquiera de un hﬁmero de 1indices que sugieren
cambio dentro de las células a una forma de céncer més
desarrollada, o un estado de enfermedad. La inhibicidén del
crecimiento de células cancer#genas o células de un trastorno
proliferativo no neoplasico ‘se puede valorar por métodos
conocidos en la técnica, (tal como crecimiento tumoral

retrasado e inhibicidén de metéstasis. Otros 1indices para

. . . s ' I . P .
medir la inhibicidn del creCﬁmlento de céancer incluyen una

disminucién en la supervivencia de células cancerigenas, una
disminucidén en el volumen tumoral o en la morfologia (por
ejemplo, como se determina |usando un método tomografico
computarizado (CT), sonografiad, u otro método de formacidn de

imégenes), la destruccidén de wasculatura de tumor, desempefio

mejorado en prueba cutédnea de!hipersensibilidad retrasada, un
' . v | . ' . - .

incremento en la actividad de 'linfocitos T citoliticos, y una
disminucién en 1los niveles de los antigenos especificos de

tumor.

En tanto que no se| propone gue se una por ningln

modo Unico de operacidn, tanto la seleccidn del objetivo
guiada por antigeno asi como la seleccidn pasiva del objetivo

de conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco pueden contribuir
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a la eficiencia antineoplasicta.

guiada por antigeno se refier
preferencial de un péptido o

objetivo (es decir,

expresan 5T4 y el sitio prxd
conjugado de anti-5T4/farmaco)

control (es decir, un

\
sustancialmente de células qu

acumulacién de un conjugado ad

un tejido que

tFjido

La seleccidén del objetivo
e al movimiento y/o acumulacién
andlogo de péptido en un tejido
comprende células que
puesto para acumulacidn de un
en comparacidn con un tejido de
sospechoso de carecer
le expresan 5T4 y la unidén y/o

ministrado de anti-5T4/farmaco).

La localizacidn
anticuerpo/farmaco
conjugado de

aproximadamente 2 veces mayor

preferencial

anticuerpo/farmaco

de un conjugado de

en generai es tal que una cantidad de

en un tejido objetivo es

| que una cantidad del conjugado

de anticuerpo/farmaco en un tejido de control, tal como una

cantidad que es

aproximadamente 5

|

veces o] mayor, @]

aproximadamente 10 veces o maypr.

En general, 1la sel

refiere al secuestro de

anticuerpo/farmaco en un si

locales en la wvasculatura.

eccidén pasiva del objetivo se
anticuerpos o conjugados de
tio tumoral debido a cambios

Por ejemplo, los conjugados de

anti-5T4/farmaco pueden dejakr 1la vasculatura en el sitio

tumoral,

unién a células que

internalizacidn del conjugado

que se abre a la produccidn incrementada de VEGF,

la
expresan b5T4 y la activacidén de 1la
de anti-5T4/fadrmaco. El1 pobre

drenaje venoso y linfatico del tumor también da por resultado
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el secuestro de conjugados de 'anti-5T4/fdrmaco no unidos. Los

anticuerpos conjugados a farmacos con ligadores de A&cidos

R : | .
biliares pueden liberar el farmaco, que entonces se difunde en

las células tumorales. Los  efectos antineoplésicaes de 1la

seleccidn pasiva de objetivo l

O son permanentes o tan potentes
como aquellos inducidos por la seleccidén de objetivo guiada

por antigeno, pero pueden contribuir a la eficiencia total.

V.D. Formulaciones

Los anticuerpos anti-5T4 y los conjugados de anti-
5T4/farmaco de 1la invencién| se preparan facilmente y se

formulan para uso clinico seguro y eficaz. Las formulaciones

adecuadas para la administracidén a un sujeto incluyen
soluciones de inyeccidén estériles acuosas y no acuosas que
pueden contener antiroxidantes, amortiguadores,
bacteriostaticos, agentes an%ibacterianos y antifungoideos
(por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &cido ascdrbico,
y timerosal), solutos que Vue1§en isotdénica la formulacidén con
los fluidos corporales del réceptor propuesto (por ejemplo,
azlcares, sales vy polialcohohes), agentes de suspensidn vy
agentes espesantes. Los sol&entes adecuados incluyen agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, vy
polietilenglicol 1liquido), vy |mezclas de los mismos. Las
formulaciones se pueden pres%ntar en récipientes de dosis

unitarias o de midltiples doais, por ejemplo, ampolletas vy

-
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frascos sellados, y se puede almacenar en una condicidén

congelada o liofilizada (secada por congelacidén) que requiere
s6lo la adicidén de un portadﬂr liquido estéril inmediatamente
antes del wuso para admini%tracién a un sujeto o para
radiomarcacidn subsiguiente cbn un isétopo apropiado para la
aplicacidén propuesta. Los anticuerpos anti-5T4 vy los
conjugados de anticuerpo/férm?co de la invencidén se formulan
de manera preferente como unafdosis efectiva, como se describe
mas adelante.

Como un ejemplo, un anticuerpo anti-5T4
representativo o formulacidn Ee conjugado de anti-5T4/farmaco
representativa comprende una ﬁormulacién de mGltiples dosis de
40 mg/ml de anticuerpo o conjugado de anticuerpo/farmaco,

acetato 25 mM, trehalosa 150'mM, 0.9% de alcohol bencilico,

0.02% de polisorbato 20 a pH 5.0, y que tiene una vida minima

de dos afios a 2-8°C. Como otro

en anaquel de almacenamiento
ejemplo, un formulacidédn de anTicuerpo anti-5T4 o de conjugado
de anti-5T4/farmaco puede comﬁrender 10 mg/ml de anticuerpo o

conjugado de anticuerpo/farmaco en 9.0 mg/ml de cloruro de

sodio, 7.35 mg/ml de dihidrato de citrato de sodio, 0.7 mg/ml

de polisorbato 80, y agua est?ril, pH 6.5. Las formulaciones

representativas de un conjugado de anti-5T4/caliqueamicina

|

para administracidén a modelos experimentales de ratdédn incluyen

2 Ug © 4 ug de caliqueamicina|(ver Ejemplos 3, 4 y 7), que se

1
pueden poner a otra escala por consiguiente para
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administracidén a humanos. j

l
Una formulacidén liofilizada estable de un anticuerpo

1
|
{

anti-5T4 o conjugado de anti%uerpo/férmaco se puede preparar
al (a) disolver un conjuga#o de anticuerpo/fadrmaco a una
concentracidén final de 0.5 % 2 mg/ml en una solucidén dque
comprende un crioprotector a}una concentracién de 1.5%-5% en
peso, un agente volumétrico pélimérico a una concentracidén de
0.5-1.5% en peso, electrolito% a una concentracién de 0.01 M a
0.1 M, un agente facili&ador de solubilidad a wuna
concentracién de 0.005% a 0.0é% en peso, agente amortiguador a
una concentracién de 5-50 mM tal que el pH final de 1la
solucidén sea 7.8-8.2, Yy 'agpa; (b) dispensar la solucidn
anterior en frascos a una témperatura de +5°C a +10°C; (c)
congelar la solucidén a una teﬁperatura de congelacidn de -35°C
a -50°C; (d) someter la soluéién congelada a un paso inicial
de secado por congelacidn a upa presidén primaria de secado de
20 a 80 micrones a una temper%tura de anaquel de -10°C a -40°C
durante 24 a 78 horas; y (e)| someter el producto secado por
congelacién del paso (d) a unlpaso secundario de secado a una

presién de secado de 20 a 80 micrones a una temperatura de

anaquel de +10°C a +35°C duraqte 15 a 30 horas.

1
{

Los crioprotectores representativos Ttiles para
liofilizacidén del crioprotector incluyen alditol, mannitol,
sorbitol, inositol, polietilenglicol, Aacido alddnico, acido

urdnico, Aacido aldarico, al@osas, cetosas, amino-azlcares,
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alditoles, inositoles, glic?raldehidos, arabinosa, 1lixosa,
pentosa, ribosa, =xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa,

mannosa, talosa, heptosa, glucosa, fructuosa, &acido glucénico,

sorbitol, lactosa, mannitol, metil-o-glucopirandsido, maltosa,

- fl

dcido isoascdrbico, &acido ascdérbico, lactona, sorbosa, &acido

glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, astrosa,
. L. , .
gulosa, idosa, talosa, eqltrulosa, ribulosa, xilulosa,

+

psicosa, tagatosa, &dcido glucurdénico, &cido glucénico, &acido

glucérico, dcido galacturédnico, dcido mannurdnico,

glucosalina, galactosamina, sacarosa, trehalosa, acido
P . !

neuraminico, arabinanos, fguctanos, fucanos, galactanos,

| . .
galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos, levano, fucoidano,

1
carragaen, galactocarolosa, pectinas, dcidos pécticos,

amilasa, pululano, glicdgeno, amilopectina, celulosa,

t

'
f

dextrano, pustulano, quitina, jlagarosa, queratina, condroitina,
dermatano, &cido hialurdnico, |dcido alginico, goma de xantano,
almiddén, sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol,

polietilenglicol, poliproéilenglicol, glicerol Yy

pentaeritritol.

Por ejemplo, el crioprotector sacarosa se puede usar
i
o | P .
a una concentracidén de 1.5% en peso, el agente volumétrico
polimérico Dextrano 40 o hidroxietil-almiddén 40 se puede usar

a una concentracidén de 0.9% en peso, el electrolito usado en

3

la solucidén de 1liofilizacidn,es cloruro de sodio, que esta

i
|
i
t

presente a una concentracién de 0.05 M, vy el agente
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|

1

1
amortiguador trometamina se puede usar a una concentracidén de

0.02 M. También se puede iusar un agente facilitador de
solubilidad (por ejemplo, un agente tensioactivo tal como
Polisorbato  80) durante él proceso de liofilizacién.
i
Usualmente, este agente fadilitador de solubilidad es un
agente tensioactivo. Los |pasos representativos para la
preparacidén de una formulacién liofilizada incluyen congelar
los frascos a una temperaturajde -45°C; la solucién congelada
se gomete a un paso inicial ge secado por congelacidén a una
presidén primaria de secado de| 60 micrones y a una temperatura
de anaquel de -30°C durante éO horas; y someter el producto
secado por congelacidén a un !aso secundario de secado a una
presién de secado de 60 micro#es a una temperatura de anaquel
i

de +25°C durante 24 horas.

Los anticuerpos ahti—5T4 y los conjugados de
i

anticuerpo/farmaco se formulan en un portador
|

farmacéuticamente aceptable,| por ejemplo, macromoléculas

grandes lentamente metabollizadas tal como proteinas,

polipéptidos, 1liposomas, pol%sacéridos, dcidos polilacticos,
acidos poliglicélicos, aminodcidos poliméricos, copolimeros de

aminodcidos y particulas inactivas de virus. También se

pueden usar gales farmacéuticgmente aceptables, por ejemplo,
sales de acidos mineral?s, tal como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos vy éulfatos, o sales de é&cidos

organicos, tal como acetath, propionatos, malonatos vy

|
|
v
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benzoatos. Las formulacioneg pueden contener adicionalmente

liguidos tal como agua, solucidén salina, glicerol, y etanol

c
I
|
y/o sustancias auxiliares, tal como agentes humectantes o

emulsionantes o sustancias am?rtiguadoras de pH, pueden estar

presentes en estas composiciones. Estos portadores permiten
que las composiciones se formulen como tabletas, pildoras,
grageas, céapsulas, liquidos,1 geles, Jjarabes, suspensiones
espesas y suspensiones, para ingestidén por el paciente.

|

V.E. Dosis v Administracidn

Los anticuerpos ant£-5T4 vy los conjugados de anti-
5T4/farmaco de la invencidn se pueden administrar de manera
parenteral, por ejemplo, mediante administracidn
intravascular, subcuténea, iﬁtraperitoneal, o intramuscular.
Para distribucidén de las compésiciones a rutas pulmonares, las
composiciones se pueden administrar como un aerosol o
aspersidén gruesga, esgs decir, |administracién transnasal. Se
puede usar 1la administracién intratecal, intramedular o
intraventricular para tratamiento de canceres del sistema
nervioso central (SNC, por s@s siglas en inglés) y canceres

relacionados al SNC. También, los anticuerpos anti-5T4 y los

conjugados de anti-5T4/farmaco se pueden administrar de manera

transdérmica, transcuténeamente, de manera toépica,

enteralmente, de manera intﬁavaginal, sublingualmente o de

manera rectal. La administrac¢ién intravenosa puede ser usada
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por rutina en la clinica. ! Se selecciona un método de

: . 2 . o] i L
distribucidén a consideracidn %al como la condicidén y sitio que

1
[}
se va a tratar, el tipo de formulacidén de anticuerpo, vy 1la
eficiencia terapéutica de la composiciédn.
La presente invencidén prevé gque una cantidad

efectiva de un anticuerpo anti-5T4 y conjugado de anti-

5T4/farmaco se administra a un sujeto, es decir, una cantidad
de un anticuerpo anti-5T4 é conjugado de anti-5T4/farmaco
suficiente para producir una respuesta bioldgica deseada. Por
ejemplo, cuando se administra a un sujeto que tiene cancer,
una cantidad efectiva compredde una cantidad suficiente para
producir actividad anti—céﬁcer, incluyendo citolisis de
células cancerigenas, inhibiclién de proliferacién de células
cancerigenas, induccidn de apbptosis de células cancerigenas,
reduccidén de antigenos de células cancerigenas, crecimiento
tumoral retrasado vy/o inhib%ciénl de metéastasis. Es bien
aceptado el encogimiento tumdral como un marcador sustituto
clinico para eficacia. Otro marcador bien aceptado para
eficacia es la supervivencia libre de progreso. Los
conjugados de anti-5T4/caliqueamicina demuestran en general al

menos una mejora de 25% en los parametros de eficiencia clave,

tal como mejora en supervivencia media, tiempo a progreso

. |
tumoral, y velocidad total de:respuesta.

En general, una |dosis efectiva estard en el

l

|
intervalo de aproximadamente 0.01 mg/m° a aproximadamente 50
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mg/m?, tal como de aproximadamente 0.1 mg/m’® a aproximadamente
20 mg/m?, o aproximadamente 15 mg/m’, dosis que se calcula en

base a la cantidad de anticuerpo anti-5T4. Una dosis efectiva

de un conjugado de anti-5T4/ﬂérmaco también se puede calcular
en base a una cantidad del fgrmaco conjugado. Por ejemplo,
las dosgis representativas de un conjugado de anti-
5T4/caliqueamicina para la administracidén a médelos

experimentales de ratdn incluyen 2 Mg &6 4 Lg de

caliqueamicina, gque se puede poner a otra escala por

'

consiguiente para'administracﬁén a humanos. Por ejemplo, los
!

conjugados de anti-5T4/caliqueamicina de 1la invencidén se
[

pueden administrar a paciente% humanos una vez cada 3 semanas
%

durante hasta 6 ciclos. | Para un anticuerpo anti-5T4

radiomarcado, una dosis efectiva estd tipicamente en el

intervalo de aproximadamente 1 mCi a aproximadamente 300 mCi,

normalmente de aproximadamente 5 mCi a 100 mCi, dependiendo

del radioisdtopo y la afinida# de unién del anticuerpo.
| .
Para deteccidn de células positivas a 5T4 usando los

anticuerpos anti-5T4 descritos, se administra una cantidad

detectable de una composicidénide la invencién, a un sujeto, es
i ,

decir, una dosis de un anticherpo anti-5T4 tal que se pueda

determinar la presencia del anticuerpo in vitro o in vivo.
Para formacidn escintigrafica de imégenes usando

radioisbétopos, las dosis tigicas de un radioisdtopo pueden
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incluir una actividad de apréximadamente 10 uCi a 50 mCi, o
aproximadamente 100 uCi a 25 %Ci, o aproximadamente 500 MCi a
20 mCi, o aproximadamente 1 mCi a 10 mCi, o aproximadamente 10
mCi .

Las dosis reales de niveles de 1los ingredientes
activos en una composicidn dé la invencidn se pueden variar
para administrar una canti%ad de 1la composicidn gque es
efectiva para lograr el resuﬂtado terapéutico o diagnéstico
deseado. También se puedén variar los regimenes de
administracidén. Se puede usariuna inyeccidn UGnica o miltiples

|
inyecciones. El1 nivel seleccionado de dosis y el régimen

seleccionado dependeran de [una variedad de factores que

incluyen actividad y estabiliiad (es decir, vida media) de la
composicidn terapéutica, \formulacién, la ruta de

administracidén, combinacidn con otros farmacos o tratamientos,

la enfermedad o trastorno queise va a detectar y/o tratar, y
la condicidén fisica o histori?1 médico previo del sujeto que
se trata. i

Para los anticuerpo% anti-5T4 y los conjugados de
i

anti-5T4/farmaco de la invencidén, la dosis terapéuticamente
efectiva se puede estimar inicialmente ya sea en ensayos de
cultivo celular o en modelos ge animales, tal como roedores,

conejos, perros, cobayos y/olprimates. El modelo de animal
|

b
también se puede usar para deFerminar el intervalo apropiado

1
|
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|

de concentracién y la ruta apropiada de administracién. Esta

|

informacién entonces se puege usar para determinar dosis

Gtiles de rutas para lq administracién en  humanos.

Tipicamente, se administra uéa dosis minima, y la dosis se
§

incrementa en la ausencia de éitotbxicidad limitante de dosis.

La determinacidén y el ajuste ae una cantidad efectiva o dosis

efectiva, asi como la evaluacién de cuando y como hacer estos

ajustes, se conocen por los expertos en la técnica de
1
medicina.
Para terapias de combinacién, se administran
. , Lo . P
anticuerpos anti-5T4, conjugados de anti-5T4/farmaco, vy/o
|

|
agentesg terapéuticos o de diagnbéstico adicionales dentro de un

cuadro de tiempo adecuado para la realizacién de la terapia o
diagnosis propuesta. De esta Wanera, los agentes individuales
se pueden administrar de una manera sustancialmente simultanea
(es decir, como una formulacidén Gnica o dentro de minutos u
horas) o de manera consecu&iva‘ en cualquier orden. Por
ejemplo, se pueden administrar tratamientos de agentes
individuales en.el espacio de aproximadamente 1 afio uno del
otro, tal como en el espacio ée aproximadamente 10, 8, 6, 4 o
2 meses, o en el espacio de 4, 3, 2, o 1 semanas, o en el

egspacio de aproximadamente 5, 4, 3, 2, o 1 dias.

Para guia adicional con respecto a la formulacién,

dosis, régimen de administrajcidén y resultados terapéuticos

medibles, ver Berkow et al. (2p00) The Merck Manual of Medical

:
|
i
‘
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!
Information, Merck & Co., jInc., Whitehouse Station, New
Jdersey; Ebadi (1998) CRC _ Desk Reference of Clinical

Pharmacology. CRC Press, Boca Raton, Florida; Gennaro (2000)

Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott,

Williams & Wilkins, Philadelphia, Pennsylvania; Katzung (2001)

Basic & Clinical Pharmacology|, Lange Medical Books / McGraw-

Hill Medical Pub. Div., New York; Hardman et al. (2001)

Goodman & Gilman's the Pharmacological Bagis of Therapeutics,

The McGraw-Hill Companies, Collumbus, Ohio; Speight & Holford

(1997) Avery's Drug Treatment: A Guide to the Properties,

|

Choices, Therapeutic Use and Economic Value of Drugs in
[

Digease Management , Lippiﬂcott, Williams, & Wilking,

Philadelphia, Pennsylvania.

V.F. Terapias de Combinacidn

Los anticuerpos anti-5T4 y conjugados de anti-
5T4/farmaco, descritos, se | pueden administrar como un

tratamiento inicial, o para tratamiento de condiciones que son

insensibles a terapias convencionales. Adémés, los anticuerpos

anti-5T4 vy los conjugados deianti—5T4/férmaco se pueden usar

en combinacidén con otras térapias (por ejemplo, escisidn

guirdrgica, radiacidn, férmgcos anti-cédncer adicionales,

etc.), para producir de este mbdo efectos teapéuticos aditivos
i

y potenciados vy/o reducir hepatocitotoxicidad de algunos

agentes anticancerigenos. Los anticuerpos anti-5T4 y los
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conjugados de anti-5T4/ farmaco de la invencidn se pueden co-

1
administrar o co-formular con agentes adicionales, o formular

para administracidén consecut£va con agentes adicionales en
cualquier orden.

Los agentes represehtativos Gtiles para terapia de
combinacidén incluyen cualquiéra de 1los farmacos descritos
anteriormente en la presente{como Utiles para la preparacidn
de conjugados de anti—5T4/fér#aco. Los anticuerpos anti-5T4 y
los conjugados de anti—5T4/fé£maco de la invencidén también se
pueden usar en combinacidén coﬁ otros anticuerpos terapéuticos
vy conjugados de anticuerpo/%érmaco, incluyendo anticuerpos
anti-5T4 diferentes de los antﬁcuerpos anti-5T4 descritos, asi
como anticuerpos vy conjugado% que tienen como objetivo un
diferente antigeno. Los antibuerpos representativos que se

pueden usar solos o como un 4onjugado de anticuerpo/farmaco,
incluyen anticuerpos anti—CDi9, vanticuerpos anti-CD20 (por
ejemplo, RITUXAN"™®, ZEVALINT, I;BEXXARMR), anticuerpos anti-CD22,
anticuerpos anti-CD33 (por ej%mplo, MYLOTARG™), conjugados de
anticuerpo anti-CD33/farmaco, | anticuerpos anti-Lewis Y (por
ejemplo, Hu38193, Mthu3$193, ththu38193), anticuerpos anti-
HER-2 (por ejemplo, HERCEﬁTIKﬁR (trastuzumab) , MDX-210,

OMNITARG™ (pertuzumab, rhuMA@ 2C4)), anticuerpos anti-CD52

(por ejemplo, CAMPATHT), antiéuerpos anti-EGFR (por ejemplo,

ERBITUX"™ (cetuximab), ABX-EGF (panitumumab) ) , anticuerpos

anti-VEGF (por ejemplo, A.VAST‘iINMR (bevacizumab)), anticuerpos
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|
anti-complejo de ADN/histo@a (por ejemplo, ch-TNT-1/b),

anticuerpos anti-CEA (por Fjemplo, CEA- (Cide, YMB-1003)

hIM609, anticuerpos anti-CD4b, (por ejemplo, 6HY9), hLM609

anti-VEGFR2 (o receptor que qontiene dominio de insercidn de

cinasa, KDR) (por ejemplo, IMC-lCll), anticuerpos anti-Ep-CAM
|

(por ejemplo, ING-1), antiduerpos anti-FAP (por ejemplo,
j

sibrotuzumab), anticuerpos aﬁti—DR4 (por ejemplo, TRAIL-R),

anticuerpos anti-receptor de progesterona (por ejemplo, 2C5),

anticuerpos anti-CA19.9 (por ejemplo, GIVAREX™®) y anticuerpos

anti-fibrina (por ejemplo, MHjl).

Los conjugados de \anticuerpo anti-5T4/farmaco se
pueden administrar también iconjuntamente con una © mas
combinaciones de agentes citoﬂéxicos como parte de un régimen
de tratamiento. Las preparacio?es citotdxicas Gtiles para este
propdsito incluyen CHOPP !(ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina, prednisona y proc%rbazina); CHOP (ciclofosfamida,

|
doxorubicina, vincristina, y prednisona); COP (ciclofosfamida,

vincristina, prednisona) ; 1 CAP-BOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, procarbazina, } bleomicina, vincristina v
prednisona); m-BACOD (metotre%ato, bleomicina, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, ldexametasona, y leucovorina) ;
|
ProMACE -MOPP (prednisona, l metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etoposido, ; leucovorina, mecloetamina,
vincristina, prednisona vy %rocarbazina); ProMACE -CitaBOM

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
i
i
|
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\

etopdsido, leucovorina, citardbina, bleomicina y vincristina);
\

MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
|

vincristina, prednisona, bleomicina y 1leucovorina); MOPP

(mecloetamina, vincristina, prednisona y procarbazina); ABVD
. |

{adriamicina/doxorubicina, |b1eomicina, vinblastina Yy
l

dacarbazina); MOPP (mecloetaﬁina, ‘vincristina, prednisona vy
i

procarbazina) alternando con! ABV (adriamicina/doxorubicina,

bleomicina, wvinblastina); MOPP (mecloetamina, vincristina,
. .

prednisona v procarba21qa) alternando con ABRVD
|

(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina Yy

l
dacarbazina); ChIVPP (clorambu¢ilo, wvinblastina, procarbazina,

prednisona); IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato, etopdsido);

MIME (metil-gag, ifosfamida, ! metotrexato, etopdsido); DHAP

(dexametasona, citaribina de dlta dosis y cisplatina); ESHAP

(etopdsido, metilpredisolona, 'citarabina HD, vy cisplatina);

CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsida, procarbazina, prednisona y

t

bleomicina); CAMP (lomustina{ mitoxantrona, citarabina vy

prednisona) ; vy CVP - 1 (c%clofosfamida, vincristina Y

prednisona); DHAP (cisplatinaé citarabina de alta dosis vy

dexametasona) ; CAP (ciclofosfamﬁda, doxorubicina, cisplatina);

PV (cisplatina, vinblastina oivindesina); CE (carboplatina,

etopdsido); EP (etopdsido, éisplatina); MVP (mitomicina,
[

vinblastina o wvindesina, cisélatina); PFL (cisplatina, 65-
\ ,

flurouracilo, leucovorina); IM! (ifosfamida, mitomicina); IE

|
(ifosfamida, etopdsido); IP Kifosfamida, cisplatina); MIP
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22
(mitomicina, ifosfamida, éisplatina); ICE (ifosfamida,
carboplatina, etopdsido) ; lPIE (cisplatina, ifosfamida,
etopdsido) ; Viorelbina y ' cisplatina; Carboplatina y

L

paclitaxel; CAV (ciclofosfamﬂ@a, doxorubicina, vincristina);
CAE (ciclofosfamida, dox#rubicina, . etopdsido) ; CAVE
(ciclofosfamida, doxorubicinah vincristina, etopdsido); EP
(etopdsido, cisplatina); v CMC%V (ciclofosfamida, metotrexato,

lomustina, wvincristina). I
|

. J . .
Los anticuerpos ant%—5T4 vy los conjugados de anti-

5T4/caliqueamicina se pueden QSar en combinacién con farmacos

sistémicos anticancerigenos, t%l como épitilonas (BMS-247550,
Epo-906), reformulaciones d% taxanos (Abraxane, Xiotax),
inhibidores de microtubulin% (MST-997, TTI-237), o con
citotoxinas dirijidas al objeéivo tal como CMD-193 y SGN-15.
Los agentes anticancerigenos% Gtiles adicionales incluyen
TAXOTERE"®, TARCEVA™, GEMzAR™ E(gemcitabina) , 5-FU, AVASTINT,

l
ERBITUXMR, TROVAfm; anatumomab mafenatox, letrazol, docetaxel,
|

y antraciclinas. ;

Para terapias de combinacién, un anticuerpo anti-

l

5T4, un conjugado de anti-5T4/f&rmaco y/o uno o mas agentes

I
terapéuticos de diagndstico adicionales se administran dentro

de un marco de tiempo adecuado para la realizacidén de la

|

terapia o diagnosis propuesto, De esta manera, los agentes

individuales se pueden adminis?rar de manera sustancialmente

l
simulté&nea (es decir, como una formulacidén individual o en el
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espacio de minutos u horasP o de manera consecutiva en
cualquier orden. Por ejemplo, los tratamientos con agentes

e L. .
individuales se pueden administrar en el espacio de
|

aproximadamente 1 afio uno dellotro, tal como en el egpacio de

aproximadamente 10, 8, 6, 4, b 2 meses o en el espacio de 4,

3, 2, o1l semanas, o en el esgacio de aproximadamente 5, 4, 3,

2, o 1 dias. La administracﬂén de un anticuerpo anti-5T4 o
{
conjugado de anti-5T4/caliqueamicina en combinacién con un

segundo agente terapéutico pgoduce de manera preferente un
mayor efecto que la administraFién de cualquiera solo.

|

Los siguientes ejémplos se han incluido para

Ejemplos

ilustrar los modos de la inv%ncién. Ciertos aspectos de los
|

siguientes ejemplos se describen en términos de técnicas vy

i‘
procedimientos encontrados o ,contemplados por los presentes

|

co-inventores para trabajar bien en 1la préctica de la

l
invencién. Estos ejemplos ilustran practicas normales de
t

laboratorio de 1los co-inventores. En vista de la presente

descripcidn y el nivel gener%l de habilidad en la técnica,

aquellos expertos apreciaran Que los siguientes ejemplos se
proponen para que sean sdlo de\ejemplo Yy que se pueden emplear
{

numerosos cambios, modificacio?es y alteraciones sin apartarse

del alcance de la invencién. 1

~ 4
acf
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Anticuerpos Anti-5T4 Murinos

|
Se prepararon anticﬁerpos anti-5T4 en ratones usando

el antigeno 5T4 humano.y métodos normales para inmunizacién.
Se produjeron lineas de célul$s de hibridoma que producen los
|

anticuerpos Al, A2 y A3 For la fusién de células B
individuales con células de mileloma.

Las regiones variaﬂles de cadena pesada y cadena
ligera de los anticuerpos Ali A2 y A3 anti-5T4 se clonaron
usando el sistema de sinteﬁis de ADNc SMART™ (Clontech

v

Laboratories Inc. of Mountaiﬁ View, California) seguido por
| .
amplificacidén por PCR. El ADNe¢ se sintetizdé a partir de 1 ug

de ARN total aislado de célula$ de hibridoma de Al , A2, o A3,
usando oligo(dT) vy el olﬂgo de SMART™ 1IIA (Clontech
Laboratories 1Inc.), con traécriptasa inversa POWERSCRIPT®
(Clontech Laboratories Inc.).lEl ADNc entonces se amplificéd
por PCR usando un cebador que}se fija a la secuencia de oligo
SMART™® IIA y el cebador espec&fico de la regidn constante de
ratén (Kappa de ratdén para la cadena ligera, IgG2a de ratén
para la cadena pesada Al, IgG2$ de ratdn para la cadena pesada
A2, e IgGl de ratdn para ﬁa cadena pesada A3) con la
polimerasa VENT™ (New Englﬂnd Biolabs 1Inc. of Ipswich,
Massachusetts). Los productosl de PCR de regidn variable de
cadena pesada y cadena ligera 'se sub-clonaron en el vector de
|

expresidén pED6 y se determind la secuencia de &cido nucleico.
|

|
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Este método es ventajoso va Pue no se requiere conocimiento
anterior de la secuencia de ADN. Ademéds, la secuencia de ADN
resultante no se altera por ei uso de cebadores degenerados de
PCR. }

Las secuencias de} nucledtidos de 1las regiones
variables de cadena pesada |Al, A2 y A3 se exponen como
nucledtidos 58-414 de SEQ IDiNO:l, nucledtidos 55-405 de SEQ
ID NO:5, y nucledtidos 58—423}de SEQ ID NO:9, respectivamente.
Las secuencias de aminoécidog de las regiones variables de
cadena pesada Al, A2 y A3 se?exponen como residuos 20-138 de
SEQ ID NO:2, residuos 19-135 Ae SEQ ID NO:6, vy residuos 20-141
de SEQ ID NO:10, respecéivamente. Las secuencias de
nucledtidos de las regiones variables de cadena ligera Al, A2
y A3 se exponen como nuclegtidos 61-381 de SEQ ID NO:3,
nucledtidos 67-390 de SEQ ID ﬁo:7, y nucledtidos 61-381 de SEQ
ID NO:11, respectivamente. La,secuencia de aminodcidos de las
regiones variablesgs de cadena@ligera Al, A2 y A3 se exponen
como residuos 21-127 de SEQ Iﬁ NO:4, residuos 23-130 de SEQ ID
NO:8, v regiduos 21-127 de SEQ ID NO:12, respectivamente. Ver
también Figuras 1A-1C. {

Para valorar la novédad de las secuencias de regidn
variable anti-5T4, Al, A2 y A3, se llevaron a cabo bilsquedas
de BLASTp para secuencias de #ﬁsqueda de proteina) usando los
pardmetros por omisién de Expectacidén=10, Tamafio de Palabra=3,

un filtro de baja complejide, vy la matriz BLOSUM62, due
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1

permite costos de separacién de existencia=11, y extensidn=1.
Se 1llevaron a cabo bﬁsquedPs BLASTn (para secuencias de
blisqueda de nucledtidos) usanFo los parametros por defecto o
por omisidén de Expectacidn=10, Tamaflo de Palabra=11, y un
filtro de baja complejidad. 'Los resultados de 1la blsqueda
BLAST SE REPORTA COMO UNA LI$TA DE SECUENCIAS relacionadas a
la secuencia de bisqueda, clasificadas en orden de valor E,
que es un indicador del ﬁignificado estadistico de las
correspondencias identificadas en la base de datos. Las
secuencias mas cercanamente rglacionadas a las secuencias de
regidn variable usadas para a%élisis BLAST se identifican en

la Tabla 1 (BLASTn) vy la Tablay2 (BLASTp) .

l
Tabla 1

Analisis BlASTn

Secuencia de Identidad (%) Descripcidn de Secuencia a
Blsqueda de Secuencia a Sujeto Mas Cercana

Sujeto Mas

Cercana
Al VH (SEQ ID 97 % gi|31322165|gbjAY169686.1].
NO:1) Precursor de regidén variable de
i cadena pesada de
Einmunoglobulina de clon

VGBC1.13 de Mus musculus, gen,

cds parcial.
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Secuencia de

Blsqueda

Identidad (%)
de Secuencia a
Sujeto Mas

Cercana

Descripcidén de Secuencia a

Sujeto Mas Cercana

Al VH (SEQ ID

NO:3)

96

o

gi|804922|db]|D50385 . 1[MUSIKCVRJ .

ARNm de

Mus musculus

para
regidn variable de cadena kappa
de inmunoglobulina, secuencia

parcial, células_linea:K3F10.

Al VH (SEQ ID

NO:5)

97

o

giﬂl6lZOlﬂgdAF303853.HAF303853

ARNm de regidén variable de
cadena pesada de
inmunoglobulina de clon J558.22

de Mus musculus, cds parcial.

Al VH (SEQ ID

NO:7)

97 %

gi|1556423|emb|X79906 . 1|MMMABMST2 .
| ARNM de M. musculus para cadena
ligera de

anticuerpo MST2

monoclonal.

Al VH (SEQ ID
NO:9)

99

o\°

gi|3420272|gbjAF064445.1|AF064445.
(Vh10.2)

pesada de

Gen de regidn variable
de . cadena

inmunoglobulina de Mus

musculus, alelo Vh1l0.2a, cds

parcial.

Al VH (SEQ ID

NO:11)

98

o\®

gi|2906107|gbjAF045512 . 1[AF045512.

Regidn variable de cadena

ligera Kappa de anticuerpo
9E10 de

ARNm  (IgK),

' monoclonal Mus
|

|muscu1us, cds

lparcial.
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Tabla 2

Andligis BLASTp

Secuencia de

Identidad

(%)

Descripcidén de Secuencia de

bisqueda de Secuencia Sujeto mé&s Cercana
Sujeto mas
Cercana
Al VH 84 % gi|15865327 |emb|CAC82228.1 |
(SEQ ID NO: 2) | cadena pesada de
inmunoglobulina [Mus musculus]
Al VH 93 % gi|644862|gb|AAR62143.1]
(SEQ ID NO: 4) regién V de cadena kappa de
| inmunoglcbulina anti-integrina
! alfa 4
A2 VH 85 % | gi|15149453 |gb|AAK85298.1]
(SEQ ID NO: 6) \anticuerpo de cadena
individual HFN7.1
[construccidn sintéticaC
A2 VH 95 % gi|297678|emb|CAA80086.1|
(SEQ ID NO: 8) regién variable de
inmunoglobulina [Mus musculus
domésticos]
A3 VH 90 % gi|2906050|gb|AAC04511.1]
(SEQ ID NO: cadena pesada de anticuerpo
20) monoclonal anti-poli(dC) [Mus
musculus]
A3 VH 97 % Egi|2906108|gb|AAc0454o.1|
(SEQ ID NO: lcadena ligera kappa de
12) !anticuerpo monoclonal [Mus
musculus]

5
r
|
|
l
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Ejemplo 2

Especificidad de Unidén y Afinidad de Anticuerpos Murinos Anti-

|

5T4 J

|
Para valorar la especificidad de unidén y la afinidad de los
1

anticuerpos Al, A2 y A3, se rea1i26 el anilisis BIACORE™ usando el

antigeno 5T4 humano inmovilizado e& un chip CM5. La tecnologia BIACORER
utiliza cambios en el indice de refraccidn en la capa superficial en la
unién del anticuerpo al antigeno 5%4 inmovilizado en la capa. Se detecta
la unién por resonancia de plasmé% superficial (SPR, por sus siglas en
inglés) de luz laser que se refrac%a de la superficie. El andlisis de la
constante de asociacién y constante de disociacién de la cinética de la

|
~ . . . | . . PR
sefial permite la discriminacién entre interacciones no especificas y

especificas. Se usd como un control el anticuerpo H8 anti-5T4. H8 es un

anticuerpo de IgGl de ratdn monocﬂonal generado por hibridoma descrito
. . . . |

en la Publicacidén Internacional PCT No. WO 98/55607 y en Forsberg et al.

(1997) J. Biol. Chem. 272 (19): 124430-12436.

Tabla 3 @

Resultados de Ensayo BIACORE™

Anticuerpo KD (M) KA (:EL/M) kd (1/s)

kg (1
H8 4.1 X 107 2.5 >|< 10° 5.1 X 10°° 1.3 X 10°
Al 4.1 X 107" 1.6 }lt 10° 1.3 X 10 2.0 X 10°
A2 1.5 X 108 6.5 }%107 8.7 X 10°* 5.6 X 10*
A3 2.2 X 10° 4.6 }§ 10° 5.2 X 107 2.4 X 10*
|
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|
Los resultados de BIAC(:?RE.‘VR muestran que los anticuerpos H8 y
. e ! ' 2 .
Al tienen mayor afinidad para 5T4 en comparacidén a los anticuerpos A2 y
l

A3, A2 es un anticuerpo de una; afinidad relativamente baja. Estén

presentes cisteinas inusuales en ep residuo 67 de la regidén variable de

~cadena pesada A1 y el residuo 91 ﬁe la regién variable de cadena pesada

A3. El reemplazo de estos residuos\con fenilalanina (Al) o tirosina (A3)

no altera las propiedades de unidn del anticuerpo o los niveles de

{
1

expresién del anticuerpo.

La afinidad de unidén ge los anticuerpos H8, Al, A2 y A3
{

i

también se valord por transferenc%a Wésfern usando lisados de células
CT26/5T4, que identificdé unién fueﬁte por H8, Al y A43. Ver Figura 2.
La capacidad de los anéicuerpos H8, Al, A2 y A3 para unirse
|
a células que expresan el antigen? 5T4 se valord usando clasificacién
celular activada por fluorescenciai(FACS) de células PCl4PE6. Todos los
anticuerpos mostraron unién especﬂfica a células PCl4PE6 que expresan
5T4, sin embargo, el nivel de unién de A2 fue significativamente MENOY
que aquél cbservado para H8, Al y Ab. Ver Tabla 4.
|

!

Tabla 4

Resultados de andlisis de FACS

|
|

Anticuerpo | Fluorescencia Celular Media
Control (Ab secundario) 4
Control (IgG murina) 4
H8 24
Al 18
A2 | 7
A3 ! 27
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Para evaluar la ‘variabilidad potencial en 1la

produccidén del anticuerpo, se probaron dos preparaciones
|

independientes de Al vy H8.i La wunién y 1las propiedades
cinéticas de cada anticudrpo, en comparacién a cada

preparacién, no fue significativamente diferente. Ver Figuras
|
3A-3B. \

Ejemplo 3 l
|

Internalizacidén de Anticuerpos Murinos Anti-5T4 por Células

|
:

que Expresan 5T4

Para valorar la internalizacidén de anticuerpos en la
unidén al antigeno 5T4, se determind la cantidad de anticuerpos
H8 y Al detectados en la syperficie celular versus en el
sobrenadante, como una funcién del tiempo. Las células

MDAMB435/5T4 no enzimétiéamente disociadas {células

cancerigenas de mama humano) se expusieron a anticuerpos anti-
5T4 durante 1 hora a 4°C. \Las células se lavaron y se
incubaron en el medio a 37°C}durante 4 horas a 24 horas. Se

determind la cantidad de anticuerpo unido a membranas
‘ 1

celulares versus anticuerpo n? unido (es decir, presencia en

el sobrenadante) usando FACS. La desaparicién de 1los

anticuerpos 5T4 de la super&icie de células MDAMB435/5T4

I
I
1
)
¥

5T4/anticuerpo en la superficie celular, que puede indicar la

demuestra la modulacidn del complejo de antigeno

internalizacidén y/o disodiaciéﬁ. Ver Figuras 4A-4C.

|
|

|
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Ejemplo 4

Correlacidén de Epitopos Usando Quimeras de 5T4

Para identificar los epitopos a los cuales se unen
cada uno de 1los anticuerpos@Al, A2, A3 y H8, se realizaron
ensayos de ELISA usando (1) construcciones Fc de ectodominio
de 5T4 con secuencias éuprimidas o mutadas, vy (2)
construcciones de quimeras |de ©5T4 expresadas de manera
transciente en células COS-1.|El ectodominio incluye la regidn
amino-terminal, dos repeticio?es de alto contenido de leucina,
y la regidén hidrdfila de inte#vencién. Las proteinas de fusién
gue contienen un ectodominio:de 5T4 y regiones constantes de

Fc de 1IgGl humanas se prepararon usando 5T4 de ratdn

(aminocacidos 1-361), 5T4 de #ata (aminodcidos 1-361). 5T4 de
cynomologus (aminoc&dcidos 1-355%), 5T4 de chimpancé (aminodcidos
1-355), mono titi de cola |negra (aminodcidos 1-355). Las

construcciones de quimera de |5T4 se representan en la Figura

5. Los resultados de la unié? gse resumen en la Tabla 5, que
indica unidn especifica, unién parcial, o carencia de unidn,
por cada uno de los anticPerpos H8, Al. A2 vy A3. Los
anticuerpos H8 humanizados yiAl, A2, A3 quiméricos mostraron
propiedades de unidn similab%s a H8, Al, A2 y A3 murinos,
respectivamente.

En base a estos rgsultados, se determind que el
anticuerpo Hg humanizado se| une a 5T4 humano entre los

residuos 172 y 252. HS8 humaznizado se une a 5T4 con o s&in
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glicosilacidén N-enlazada en el residuo 344, que confirma que

la unién de H8 humanizado a ST@ humano no estad préxima a la

membrana. El anticuerpo Al tiene un primer contacto con 5T4
humano entre los residuos 173 y* 252 y un segundo contacto con
5T4 humano entre los residuos %82 y 361. El anticuerpo A2 se
une a 5T4 humano entre los residuos 282 y 361. El1 anticuerpo
A3 se une a la primera regidn dé repeticidén de alto contenido
de leucina de 5T4 humano entre!los residuos 83 hasta 163. Los

|
epitopos unidos por cada anticuerpo se representan en la

Figura 7.

Tabla 5

Resultados de correlacidn de Epitopos Usando Fusiones de Fec de

Ectodominio de 5T4 y Quimeras de 5T4 de Humano/Ratdén

Construccidn de antigeno Anticuerpo

5T4 H8+ Al A2 A3
Fc ectodominio de 5T4 + + + +
humano

Fc ectodominio de 5T4 de

ratdén

Fc ectodominio de 5T4 de - +/- - -
rata . i

Fc ectodominio de 5T4 de | - + + +

mono cynomologus
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Construccidén de antigeno f Anticuerpo
5T4 ?H8+ ' Al A2 A3
Fec ectodominio de 5T4 de ;+ + + +
chimpancé f
Fc ectodominio de 5T4 de u/— + + -
mono titi de cola negra

i
83-163 de humano/ratédén + o+ + -
173-361 de humano/ratdén — - - +
173-258 de humano/ratdén - +/- + +
282-361 de humano/ratdédn } + +/- - +
(con o sin N-enlace en la ;
posicidn 344) i

(+) unién; (-) ninguna unién; (&/-) unidén parcial

f
|

En base a la diferente unidén observada a 1los
ectodominios de 5T4 de humano y mono cynomologus, se

elaboraron mutaciones dirigidas para distinguir los residuos

que participan en la wunidén |al anticuerpo. La unidén del

anticuerpo H8 humanizado sej valord a cada uno de los

ectodominios de 574 mutado se~Flada en la Tabla 6 posterior.
|

Eg decir, ectodominios de 5T4ihumano que incluyen un residuo

de mono cynomologus en la posi%ién indicada. Estos resultados

mostraron que los residuos 213Iy 214 del antigeno 5T4 humano,

se requirieron por el epitopo %nido por H8 humanizado.
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Tabla 6 |
Resultados de Correlacidén de Epitopos Usando Fusién de
Ectodominio de 5T4 Humano/Fc con Mutaciones Dirigidas
Mutacidn Unién de H8 humanizado
E189K +
V200K +
L204V +
R213H .
R213H y R214L -
(+) unidn; (-) ninguna unidn; (#/-) unidén parcial
Ademéds de los ensfayos de unidn directa, se
realizaron ensayos de unidn competitiva wusando el

anticuerpo H8 humanizado bibtinilado y cada uno de los

anticuerpos Al, A2 & A3. N

de la unidén a 5T4 humano,

de Al, A2 y A3 se une a

distinto de aquel wunido 1

Figuras 6A-6B.

Ejemplo 5

‘un epitopo de

o se observd la inhibiciédn
dando soporte gque cada uno

5T4 que es

|

or el anticuerpo H8. Ver

Correlacidédn de Epitopos Usando BIACORE"F

La correlacidédn de epitopos de los anticuerpos

H8, Al, A2 y A3 también :

se

realizd usando BIACOREM®

usando un chip CM5 con antigeno 5T4 humano unido. El1

I
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chip se saturd con anticuer?o H8, Al, A2 &6 A3, y se le
dio una primera respuesta. El chip entonces se saturd
con un segundo anticuerpo de entre los anticuerpos HS,
Al, A2 y A3, y se mididé una segunda respuesta. Para
mGiltiples experimentos, eé qhip se regenerd por
disociacidén de 1los anticuerpos wunidos en glicina 10
mM, pH 1.5, seguido por un ;avado de amortiguador. Los
resultados se resumen en ia Tabla 7 posterior. Los

|

porcentajes mostrados son |las unidades de respuesta

medidas en la unidn por un segundo anticuerpo

directamente al chip CM5 di&ididos por las unidades de
i
respuesta medidas en la union del segundo anticuerpo a
un chip CM5 saturado por uh primer anticuerpo. Estos
resultados muestran que H8, Al, A2 y A3 se unen cada
uno a un epitopo distinto %n 5T4 humano. Los epitopos
unidos por los anticuerpos ﬁ8 y A3 estén estéricamente
cercanos entre si tal que se disminuye la constante de

asociacidén con el antigeno| cuando la unidén de H8 se

v | 1] »
valora en la presencia de A3, y viceversa. Se obtienen

resultados similares usando?los anticuerpos H8, Al, A2

y A3 guiméricos vy humanizaqos, gque se prepararon como

[
se describe en el Ejemp%o 7 mé&s adelante en la

|
!

presente. Ver Tabla 8
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|
Tabla 7
Resultados de Ensayo de Competi?ién Usando BIACORE™--
Porcentaje de Respuestas de ?egundo Anticuerpo Después de
Saturacidén con Primer Anticuerpo
2do 1eT anticuerpo
anticuerpo H8 Al A2 A3
H8 --=-- 1141 % 102 % 85 %
Al 109 % it 109 % 98 %
A2 99 % 98 |% --—- 94 %
i
A3 73 % 1043% 106 % ----
|
Tabla 8 |

Resultados de Ensayos de Competicién usando BIACORE™R --

Porcentaje de Segundo Anticuerpo Unido Después de Saturacidn

con Primer Anticuerpo

'
\

Segundo tiempo después de inyeccidn del segundo anticuerpo
anticuerpo/primer (segundosj

anticuerpo unido 19 37.5 75 150 300 600
H8 humanizado/ 44.9 % 57.0 % 69.1 % 79.4 % 86.6 % 91.3 %
A3 quimérico

A3 quimérico/ 46.2 % 51.2 % 58.4 % 67.5 % 76.2 % 83.6 %
H8 humanizado

A2 quimérico/ 102.9 % 93.5 % 90.1 % 89.0 % 88.9 % 89.1 %
Al guimérico

Al quimérico/ 92.5 % 90.6 % 91.4 % 92.7 % 93.9 % 95.5 %
A2 guimérico
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Segundo tiempo después)de inyeccién del segundo anticuerpo
anticuerpo/primer | (segundos)
anticuerpo unido 19 37.5: 75 150 300 600
A3 guimérico/ 82.1 % 82.0 % 84.5 % 87.8 % 90.8 % 92.8 %
Al guimérico
Al quimérico/ 98.8 % 96.5 é 87.0 % 98.0 % 98.8 % 99.6 %
A3 guimérico |
A3 gquimérico/ 92.2 % 88.6 % 89.5 % 91.5 % 93.4 % 94.6 %
A2 quimérico w
A2 guimérico/ 89.2 % 88.4 4 89.8 % 91.5 % 92.9 % 94.3 %
A3 quimérico
H8 humanizado/ 93.2 % 92.7 % 94.2 % 95.9 % 96.9 % 97.3 %
Al qguimérico
Al gquimérico/ 92.7 % 92.4 % 93.8 % 95.8 % 97.3 % 98.7 %
H8 humanizado f
H8 humanizado/ 93.8 % 94.0 % 96.0 % 98.1 % 99.8 % 101.3
A2 guimérico : %
A2 quimérico/ 86.9 % 84.7 % 86.9 % 90.5 % 93.7 % 96.7 %
H8 humanizado a

|

Los resultados combinados de los estudios de
correlacién de epitopos <como se determina usando las

construcciones quiméricas (v%r Ejemplo 4) y BIACORE™ se

presentan en la Figura 7.

Ejemplo 6

Eficiencia de conjugados de Anti-5T4/Caligqueamicina
1

Se usd tincidn de ti%te vital (MTS) para determinar
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|
el ntimero de células sobreviﬁientes después de exposicidén a
varios tratamientos. Se co%pré MTS (kit de ensayo de
|
proliferacidén celular no radioactivo) de Promega (Madison,
Wisconsin) y se usd de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Para cada linea célular, se establecid una curva
de calibracidén (nimero celular, versus densidad &ptica después
|
de 2 horas) para estimar un% densidad inicial apropiada de
sembrado. Las células entoncés se sembraron en cajas de 96
multiconcavidades a una densidad de 750 a 5,000 células por
concavidad. Inmediatamente después del sembrado, las células
se expusieron a varias concentraciones (0, 0.01, 0.05, 0.1,

10, 100 y 500 ng de equival;ntes de caliqueamicina/ml) de

caliqueamicina, CMA-676 y conjugados de caliqueamicina de

anticuerpos  anti-5T4. Después ide la determinacidén del namero

: | s b
de células que sobreviven 96 horas de exposicidén al farmaco,

se calculd la EDs; en base a los parametros de regresidén

logistica derivados de las curvas de dosis-respuesta. La EDs

se definid como la concentracién de farmaco (CalichDMH) que

|
provoco una reduccidn al 50 % Qel namero celular después de 96
horas de exposicién al ?érmaco. Un equivalente de
caliqueamicina (eq. cal.) es la concentracidn de
caliqueamicina dada ya sea comL una sustancia pura © como un
conjugado. Dependiendo de la c?ntidad de caliqueamicina unida

al anticuerpo (carga de farmaco-anticuerpo), los equivalentes

. o . | C o .
de caliqueamicina que son dlfeqentes pueden indicar diferentes
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concentraciones de proteina.

Los resultados de 1&3 ensayos de MTS se muestran en

la Tabla 9. Los conjugados

preparados usando los ensayo

sustancialmente 1la

calcularon valores de selectﬂvidad

especifica del conjugado a %
i
decir, las veces de CalichDMH

5T4 se dividieron por las ved

para células que no expresan 5T4. Cuando se usa

no especifico,
valores de CalichDMH son aprox‘

selectividad es 1.

viabilidad de

por ejemplo, hpF7.6

de anticuerpo/caliqueamicina

s Al y A3 anti-5T4 redujeron
células MDAMB435/5T4. Se
al comparar la actividad
a actividad no especifica. Es
para las células que expresan
es de los valores de CalichDMN
un anticuerpo
las veces de los

(CMA-676) ,

imadamente las mismas tal que la

Tabla 9

Resultados de Ensayos de MTS

! Linea celular
Tratamiento MDAMB&BS/neO MDAMB435/5T4
ED50 [ng/ml) ED50 (ng/ml)
CalichDMH 3.3 |- 5.0 5.0 - 8.0
huH8 -ActBut-CalichDMH 0.4 (- 0.8 0.08 - 0.1
CMA-676 34:— 60 50-100
Al-ActBut-CalichDMH 22;— 34 0.4 - 0.6
A2-ActBut-CalichDMH 60 40
A3-ActBut-CalichDMH 20 - 20 0.3 - 20
i
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Linea celular
MDAMB435 /neo
Tratamiento ‘ MDAMB435/5T4
veces de
' veces de CalichDMH
CalﬂchDMH
CalicDMH 1.0 |- 0 1.0 - 1.0
huH8-ActBut-~CalichDMH 4.0 - 12.5 50 - 100
CMA-676 0.08] - 1 0.08 - 0.1
Al-ActBut-CalichDMH 0.14 |- 0.15 13 - 13
A2-ActBut-CalichDMH olos 0.13
A3-ActBut-CalichDMH 0.17 |- 0.25 7 0.4 - 17
|
Selectividad: H8=8; hP67.6 =1; Al=93; A3=1.6
CalichDMH, > conjugada

huH8 -AcBut-CalichDMH,
caliqueamicina usando
(AcBut)
CMA-676,
Al-AcBut-CalichDMH,
caliqueamicina usando
(AcBut)
A2-AcBut-CalichDMH,
caliqueamicina usando
(AcBut)
A3-AcBut-CalichDMH,

caligqueamicina usando

caliqueamicina nﬁ

conjugado de anti-g

anticherpo H8 humanizado conjugado a

acido

anticuerpo Al

écid?
|

!

4- (4’ -acetilfenoxi)butanoico

3D33/ca1iqueamicina

conjugado

4- (4’ -acetilfenoxi)butanoico

anticuerpo A2 conjugado
écid? 4-(4' -acetilfenoxi)butanocico
|
anticuerpo A3 conjugado
adcido 4- (4’ -acetilfenoxi)butanoico

|
!
Ll
i
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La citotoxicidad

be los conjugadogs de anti-

5T4/caliqueamicina también se| valord usando un cultivo de

células esferoides,

tridimensional, que se aproxima mas

cercanamente a un ambiente celular in vivo. Los esferoides se

elaboraron esencialmente de

Cancer Res. 37:3639-3643.

acuerdo a Yuhas et al., (1977)

De| forma breve, se sembraron 10°

1

células en 5 ml de medio d% cultivo en cajas de cultivo

|
celular de poliestireno de 60 |mm anteriormente revestidas con

5 ml de agar grado cultivo %e tejido a 0.65 % en medio de

cultivo (Sigma of St.

Louis,

Missouri). Las cajas se incubaron

durante 5-6 dias a 37°C en COQ al 5 % en alire. Los esferoides

con un diametro de 0.2 mm se

seleccionaron y colocaron en una

caja de multiconcavidades de 24 concavidades. Cada concavidad

contuvo 0.5 ml de material base de agar, 1 esferoide y 1 ml de

revestimiento de medio de cultiivo. Los esferoides entonces se

eXpusieron a varias concentraciones (0, 0.091, 0.365, 1.46,

5.86, 23 .44, 93.75

Y

375 ng de equivalentes de

caliqueamicina/ml) de caliqueamicina, CMA-676 y conjugados de

anti-5T4/caliqueamicina preparadas usando los anticuerpos Al y

A3 anti-5T4 y un 1ligador AcBut. Ambos conjugados de anti-

5T4/caliqueamicina

inhibieron significativamente el

crecimiento de las células MDAMB435/5T4. Ver Figura 8.
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Ejemplo 7 \

!
Preparacién y Propiedades de, Unién de Anticuerpos Anti-5T4

|

" Quiméricos y Humanizados ‘

Se conStruyeron aﬂticuerpos H8, Al, A2 y A3
quiméricos que tienen secuenFias de regiones variables de
cadena pesada y cadena ligera %8 murinas y regiones constantes
de cadena pesada IgG4 humana ? reg?ones constantes de cadena
ligera kappa humana. La cisteina presente en la posicidn 67 de
la regidén variable de cadena pesada Al se cambio de manera
opcional a fenilalanina, y la c¢isteina presente en la posicién

91 de la regidén wvariable dé cadena pesada A3 se cambio

opcionalmente a tirosina. Los |variantes se exponen en SEQ ID

NO: 2 (Al VH) y SEQ ID NO: 10 €A3 VH). La presencia o ausencia
de secuencias intrdnicas vy [el reemplazo de residuos de
cisteina no afecta 1la expresién del anticuerpo. Para la
clonacién de secuencias que codifican para regiones constantes
de IgG, se suprimieron de manera opcional las secuencias
intrdnicas.

Se prepard HS humaqizado como se desgscribe en la

Publicacidén Internacional de| PCT No. WO 2006/031653. Se

prepararon anticuerpos Al humahizados por injerto de CDR como

se describe adicionalmente mas |adelante en la presente. La CDR
de los anticuerpos Al, A2 y A3 murinos se identificaron usando
la definicién de AbM, que sé basa en la wvariabilidad de

secuencia asi como en la upicacién de las regiones aza

1
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estructurales. En general, se seleccionaron estructuras

alternas aceptadoras humanas en base a que son sustancialmente
|

i

similares a las regiones de estructura alterna de los

anticuerpos murinos, o que fueron muy similares a la secuencia
de consenso de la subfamilia de regiones variables. También se
dio consideracidén a la representacién de los 1locus de
estructura alterna en humanos, tal que se prefirieron en
general secuencias ampliamente representadas con respecto a
secuencias menos populosas. Se hicieron mutaciones adicionales
de las secuencias aceptadoras deiestructura alterna humanas
para restaurar los residuos |murinos que se cree dJue son
comprendidos en los contactos| de antigeno y/o los residuos
comprendidos en la integridad estructural del sitio de unidén a
antigeno. La secuencia de |aminocdcido también se puede
optimizar para preferencia de |codones de células CHO y para
remover sitios de enzimas de |restriccidén. Se puede usar un
programa de prediccidén de estructura de péptido para analizar
las secuencias de regidn pesada y ligera variable humanizadas
para identificar y evitar sitilos de modificacidén de proteina
post—traduccionales introducidos por el disefio de
humanizacidn.

Se construyd una regidén variable de cadena pesada Al

humanizada (A1l VH versidn 1[0) para incluir la CDR de Al

|
murino injertadas en una regidn de estructura variable de DP21

|
humana (subgrupo VH7, Acceso Nq. CAA43346, SEQ ID'NO: 88), que
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contiene una mutacidén (S82A% de ‘estructura alterna y una
retromutacidén (E46K). Se prepararon variantes al remover la
retromutacidén (Al VH versién\l.l y 1.2). Una segunda regidn
variable de cadena pesada Al hbmanizada se prepard al injertar
CDR de Al en la regidn de estrLctura alterna de linea germinal
DP-54 humana (Al VH versiéé 2.0). Se hicieron seis (6)
retromutaciones para produci¥ Al VH versién 2.1. Como se
describe adicionalmente més adélante, ambas regiones variables
de cadena pesada Al no retuviqron propiedades de unidén a 5T4.
Las regiones de estructura alt%rna DP-21 y DP-54 muestran 63 %
de identidad de secuencia de}aminoécidos sobre su longitud,
indicando que se pueden hacer numerosos cambios de aminoidcidos
en tanto que se conserva fa especificidad de unién del
anticuerpo, incluyendo la cap?cidad para unirse a un epitopo
particular. La similitud de las regiones variables de cadena
pesada Al humanizadas ge mpestra en la Tabla 10. Las
secuencias de nucledtidos rep%esentativas que codifican para
las regiones variables de c%dena' pesada Al humanizada se

exponen como SEQ ID Nos: 48, 50, 53 y 55. Las secuencias de

t

aminodcidos representativas de las regiones variables de

cadena pesada Al humanizadas se exponen como SEQ ID Nos: 49,

51, 52, 54 y 56. Ver también Figuras 9A-9B

Una regidén variable de cadena ligera Al humanizada
se construyd para incluir la ¢DR'de Al murino injertadas en

las regiones de estructura alterna de linea germinal de DPK24
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I
humano (subgrupo VKIV), DPK9 (subrupo VKI), y DPC23 (subgrupo
VKIII). Después de 1la incorp&racién de una retromutacidn de
867Y en la regidn variable &e cadena ligera Al humanizada,

las estructuras’ alternas preparadas con cada una de estas

|
estructuras alternas se mostraron unién a ©5T4. Ver mas
]

. |
adelante, incluyendo Tabla 13. La regidén de estructura alterna

\O-
o\

de DPK24 muestra 74 % y 73 de identidad de secuencia de

aminodcidos sobre su longitud f DPK9 y DPK23, respectivamente.

La regidén de estructura altérna de DPK9 muestra 74

o\

de

identidad de secuencia de aminodcidos sobre su longitud a
DPK23. La similitud de las regiones variables de cadena ligera
Al humanizadas se muestra eP la Tabla 10. Las maltiples
versiones de las regiones de dstructura alterna, variables de
cadena ligera humanizadas demuestran que se pueden hacer
numerosos cambios de aminocacido en tanto que se conserva la

especificidad de unidn del anticuerpo, incluyendo la capacidad

para unirse a un epitopo particular. Las secuencias de

nucledétidos representativas due codifican a las regiones
[
I

variableg de cadena ligera Al humanizadas se exponen como SEQ

ID Nos: 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 y 75. Las

f

secuencias de amincacidos representativas de 1las regiones
i

|
variables de cadena ligera Al pumanizadas se exponen como SEQ

ID Nos: 58, 60, 62, 64, 66, 64, 70, 72, 74 y 76. Ver también

Figuras 9C-9F.
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Tabla 10

Relacién de Anticuerpos Al Humanizados

1" Regién Variable/2% Regidén Variable Porcentaje de
Identidad
HuAl VL v1.1 (SEQ ID NO:60)/ 86 %

HuAl VL v2.4, proteina (SEQ ID NO: 70)

HuAl VL v1.1 (SEQ ID NO:60)/ 86

o\®

HuAl VL V3.1, proteina (SEQ ID NO: 75)

HuAl VL v2.4 (SEQ ID NO:70)/ 85

o\°

HuAl VL v3.1l, proteina (SEQ ID NO: 75)

o\

HuAl VL v1.1 (SEQ ID NO:52)/ 78

HuAl VL v2.0, proteina (SEQ ID NO: 54)

Los anticuerpos humanizados A2 y A3 se disefiaron
usando una estrategia similar! Las secuencias de aminodcidos

representativas de las regiones variables de cadena pesada A2

humanizadas y regiones variables de cadena ligera A2
humanizadas se exponen como SEQ ID Nos; 77-78 y SEQ ID Nos:
79-80, respectivamente. Ver también, Figura 9G. Las secuencias
de aminodcidos representativas de las regiones variables de
cadena pesada A3 humanizadas vy las regiones variables de
cadena ligera A3 humanizadas se exponen como SEQ ID Nos: 81-82
y SEQ ID Nos: 83-84, respectiv?mente. Ver también Figura 9H.
Para'valorar la noveéad de las regiones variables de

cadena pesada y ligera Al, A2 y A3 humanizadas, se realizd
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[

anadlisis BLASTn y BLASTp como Se describe en el Ejemplo 1. Los

resultados se presentan en la Tabla 11.

Andlisis BLASTn y BLASTp

Identidad
(%) de
Secuencia Descripcién de Secuencia Sujeto
Secuencia de bisqueda
Sujeto mas cercana
mas
Cercana
! | Definicidén.- ARNm parcial de homo
ADN de Al VL humanizado,
| | sapiens para regidén variable de
versién 1.1 (SEQ ID 83%
cadena kappa de inmunoglobulina
No:59)
(gen IGKV2) Acceso AM040532
Proteina de Al VL Definicidén.- Precursor de regidn
humanizada, versidén 1.1 82% B17 de cadena kappa V-IV de Ig.
(SEQ ID No:60) Acceso P06314
Definicidén.- ARNm de regidn
, | variable de cadena ligera de
ADN de Al VL humanizado, o . L
, | inmunoglobulina anti-virus de
versién 2.4 (SEQ ID 85%* |
rabia de clon SC4064 de homo
No:69) .
sapiens, cds completo.
Acceso AY942044
Definicidn.- Regidn de cadena
Proteina de Al VL
kappa V de inmunoglobulina
humanizada, versidn 2.4. 92%
humanizada anti-integrina alfa 4.
(SEQ ID No:70)
Acceso AAA62146
Definicidén.- ARNm de regidn
§ variable de cadena ligera (IGL@)
ADN de Al VL humanizado, ) ) ]
de inmunoglobulina anti-toxoide
vergidén 3.1 (SEQ ID 84%*
de tétanoc de clon 136e06 de homo
No:75) .
sapiens, cds parcial.
Acceso AY867377
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|
Identidad
(%) de
Secuencia Descripcién de Secuencia Sujeto
Secuencia de bilsqgueda |
Sujeto| mds cercana
- !
més
Cercanﬁ
" | Definicién.- Anticuerpo anti-scFv
Proteina de Al VL ‘
de Burkholderia mallei
humanizada, versidén 3.1 84%
[construccidn sintétical
(SEQ ID No:76)
; Acceso ABI97018
| | Pefinicidén.- ARNm de regidn
ADN de Al VH, )
variable de cadena pesada de IgA
humanizado, versidén 1.1 88%*
de ID:CLLO97 de homo sapiens, cds
(SEQ ID No:50)
' | parcial. Acceso AF021940
Proteina de Al VH Definicidén.- Regidn variable de
humanizada, versién 1.1 90% cadena pesada de IgA [homo
(SEQ ID No:51) sapiens] Acceso AAC09074
Definicidén.- ARNm de regidn
ADN de Al VH humanizado, ' | variable de cadena pesada (IGH)
. oy | : .
versidédn 2.0 (SEQ ID 81%* | | de inmunoglobulina de clon 23u-45
No:53) i de homo sapiens, cds parcial.
Acceso AF062241
| | Definicién.- Cadena D,
Proteina de Al VH conocimiento en la sefializacidn
humanizada, versidén 2.0 77% 1 Erbb de la estructura del
(SEQ ID No:54) , | complejo Erbb2-Pertuzumab.
} Acceso 1878_D
f Definicidn.- Cadena A, estructura
Proteina de A2 VL
i cristalina del fragmento Fab de
humanizada, versidén 1.0 87%
| | una aglutinina fria de Igm
(SEQ ID No:79) !
\ monoclonal humana. Acceso 1QLR_A
Proteina de A2 VL | Definicidn.- Cadena ligera de
humanizada, versidn 2.0 83% inmunoglobulina kappa 1 [homo
(SEQ ID No:80) ? sapiens] .Acceso AAD29608
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Identidad
(%) de

) B SecuenciF Descripcién de Secuencia Sujeto
Secuencia de bisqueda

{ =
Sujeto! mas cercana

o

mas

Cercanﬂ

Proteina de A2 VH Definicién.- Cadena A, estructura

humanizada, versidén 1.0 88% cristalina de un anticuerpo

(SEQ ID No:77) ! humanizado Fv 528. Acceso 1WT5 A

Proteina de A2 VH conocimientos en sefializacidén de

i Definicidén.- Cadena D,
humanizada, versidn 2.0 78% ! | Exbb de la estructura del
(SEQ ID No:78) complejo Erbb2-Pertuzumab.

' | Acceso 1878_D

Proteina de A3 VL Definicidn.- Regidén VLJ de cadena
humanizada, versidén 1.0 85% ligera kappa de inmunoglobulina
(SEQ ID No:83) ‘ [homo sapiens]. Acceso BAC01708

Proteina de A3 VL
Definicién.- HerMel [producto
humanizada, versién 2.0 90% .
sintético] Acceso CAL47329
(SEQ ID No:84)

Proteina de A3 VH
Definicidén.- Proteina de Igh-1la
humanizada, versidén 1.0 79%
[Mus mmusculus] Acceso AAHB80671

(SEQ ID No:81)

Proteina de A3 VH
Definicidén.- Proteina Igh-la [Mus
humanizada, versidén 2.0 77%
musculus] Acceso AAH80671
(SEQ ID No:82)

* Cuando cobertura de busquedai= 100%

Las Figuras 10A-10B| muestran secuencias de regidn
variable de cadena pesada, a@icionaleé, gue se pueden usar
como estructuras alternas para la preparacidén de anticuerpos
Al, A2 y A3 anti-5T4 humanizados. Las Figuras 11-13 muestran

secuencias adicionales de regidn variable de cadena ligera que
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se pueden usar como una estructura alterna para la preparacidn
de anticuerpos Al, A2 y A3 anti-5T4, humanizados, la Figura 14
muestra regiones constantes répresentativas que se pueden usar
para la preparacidén de ant%cuerpos Al, A2 y A3 anti-5T4
humanizados. l

Para valorar ,1% unidn especifica Yy la
afinidad de los anticuerpoé H8, Al, A2 y A3 guiméricos
y humanizados, se realizdlel anadlisis BIACOREM™® usando
el antigeno 5T4 humano inmovilizado en un chip CM5.

Ver Ejemplo 2. Los resultados para los anticuerpos Al,

A2 y A3 qguiméricos se muestran en la Tabla 12 a

continuacidn.

Tabla 12

Resultados del ensayo BIACORE"

Anticuerpo KD (M) KAQl/M) XKd(1/s) Ka (1/Ms)

H8 1.5X107*° 6.5{»){109 4.0X107 2.6X10°
humanizado :

Al quimérico 4.4X107"° 2.3X10° 6.7X107° 1.5X10°

A2 quimérico 1.8X107° 5.”|x1o8 2.5X10°* 1.4X10°

A3 quimérico | ~1.8X107*° ~5.4X10° ~1.0X107 ~5.4X10*

Al quimérico 3.8X107° 2.%x1o9 6.3X107 1.7X10°
+ C67F ;

A3 quimérico 5.9X10°° 1.7%X10° 1.6X107 2.7X10*

+C91Y
En general, la' quimerizacidén/humanizacidén
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incrementdé 1la afinidad de H8, Al, A2 y A3 a ©5T4
humano. Comparar Tabla ‘3. El incremento en las
afinidades de unién parecé resultar principalmente de
una mé&s lenta disociacidén del anticuerpo y antigeno en
lugar de una disociacidén @és rapida. Los anticuerpos
A2 y A3 guiméricos mostraron las propiedades de unién

mejoradas después de la quimerizacidn.

Todas las regiones variables de cadena pesada -

Al humanizadas retuvieron propiedades de unidén a 5T4.

F
Ademéds, la remocidn de 1aLretromutacién de K46 de 1la
regidén variable de cadena pesada Al humanizada no
afecta las propiedades de:unién de 5T4. Las regiones
variables de cadena ligera Al humanizadas mostraron
propiedades comprometidas de unidén a 5T4. Las regiones

variables de cadena ligeral Al humanizadas construidas

usando las estructuras alternas DPK9 y DPK23 se

unieron a 5T4 con mayor @ afinidad gue 1las regiones
variables de cadena ligera Al humanizadas construidas
usando las estructuras alternas DPK24. Se incorporaron

retromutaciones para restaurar y/o optimizar la unidn

a b5T4. E1 reemplazo del! residuo de serina en 1la
posicidén 67 con un residuos de tirosina, como se ve en

la regidén estructural allterna Al murina, restaurd

completamente las propiedades de unién al antigeno 5T4.

Ver Tabla 13. !
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Tabla 13

|
Inhibicién de la unidén del ant

icuerpo Al quiméricos

|
biotinilado a 5T4 humano por ELISA
t

I

Anticuerpo Versidn Al ICsg
Al quimérico 16-20 nM

huAl Vg v2.0+hudAl VvV, v1.1 >1 uM
huAl Vy v2.0+huAl Vy vl1.1 28 nM
huAl Vy v2.0+hual vV, v2.0 >1 uM
huAl Vy v2.0+huldl V, v2.4 16 nM
huAl Vg v2.0+huAl VvV, v3.0 >1 uM
huAl Vg v2.0+huadl VvV, v3.1 27 nM

huAl, Al humanizado

v, versiodn

Ejemplo 8

i

|

Reactividad cruzada de especies de anticuerpos anti-5T4
[

La reactividad de esg

pecie cruzada de los anticuerpos

anti-5T4 descritos en la presente se valord para determinar

las especies pertinentes para
analisis de toxicidad. Tambié
actividad de unién vy la

ectodominios de 5T4 para desc

i . . . . . .
estudios de eficiencia in vivo y

n se usd® la correlacidn de 1la
relacién de los diferentes

ribir adicionalmente el epitopo

unido por cada anticuerpo. S$Se realizaron ensayos de unién

usando los ectodominios de 5T4 de varias especies fusionadas a
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Fc de IgGl humana. El porcentaje de identidad de cada regidn

de ectodominio a 5T4 humano sq muestra en la Tabla 14.

4

Tabla 14 ‘

Relacidén de 5T4 de diferentes especies
|
i

Por ciénto de
: Aminodcidos de
Especies identidad a 5T4
! ectodominio
humano

Humano 1¢O 1-355
Ratdn 84.0 1-361°
Rata 8%.1 1-361°
Chimpancé ~9$.5 1-355
(Secuencia ‘
parcial, 396/420
aminoacidos)
Mono cynomologus 96|.7 1-355
Mono titi cola ~9?.6 1-355
negra (secuencia |
parcial, 377/420
aminoacidos) ‘
Perro 87.9 1-355
Vaca 861.9 1-355

* Contiene 6 repeticiones diréctas de aminodcidos dentro del

|

dominio hidréfilo. ?
Las secuencias de 1éngitud completa o parciales de
5T4 de humano, ratdn, rata, | perro y vaca se han descrito

anteriormente como acceso de GenBank nameros 229083 (humano,

SEQ ID No:87), AJ012160 (raﬁén),i BC087011 (rata), XM539020
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|
(perro), y XM593502 (vaca). be generd una secuencia parcial
virtual de 5T4 de chimpancé usando una alineacién del ARNm y
secuencias gendmicas. Se aislaron los &cidos nucleicos que

codifican para las proteinas |[5T4 de mono cynomologus y mono

I
titi de cola negra. La secuencia de aminoidcidos de é&stos

antigenos ©5T4 adicionales s¢ muestran en la Figura 15 vy

|

también se exponen como SEQ I# No:86 (mono cynomologus) y SEQ
ID No:85 (mono titi de cola négra).

Para valorar la noﬁedad de las secuencias de mono
cinomolougus y de mono titi] de cola negra, se realizaron
andlisis BLAST comos e descriﬁe en el Ejemplo 2. Cuando se usa
la secuencia de aminoacidos d? 5T4 de mono titi de cola negra

1

de 1longitud completa como ?na secuencia de blsqueda, 1la

secuencia sujeta mas cercana se identificé como 5T4 humano

(acceso de GenBank nlGmero NPj006661.l), con 94% de identidad
(302/320 aminodcidos). Las secuencias también difirieron en el
término carboxilo, con los aminodcidos 1-19 de SEQ ID No:85
gque no se alinea con la se%uencia en sujeto mas cercana.

Cuando se usa 1la secuencia |de aminocdcidos de 5T4 de mono

cinomolougus de longitud c&mpleta como una secuencia de

bGsqueda, la secuencia sujeFo no wvirtual mwmds cercana se

identificd como un precursor he glicoproteina de tropoblasto

también de mono cinomolngus (acceso GenBank nGmero

BAEQO432.1), con 99% de idengidad (364/366 aminodcidos). Las
i

secuencias también difirieron ien el término carboxilo, con los
1

1
t
|
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aminodcidos 1-25 de SEQ ID NJ:86

secuencia

1%6

f

|

sujeto no virtual mas cercana.

que no se alinean con la

Para valorar unidén de los anticuerpos anti-5T4, las

proteinas
de manera

de ELISA.

y

de fusién de ectodominio/Fc de 5T4 se transfectaron
;

transiente en células COS-1, y se realizaron ensayos

Se usaron como cont@oles anticuerpos de IgG4 e IgGl

humanos no pertinentes. La reactividad de especie cruzada de

los anticuerpos anti-5T4 se rebume en la Tabla 15.

|
1

Tabla 15 |
Reactividad cruzada de anticue&pos anti-5T4 (ED50 en nM)
huH8 ?4 huH8 ?1 Chial 24 ChiA2 ?4 ChiA3 24
Humano 0.19 0.20 0.28 0.21 0.20
Chimpancé 0.19 0.22 % 0.27 0.22 0.20
Mono titi de +/- +/- ; 0.24 0.22 -
cola negra ;
Mono - - ‘ 0.18 0.18 0.23
cynomologus i
Rata - - E +/- - -
Raton - - - - -
huH8 74, anticuerpo HS8 @umanizado gque tiene regiones
constantes de IgG4. i
huHS8 ?1, anticuerpo HS8 Humanizado que tiene regiones

constantes de IgGl.

g e
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Chial 24, anticuerpo Al
constantes de IgG4.

Chiaz 7?4, anticuerpo A2
constantes IgG4.

Chia3 74, anticuerpo A3
constantes de IgG4.

(+/-), unidén parcial.

(-), no unidén.

quiméricos que tiene regiones

l

quimérico que tiene regiones

quimérico que tiene regiones

|
|
|
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REIVINﬁICACIONES

|

1. Anticuerpo que s% une especificamente al antigeno
5T4 humano, caracterizado porque:

(a) comprende un d0$inio de unidén a antigeno de los
anticuerpos Al, A2 o A3 murin@s;

(b) compite para la,unién a 5T4 con los anticuerpos
Al, A2 o A3 murinos; l

|
(c) se une al epitopo de 5T4 unido por los

anticuerpos Al, A2 o A3; O |

(d) comprende un fFagmento de unidén a 5T4 de un
anticuerpo de (a)-(c). ;
i

2. Anticuerpo de conformidad con la reivindicacién

1, <caracterizado porque el| anticuerpo es un anticuerpo

guimérico, un anticuerpo huma#izado, un antiéuerpo de cadena

individual, un fragmento ﬂab, un fragmento F(ab),, un

fragmento Fv, un anticueréo tetramérico, un anticuerpo
!

tetravalente, un anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo

especifico de dominio, un ant%cuerpo de dominio individual, o

una proteina de fusidn.
3. Anticuerpo de conformidad con la reivindicacidn
1, caracterizado porgue es un %nticuerpo monoclonal murino.
4. Anticuerpo de co%formidad con la reivindicacidn
1, caracterizado porque tienel una afinidad de unidén para el

l

antigeno 5T4 humano de al merios aproximadamente 1 x 107’ M a
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aproximadamente 1 x 107 M.

5. Anticuerpo de c?nformidad con la reivindicacién

1, caracterizado porque selecciona especificamente como

objetivo células que expresanl5T4 in vivo.

6. Anticuerpo de conformidad con la reivindicacidén
1, caracterizado porque la régién variable de cadena pesada
comprende una secuencia de amgnoécidos de los residuos 20-138
de SEQ ID No:2, los residu%s 19-135 de SEQ ID No:6, 1los
regsiduos 20-141 de SEQ ID No:%O, los residuos 1-119 de SEQ ID

No:49; o los residuos de la regién variable de cadena pesada

Al, A2 o A3 humanizada.

7. Anticuerpo de coFformidad con la reivindicacidn
1, caracterizado porque la r%gién variable de cadena ligera
comprende una secuencia de amincacidos de los residuos 21-127
de SEQ ID No:4, los residu?s 23-130 de SEQ ID No:8, los

residuos 21-127 de SEQ ID No:12; o log residuos de una regidn

variable de cadena ligera Al, 52 o A3 humanizada.

8. Anticuerpo de cqnformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque la régién variable de cadena pesada
comprende una secuencia de aminodcidos y los residuos 20-138
de SEQ ID No:2, y en donde la #egién variable de cadena ligera
comprende una secuencia de aminodcidos de los residuos 21-127
de SEQ ID No:4.

9. Anticuerpo de coﬁformidad con la reivindicacidn

1, caracterizado porque la rqgién variable de cadena pesada
1

\
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comprende una secuencia de\ aminodcidos derivada de los
residuos 19-135 de SEQ ID No:6, y en donde la regidén variable

) [ ) 3 - »
de cadena 1ligera comprende! una secuencia de aminoacidos

derivada de los residuos 23—1§O de SEQ ID No:8.

10. Anticuerpo de conformidad con la reivindicacidn
i
1, caracterizado porque la regidén variable de cadena pesada

comprende una secuencia de! aminodcidos derivada de los

1
residuos 20-141 de SEQ ID No:%o, vy en donde la regidén variable

de cadena 1ligera comprende | una secuencia de aminoacidos
derivada de los residuos 21—127 de SEQ ID No:12.
i
11. Anticuerpo de cénformidad con la reivindicacidn

2, caracterizado porque es un}anticuerpo anti-5T4 humanizado o
Il

1
gquimérico.

12. Anticuerpo quimfrico humanizado de conformidad

con la reivindicacién 11, caracterizado porgue comprende

regiones constantes derivadas be regiones constantes humanas.

13. Anticuerpo quimérico humanizado de conformidad
con 1la reivindicacidén 12, éaracterizado porque la regidn
constante de cadena ligera !umana se deriva de la regidn
constante de cadena ligera kappa humana.

14. Anticuerpo quim%rico humanizado o fragmento de

anticuerpo de conformidad i con la reivindicacidn 12,

caracterizado porque la regifn constante de cadena pesada
s .
humana se deriva de una regidn constante de cadena pesada de

IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4 humana.:

t

|
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1
|
t

15. Anticuerpo guimérico humanizado o fragmento de
anticuerpo de conformidad ‘ con la reivindicacidén 14,
caracterizado porque la regién constante de cadena pesada de

IgG4 humana comprende prolina jen la posicidén 241.

l6. Anticuerpo quimérico‘humanizado de conformidad
G . | .
con la reivindicacidén 11, caracterizado porque la regidn
variable de al menos una cadeha ligera o al menos una cadena
pesada comprende:
%
(a) regiones de estructura alterna que comprenden

|
. v o L .
residuos de una regidén de e?tructura alterna de anticuerpo

humano; vy i
(b) una o mé&s CDR &e la regidén variable de cadena
ligera de SEQ ID No:4, 8 o 12, o una o mds CDR de la regidn
variable de cadena pesada de SFQ ID No:2, 6 o 10.

17. Anticuerpo quimérico o humanizado de conformidad
con la reivindicacidén 16, caracterizado porque los residuos
humanos soh residuocs de iestructuras alternas humanas
seleccionados del grupo que cohsiste de:

(a) un regidén de estructura alterna de cadena pesada

de anticuerpo humano seleccionada del grupo que consiste de

Dp-21 (VH7), DP-54 (VH3-07), |DP-47 (VH3-23), DP-53 (VH-74),

DP-49 (VH3-30), DP-48 (VH3—13)% DP-75, DP-8(VH1-2), DP-25, VI-
2b y VI-3 (VH1-03), DP-15 y V1r8 (VH1-08), DP-14 y V1-18 (VH1-
18), DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-46), DP-

10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69), DP-88 (VHl—e), DP-3 y DA-8 (VH1-f);

I
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(b) una regidén de |estructura alterna de cadena
ligera de anticuerpo humano dé un clon de linea germinal del
subgrupo IV de DPK24, un subgrupo V?III (DPK23, DPK22, DPK20,
DPK21); o un clon de linea gérminal del subgrupo V?I (DPK9,
DPK1, 02, DPK-7); |

(c¢) una secuencia @e consenso de una regidn de
estructura alterna de cadena pesada de (a); o

(d) una regidén de es%ructura alterna que es al menos
63% idéntica a una regidn de e%tructura alterna de (a)-(c).

18. Anticuerpo quim%rico humanizado de conformidad

{

vz } .
con la reivindicacidén 16, canacterizado porque comprende al

menos dos CDR de cualquiera deilas SEQ ID Nos:2, 4, 6, 8, 10 o

1
1

12.

19. Antiéuerpo hum%nizado de conformidad con la
j

reivindicacidén 18, caracteriéado porque la cadena ligera
comprende una regidn variableique comprende al menos dos de
tres CDR de cualquiera de SEQ ﬁD Nos:4, 8 o 12.

20. Anticuerpo humanizado de conformidad con la
reivindicacidén 19, caracteri%ado porque la cadena ligera

comprende una regidn variabl gque comprende tres CDR de

l
cualquiera de las SEQ ID Nos:4, 8 o 12.

21. Anticuerpo humanizado de conformidad con la

reivindicacidén 16, caracterizado porque la cadena pesada
i
comprende una regidén variable que comprende al menos dos de

tres CDR de cualquiera de SEQ #D Nos:2, 6 o 10.

|

|
|
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‘
22. Anticuerpo hu%anizado de conformidad con la
reivindicacidén 21, caracterizado porque la cadena pesada
comprende una regidn variabﬁe que comprende tres CDR de
cualquiera de SEQ ID Nos:2, Gio 10.
23. Anticuerpo humanizado de conformidad con 1la
reivindicacién 16, caracterizado porgue comprende las CDR de

|
SEQ ID No:2 y 4, las CDR de SEQ ID No:6 y 8, o las CDR de SEQ
l

|

ID No:10 y 12.

24 . Anticuerpo quimé?ico o humanizado de conformidad
|

con la reivindicacidén 11, caracterizado porque la secuencia de

i

regidén variable de cadena pesaPa comprende:

(a) una secuencia del aminodcidos de los residuos 20-

I
138 de SEQ ID No:2; !

(b) una secuencia de'aminoécidos ue es al menos 85%
|

idéntica a los residuos 20—138!de SEQ ID No:2;
1

(c) una secuencia de|aminoidcidos de los residuos 19-

|
135 de SEQ ID No:6; l

i
(d) una secuencia de aminodcidos que es al menos
86% idéntica a los residuos 194135 de SEQ ID No:6;

(e) una secuencia de aminodcidos de los residuos 20-
|

{
i

141 de SEQ ID No:10;

(f) una secuencia delaminoécidos gque es al menos 91%
|
idéntica a los residuos 20-141 |de SEQ ID No:10;

|
(g) una secuencia de aminodcidos de cualquiera de

|

SEQ ID Nos:49, 51, 52, 54, 56, 77, 78, 81 u 82;

|

i
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(h) una
idéntica a SEQ ID
(1) una
idéntica a SEQ ID
() una
idéntica a SEQ ID
(k) una
idéntica a SEQ ID
(1) una
idéntica a SEQ ID
(m)

una

idéntica a SEQ ID

secuencia
No:51;
gsecuencia
No:54;
secuencia
No:77;
secuencia
No:78;
secuencia
No:81; o
secuencia

No:82.

i

164

| . 2

de aminoacidos
|
i

dq aminodcidos

i
de aminoacidos

|

del aminoacidos
|
|

|
deﬁaminoécidos
i
|
de| aminodcidos
|

|

!

que

que

que

que

que

que

es

es

es

es

es

es

al

al

al

al

al

al

menos

menos

menos

menos

menos

menos

25. Anticuerpo quiméFico o humanizado de conformidad

con la reivindicacidn 11, carac¢cterizado porque la secuencia de

regidn variable de cadena 1ige£a comprende:

(a)

127 de SEQ ID No:4;

(b)

94%

l

¢

idéntica a los residuos 214127 de SEQ ID No:4;

una secuencia deilaminodcidos de los residuos 21-

una secuencia Qe aminodcidos que es al menos

(¢) una secuencia de]aminoécidos de los residuos 23-

130 de SEQ ID No:8;

|
l

i
1

{
(d) una secuencia delaminoécidos gque es al menos 96%

idéntica a los residuos 23-130

(e) una secuencia de

127 de SEQ ID No:12;

l
ide SEQ ID No:8;

‘aminodcidos de los residuos 21-

©n



10

15

20

25

165
|

(f) una secuencia de aminodcidos que es al menos 98%

idéntica a los residuos 21-127 de SEQ ID No:12;

(9)
las SEQ ID Nos:58, 60, 62,
83 u 84;

(h) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:60;

(i) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:70

(j) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:76;

(k) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:76;

(1) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:79;

(m) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:80;

(n) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:83; o

(o) una secuencia
idéntica a SEQ ID No:84.

26. Conjugado

distribucidn de farmaco,

64,

i

66, 68, 70,

dé aminodcidos
[

de! aminodcidos
%

de aminodcidos
|

l

|
de| aminoacidos

|

delaminoécidos

de!aminoécidos
{

{ . - .
de aminoacidos
l
|
delaminoécidos
x
de

|

72,

que

que

que

que

que

que

que

que

74,

es

es

es

es

es

es

es

es

76,

al

al

al

al

al

al

al

al

79,

menos

menos

menos

menos

menos

menos

menos

menos

anticuerpo/farmaco

|
caracterizado porque comprende:

una secuencia de aminodcidos de cualquiera de

80,

para

(a) un anticuerpo delacuerdo a la reivindicacidén 1;

i
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i
(b) un farmaco, ' que esta unido directa o)
i
indirectamente al anticuerpo.

27. Conjugado de aﬁticuerpo/férmaco de conformidad
|
con la reivindicacién 26, caracterizado porgque el farmaco es

un agente terapéutico seleccionado del grupo que consiste de

|

una citotoxina, un radioisdtopo, un agente inmunomodulador, un
|
agente anti-angiogénico, un lagente anti-proliferativo, un

agente pro-apoptdtico, un agenhte quimioterapéutico, un &acido

i

nucleico terapéutico.

28. Conjugado de anricuerpo/férmaco de conformidad
con la reivindicacidén 27, caracterizado porque el agente

|

terapéutico es una citotoxina.

29. Conjugado de an%icuerpo/férmaco de conformidad
con la reivindicacidn 26, car%cterizado porque la citotoxina
es un antibidético, un inhibidor de polimerizacidén de tubulina,
un agente de alquilaciédn, %n inhibidor de sintesgis de
proteina, un inhibidor de pr?teina—cinasa, un inhibidor de
fosfatasa o un inhibidor de toﬁoisomerasa, O una enzima.

30. Conjugado de angicuerpo/férmaco de conformidad
con la reivindicacidn 27, cardcterizado porque la citotoxina

|
es un antibidético.

31. Conjugado de anticuerpo/farmaco de conformidad
i
con la reivindicacidn 30, caracterizado porque el antibiético
es caliqueamicina.

32. Conjugado de anticuerpo/fadrmaco de conformidad

|
'
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con la reivindicacidn Bh, caracterizado porque la
caliqueamicina es un analogo be diéulfuro o N-acetil-derivado
de caliqueamicina. %

33. Conjugado de aﬁticuerpo/férmaco de conformidad
con la reivindicacidn 32, caracterizado porque la
caliqueamicina es N—acetil—?—%aliqueamicina.

34. Conjugado de a@ticuerpo/férmaco de conformidad
con la reivindicacidédn 26, carécterizado porque el farmaco esta
unido al anticuerpo mediante Qn ligador.

35. Conjugado de anticuerpo/farmaco de conformidad
con la reivindicacidn 34, cachterizado porque el ligador se
gselecciona del grupo que; congiste de acido 4-(47-
aqetilfenoxi)butanéico (AcBut!), &cido 3-acetilfenil-acidico
(AcPac), acido 4—mercapto—é—metil—pentanoico (Amida) , Y
derivados de los mismos. ‘

36. Método para dis%ribuir un farmaco a células que

expresan 5T4, caracterizado porque comprende poner en contacto

las células con un conjugado de anticuerpo/farmaco que

comprende (i) un anticuerpo anti-5T4 de la reivindicacidn 1, vy
(ii) wun farmaco que esta junido al anticuerpo anti-5T4
directamente o de manera indirécta.

37. Método de confoﬁmidad con la reivindicacidén 36,
caracterizado porque el férma?o se internaliza en una célula
objetivo.

38. Método para tr%tar'a un sujeto gque tiene un
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cancer ©positivo a 5T4, éaracterizado porque comprende
administrar al sujeto una caﬁtidad terapéuticamente efectiva
de un conjugado de anticuerpo anti-5T4/farmaco que comprende
(i) un anticuerpo anti-5T4 dé la reivindicacidén 1, y (ii) wm
agente terapéutico que se une jal anticuerpo anti-5T4 de manera
directa o indirecta. ;

39. Método de confo#midad con la reivindicacidén 38,
caracterizado porque el cgnjugado de anticuerpo anti-
5T4/farmaco es un conjugado de anticuerpo anti-
5T4/caliqueamicina, y compren?e ademds administrar un segundo
agente terapéutico, en dénde el conjugado de anti-
5T4/caliqueamicina vy el ségundo agente terapéutico se
administran de manera concurrgnte o consecutiva en cualquier
orden. i

40. Anticuerpo que %e une de manera especifica a un
epitopo de 5T4 humano, carabterizado porgue comprende los
residuos 173-252 y 276-355, exceptuando los residuos 213-214
de SEQ ID No:87. i

41. Anticuerpo que ée une de manera especifica a un
epitopo de 5T4 humano, caraéterizado porque comprende los
aminodcidos 276-355 de SEQ ID Wo:87.

42. Anticuerpo gque ge une de manera especifica a un
epitopo de ©5T4 humano, caracterizado porque comprende los

aminodcidos 83-163 de SEQ ID NF:87.

. [ .
43 . Anticuerpo caracperlzado porgque se une de manera

!
i
i
I
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especifica a 5T4 de mono cynomologus que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID No:86.
44, Proteina de 5T4, aislada, caracterizada porque

comprende:

(a) una secuencia Qe aminodcidos de SEQ ID No:85 u
86; o

(b) una secuencia de aminodcidos que es al menos 95%

idéntica a SEQ ID No:85.

45. Anticuerpo, caracterizado porque se une de

manera especifica a la proteina de 5T4 aislada, de la
reivindicacidén 44. ‘
46. Acido nucleico aislado que codifica para una

regién variable de cadena ipesada .anti-5T4, caracterizado

porque comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos de los nucledtidos
|

58-414 de SEQ ID No:1;

(b) una secuencia dI nucledétidos de los nucledtidos
55-405 de SEQ ID No:5; |

(c) una secuencia d% nucledtidos de los nucledtidos
58-423 de SEQ ID No:9;

(d) una secuencia 4e nucledétidos que codifica para
cualgquiera de SEQ ID Nos:48, %0, 53 o 55;

(e) una secuencia d? nucledtidos que es al menos 89%

idéntica a SEQ ID No:50, cuando la cobertura de blisqueda es

100%;
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(£) una secuencia de|nucledétidos que es 82% idéntica
a SEQ ID No:53, cuando la cobertura de blGsqueda es 100%; o
(g) un A&cido nucleico que hibridiza de manera
especifica al complemento de cualquiera de (a)-(d) bajo condiciones de
5  hibridacién severa.
47. Acido nucleico aislado que codifica para una regidén
variable de cadena ligera anti-5T4,| caracterizado porque comprende:

(a) una secuencia de nuicledtidos de los nucledtidos 61-381

de SEQ ID No:3;

10 (b) una secuencia de miicleétidos de los nucledtidos 67-390
de SEQ ID No:7; ;
(c) una secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 61-381
de SEQ ID No:11; |
(d) una secuencia de |nucledtidos que codifica para una
15 regidén variable de cadena ligera Al|, A2 o A3 humanizada de cualquiera de
las SEQ ID Nos:57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, o 75;
(e) una secuencia de|nucledétidos que es 84% idéntica
a SEQ ID No:59 cuando la cobertura de bisqueda es 100%;
(f) una secuencia dejnuclebdtidos que es 86% idéntica
20 a SEQ ID No:69 cuando la cobertura de blGsqueda es 100%;

(g) una secuencia de|nucledtidos que es 85% idéntica

a SEQ ID No:75 cuando la cobertura de blGsqueda eg 100%; o

(h) un acido nucleicb que hibridiza especificamente
al complemento de cualquiera de (a)-(d) bajo condiciones de

25 hibridacidén severa.
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RESUMEN DE|LA INVENCION

|

Anticuerpos anti-5T4, conjugados de anticuerpo anti-

5T4/farmaco, y métodos para preparar y usar los mismos.
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Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas K46, C67, S82a y N82a.
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ADN de A1 VH Humanizada versién 2.0
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Proteina de A1 VH Humanizada versién 2.0 (CDR injertada en la linea germinal DP-54,

subgrupo VH3)
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Cualquiera de los siguientes aminoécidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas K46, M48, G49, C67, L71, T73, T74, A75,S76 y A78.
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ADN de Al VL humanizada versién 1.0
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Proteina de A1 VL humanizada versién 1.0 (CDR injertada en la linea germinal DPK24,

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas S43, N49, N60, T63, Y67, F73,185 y F87.
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FIG. 9D

Proteina de A1 VL humanizada versién 2.0 (CDR injertada en la linea germinal

DPKO9, sub -grupo VKI)
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Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas V3, Q42, S43, N49, N60, Y67, F73,1.85 y F87.
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ADN de A1 VL humanizada versién 3.0

TISTEATEACACAHTOTCCAGCOA ACCOTETCCOTETCTCCAGGIGAARGARSC
ACCUICTOCTEOMAGHETCAGTCAG LTCT“&?T“?m3AfﬁT"SﬁfiﬁﬁEAﬁCAGTSG
myhggyg"”’ﬁﬁ”cmctﬁﬁGG‘“” AT T AT T T TCCARCCARTCACTACACTERS
ARG UGl T T T OGS CRG GO TCCSECACAGACT TORCTOT ACCATCAGC
SC?CTSC}ﬁ””ﬂﬁ1“‘“?”””(KGTTTRTTA?””TMXGCx‘G&XJATAGCYW CEC
TEGACCTTCRG T CASAGORCCARIGTARARATCRAL {(8BQ ID NG:73}

Proteina de A1 VL humanizada versién 3.0 (CDR injertada en la linea germinal
DPK23, sub-grupo VKIIT)

FEPENE DBOTY LT XTIV R AT ey F TG >

AN AT uf_..hgi:rP\:r.-Rnfm‘::Li{ASQ VENDVANYQO R
SIS N T, T R 4 T PR YYD
SESESEINFTLTIRGLORPROF AV .{'Z CQ ."“

Cualqulera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas F10, $43, N49, V58, N60, Y67, F73, 185 y F87.

ADN de Al VL humanizada version 3.1
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FIG. 9G

huA2 VH Versi6n 1.0 (CDR injertada en la linea germinal DP-75, subgrupo VH]1)
SUQLVOSCASVEKPEASYIVS D RSS“"”T”JYQ SW V&QRPSQu; hMuEZY? SNR

- o - Y s
VTMT %u“S STAYMELSRLRSIDTAVY YOAS GbV\GFﬁYhCQuTuXa
LA

,av

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas K38, R40, T41, 148, 169, T75, Q81, S82b, E85 y M94,

huA2 VH Versién 2.0 (CDR injertada en la linea germinal DP-54, subgrupo VH3)

Y’ 1-\('\ : *\i."

‘P"“" e 23 mes
A*‘”QQC'uXA

~P s
SORASE

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas K38, R40, T41, 148, G49, A67, A71, K73,874,S76, A78 y M94.

NENYLHWYQORPELAPRLLI YSTENLAS
v .?cho'trve\h @ﬁ- 'T“x"" Ny \P«T“:)_'\":-"{:i

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas S43, W47, A60, S70, S77, M78, y A80.

ey FETENTLAS
\"x"‘i‘ LLIYET MNIRS

F GGT{V“*K P SEQ

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas V3, L4, S43, W47, S70, y M78.
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FIG. OH

huA3 VH Versién 1.0 (CDR injertada en la linea germinal DP-29,
subgrupo VH3)

SCRASGETENT YAMIWVRUAPGRALEWVCRI RSKSKY

K*ShVﬁQMYSLRK CTAVYYCARQ&Bf VREAMNYRGED
bkt
N

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas A49, Q75, S76, M89, C91 y V93,

huA3 VH Versién 2.0 (CDR injertada en la linea germinal DP-54, subgrupo VH3)

.VNWV“Q ?L?EQKoMRI?SKSN&
Y dfﬂ\NSSL\ESTm VYYCARQWOYY VV““V?RQQ

,..‘ 'y.’
1]
1)
*e
+-3

| v
=
o8
3

<-,
)

Cualquiera de los siguientes aminoécidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas D73, Q75, S76, M89, C91y V93.

huA3 VL Vers 16n 1 0 (CDR mjertada en la lmea germinal DPK24, subgrupo VHIV)

BVRNYQOKPOUPPRLLI VRS

\rwcmvs»"vs*f“‘*‘w“c:'*»c::‘:xzszm

Cualquiera de los siguientes amino4cidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas S43, D85 y F87. '

mv\:g&wemﬁ PRLL

Cualquiera de los siguientes aminodacidos se puede sustituir en estas posiciones
designadas 3V, Q42, $43, D60, D85 y F87.
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FIG. 10B

Secuencias de aminoécidos de genes de linea germinal humana de subgrupo VH7
DPII(VHT) GenBank  Acceso No. UAALI346 {SEQ 10 NO:88)

LXKPGASVEVSCKASGYTF TSYAMNWVROAPGOGLEWMG

»‘\ LOISSLEKAEDTAVYVCARDSRGYSY

Secuencias de aminoécidos de genes de linea germinal humana de subgrupo VH3
PS4 (VE 367) GouBank  Acceso No. ABHIS440 (SBQ ID NG9

ks

Ny oY
Y AN

DPY (VHA23) GenBank. Acceso No, ABOIO4YS (SEQ ID NOOH)

EVQLLER ";‘s{fs‘ﬁi;"x-*"QPa SE R1L \{ AASGFTFSSYAMBWY ROAPGKGLEWVSALS
VI INSKNTLYLG QMNSLRAEDTAVYYCAK

P49 (VH 3-38) GesBank. Acceso No. ABOI9432 SEQ ID NOH9T)

\\\—\ XY na
(PGRILRLSCA

)

Q’%Ri‘ ﬁRih\

SYGMHW Q{}} PG \“ﬁ i\\' VAV

A3 (VH3-T4Y GenBank . Acceso Mo, ABGTS4IT {SEQ ID WO

EVOLVESGOGLVOPGASLRUACAASGETRREVN VRHWVRQAPGKGLYWYSRI
NEDGSSISY ARSVEGRE HBRD’\I AKNTLYLOMNSLRARDTAVYYCAR

RP-4B {VH3-13) GenBank  Acceso NoABOI40 (SEQ 10 N 83}

”\;h?m&f}& ASGFTESSYDMHEWYROATGEGLEWVSAT
KGR TISRENAKNSLYLOMMSLRAGDTAVYYCA LR
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Secuencias de aminoécidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk I

DPKY {332, Vi 1Y GenBank . Acceso No. X39313 (SEQ YD N¢w:o4)

{

A

RASQSISSYLNWYQQNPGKAPKLLIVAASSL
LOPEDFATYYCQQSYSTP

D2 (0% YR 1) GenBank. Acceso No. XED31Z {8EQ ID N(xY5)

SHLSASVGDRVTITCRASOSISSYLNWY QQEPGKAPKLLIVAASSL
MUSGTUFTLHSSLOPEDFATYYOQQSYSTY

GDRVIITCQASQDISNY LNWYQOKPGR APKELLIVDASN
TDFTFTISSLOPEDIATY YCQOVDNLE

DPX 7 (VKL LI5) GenBank  Acceso No. Ki1323 (SEQ ID NOwT)

SIWLAWYQQKPEKAPKST IYAASS
ATYY SHOYNSYE

WA

Secuencias de aminoécidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk IV

DPR

P

;9-3
s
e
e

GepBark Acceso Ne. Z00023 ¢ {SEQ 1D NOuwos)

§
‘\

DIVMTQSPUSLAYS -RSSOSVL Y SENNENY LAWY QUK PGOPPEL
LIYWASTRESGVPDRFSGS G‘Eifl’i‘?‘ 'i? E‘T,f::fb‘ Qr”;ﬁ VAVY YOQQYYSTP

Secuencias de aminoécidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk III
DFX I3 {VR-IIY, L25) GeuBank  Acceso Mo, X72820 (SEQ 1D M98y

R)’X\Q’\;\\f \\Qf,\’f‘b\‘,jx\ qm‘,- e {_"xﬁng,‘;Y{; -
! QpFD“&\ ‘{‘{C(& '\"}\ JLp
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FIG. 15

5T4 de mono titi de cola negra
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<110>

<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

atggattggc tgtggaactt gctattcctg atggcagctg cccaaagtat ccaagcacag
atccagttgg tgcagtctgg acctgagctg aagaagcctg gagagacagt caagatctcc

tgcaaggctt ctggatatac cttcacaaac tttggaatga actgggtgaa gcagggtcca

ISTADO DE SECUENCIAS

WYETH

Boghaert, Erwin

Damle, Nitin

Hamann, Philip

Khandke, Kiran

Kunz, Arthur

Marguette, Kimberly
Tchistiakova, Lioudmila
Gill, Davinder
Sreekumar, Kodangattil

ANTI-5T4 ANTIBODIES AND USES THEREOF

040000-0359813

60/891,248
2007-02-23

60/781,346
2006-03-10

99
PatentIn version 3.4

1
414

‘'DNA

Mus musculus

misc_feature
(1) ..(57)
leader sequence

misc_feature
(58)..(414)
heavy chain variable region

misc_difference
(260)..(260)
n is g or t

1

s

400539977v1 -1-

60

120

180

264



ggagagggtt taaagtggat gggctggata aacaccaaca ctggagagcc aagatatgct
gaagagttca agggacggtn tgccttttct ttggaaacca ctgccagcac tgcctatttg
cagatcaaca acctcaaaaa tgaggacacg gctacatatt tctgtgcaag agactgggac

ggtgcctact tctttgacta ctggggccaa ggcaccacte tcacagtctc ctca

<210> 2

<211> 138

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(19)

<223> leader sequence

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20)..(138)

<223> heavy chain variable region

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..(54)
<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (69)..(85)
<223> CDR2

<220>
<221> MUTAGEN
<222> (87)..(87)

240

300

360

414

<223> Xaa is cystein (C) or phenylalanine (F); this is position 67 with

numbering according to Kabat
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (118)..(127)
<223> CDR3
<400> 2

Met Asp Trp Leu Trp Asn Leu Leu Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15

Ile Gln Ala Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Glu Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 40 45

400539977v1 -2-



Thr

Lys

Glu

Thr

TYY

Gly

Asn Phe
50

Trp Met

Glu Phe

Ala Tyr

Phe Cys

115

Gln Gly
130

<210> 3

<211>
<212>
<213>

381
DNA

<220>

<221>
<222>
<223>

().

<220>

<221>
<222>
<223>

(61)

<400> 3

Gly Met

Gly Trp

Lys Gly
85

Leu Gln
100

Ala Arg

Thr Thr

Mus musculus

misc_feature

. (60)

misc_feature

.. (381)

Asn

Ile

70

Arg

Ile

Asp

Leu

leader sequence

Trp

55

Asn

Xaa

Asn

Trp

Thr
135

val

Thr

Ala

Asn

Asp

120

val

atgaagtcac
agtattgtga
ataacctgca
gggcagtctc
cgcttcactg
gaagacctgg
ggcaccaagc

<210> 4
<211> 127

400539977v1

agacccaggt
tgacccagac
aggccagtca
ctaaactgtt
gcagtggata
cactttattt

tggaaatcaa

cttcgtattt
tcccaaattc
gagtgtgagt
gataaacttt
tgggacggat
ctgtcagcag

a

Lys Gln Gly

Asn Thr Gly
75

Phe Ser Leu
90

Leu Lys Asn
105

Gly Ala Tyr

Ser Ser

light chain variable region

ctactgctct
ctgcttgttt
aatgatgtag
gcaaccaatc
ttcactttca

gattatagct

Pro Gly Glu
60

Glu Pro Arg

Glu Thr Thr

Glu Asp Thr
110

Phe Phe Asp
125

gtgtgtctgg
cagcaggaga
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcac

ctcegtggac

Gly Leu

Tyr Ala
80

Ala Ser
95

Ala Thr

Tyr Trp

tgctcatggg
cagggtgacc
acagaagcca
agtccctaat
tgtgcaggct

gttcggtgga

60

120

180

240

300

360

381

zg,%



<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PRT
Mus musculus

MISC_FEATURE
(1)..(20)

leader sequence

MISC_FEATURE
(21)..(127)

light chain variable region

MISC_FEATURE
(44) ..(54)
CDR1

MISC_FEATURE
(70)..(76)
CDR2

MISC_FEATURE
(109)..(117)
CDR3

4

Met Lys Ser Gln Thr

1

Gly Ala

val Ser

vVal Ser

50

Lys Leu

65

Arg Phe

Thr val

His Gly Ser
20

Ala Gly Asp
35

Asn Asp Val

Leu Ile Asn

Thr Gly Ser
85

Gln Ala Glu
100

400539977v1

Gln

Ile

Arg

Ala

Phe

70

Gly

Asp

val

vVal

val

Trp

55

Ala

Tyr

Leu

Phe

Met

Thr

40

TYyr

Thr

Gly

Ala

val

Thr

25

Ile

Gln

Asn

Thr

Leu
105

Phe

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

TYyY

Leu

Thr

Cys

Lys

TYyr

75

Phe

Phe

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Lys

Ala

45

Gly

Gly

Phe

Gln

Cys

Phe

30

Ser

Gln

val

Thr

Gln
110

val
15

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

95

Asp

Ser

Leu

Ser

Pro

Asn

80

Ser

TYyY

L,‘)(



Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

115
<210> 5
<211> 405
<212> DNA
<213> Mus
<220>
<221> misc
<222> (1).
<223>
<220>
<221> misc
<222> (55)
<223>
<400> 5
atggaatgga
cagctgcagc
aaggcttctg
cagggcecttg
aégttcaagg
‘ctcagcagec
ggctttgact
<210> 6
<211> 135
<212> PRT
<213> Mus
<220>
<221>
<222> (1).
<223>
<220>
<221>
<222>  (19)
<223>
<220>
<221>
<222> (44)
<223> CDR1
<220>
<221>

400539977v1

musculus

_feature

. (54)

leader sequence

_feature
.. (405)

120

heavy chain variable region

ggatctttct cttcatcctg tcaggaactg

agtctagacc

gatacacttt

agtggattgg

gcagggccac

tgacatctga

attggggcca

musculus

MISC_FEATURE

.(18)

leader sequence

MISC_FEATURE

.. (135)

MISC_FEATURE

.. (53)

MISC_FEATURE

tgagctggtg
cactgactat
agégatttat
actgactgca
ggactctgcg

aggcaccact

aagcctgggg
gttataagct
cctggaagta
gacaaatcct
gtctatttct

ctcacagtct

heavy chain variable region

125

caggtgtcca
cttcagtgaa
gggtgaagca
atagtattta
ccagcacagc
gtgcaatggg

cctca

ctcccaggtt
gatgtcctgce
gagaactgga
ttacaatgag
ctacatgcag

gggtaactac

60

120

180

240

300

360

405



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

(68)..(84)

CDR2

MISC_FEATURE

(117)..(124)

CDR3
6

Met Glu Trp

1

His

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

Ala

Tyr

50

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thr
130

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

Gln

Ser
35

val

Gly

Lys

Met

Ala

115

Leu

7
390
DNA

Arg

val

20

val

Ile

Glu

Gly

Gln

100

Met

Thr

Ile

Gln

Lys

Ser

Ile

Arg

85

Leu

Gly

val

Mus musculus

misc_feature

(1)..(66)

Phe

Leu

Met

Trp

Tyr

70

Ala

Ser

Gly

Ser

leader sequence

misc_feature

400529977v1

Leu

Gln

Ser

val

55

Pro

Thr

Ser

Asn

Ser
135

Phe

Gln

Cys

40

Lys

Gly

Leu

Leu

TYTr
120

Ile

Ser
25

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr
105

Gly

Leu

10

Arg

Ala

Arg

Asn

Ala

90

Ser

Phe

Ser

Pro

Ser

Thr

Ser

75

Asp

Glu

Asp

Gly

Glu

Gly

Gly

60

Ile

Lys

Asp

TYr

Thr

Leu

Tyr

45

Gln

TYyYr

Ser

Ser

Trp
125

Ala

val

30

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

110

Gly

Gly

15

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

95

val

Gln

val

Pro

Thr

Glu

Glu

80

Thr

TYY

Gly



<222> (67)..(390)
<223> 1light chain variable region

<400> 7
atggattttc

agaggacaaa
gtcaccttga

cagaagccag
gtcccagctc

atggaggctg

aggtgcagat

ttgttctcac
cctgcactgc

gatcctcccce
gcttcagtgg

aagatgctgc

tttcagcttc

ccagtctccea
cagctcaagt

caaactctgg

cagtgggtct

cacttattac

ggagctgaaa

ctgctaatca

gcaatcatgt
gtaaattcca

atttatagca

gggacctctt

tgccaccagt

gtgcctcagt

ctgcatctct
attacttaca

catccaacct

actctctcac

atcatcgtte

cataatgtcc

aggggaacgg
ctggtaccag

ggcttctgga
aatcagcagc

cccgctcacg

ttcggtgctg ggaccaagct

<210> 8

<211> 130

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(22)

<223> leader sequence

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>  (23)..(130)

<223> 1light chain variable region

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (46)..(56)
<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>  (73)..(79)
<223> CDR2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222>  (112)..(120)

<223> CDR3
<400> 8
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

1 5 10 15

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile
. 20 25 30

400539977v1 -7 -

60

120
180

240

300

360

390



R

Met Ser Ala Ser Leu Gly Glu Arg Val Thr Leu
35 40

Sér Ser Val Asn Ser Asn Tyr Leu His Trp Tyr
50 55

Ser Ser Pro Lys Leu Trp Ile Tyr Ser Thr Ser
65 70 75

Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
' 85 90

Thf Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala
100 105

Gln Tyr His Arg Ser Pro Leu Thr Phe Gly Ala
115 120

Leu Lys
130

<210> 9

<211> 423

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<221> misc_feature
<222> (1) ..(57)

'<223> 1leader sequence

<220>

<221> misc_feature

<222> (58)..(423)

<223> heavy chain variable region

<220>
<221> misc_difference
<222> (347)..(347)

<223> n is g or a

<400> 9
atgctgttgg ggctgaagtg ggttttcttt gttgtttttt

gtgcagcttg ttgagtctgg tggaggattg gtgcagccta.

tgtgcagcct ctggattcac cttcaatacc tacgccatga

ggaaagggtt tggaatgggt tgctcgcata agaagtaaaa

400539977v1 -8-

Thr Cys Thr Ala Ser
45

Gln Gln Lys Pro Gly
60

Asn Leu Ala Ser Gly
80

Thr Ser Tyr Ser Leu
95

Thr Tyr Tyr Cys His
110

Gly Thr Lys Leu Glu
125

atcaaggtgt gcattgtgag
aagggtcatt gaaactctca
actgggtccg ccaggctcca

gtaataatta tgcaacatat

60

120

180

240



tatgccgatt cagtgaaaga caggttcacc atctccagag atgattcaca aagcatgctc

tatctgcaaa tgaacaactt gaaaactgaa gacacagcca tgtattnctg tgtgagacag

tgggattacg acgtcagggc tatgaactac tggggtcaag gaacctcagt caccgtctec

tca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

10

141

PRT

Mus musculus

MISC_FEATURE
(1)..(19)
leader sequence

MISC_FEATURE
(20) ..(141)
heavy chain variable region

MISC_FEATURE
(45)..(54)

.CDR1

MISC_FEATURE

(69)..(87)
CDR2
MUTAGEN

(116) .. (116)

Xaa is cysteine (C) or tyrosine (Y); this is position 91 with
numbering according to Kabat

MISC_FEATURE
(120)..(130)
CDR3

10

Met Leu Leu Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val Val Phe Tyr Gln Gly

1

5 10 15

Val His Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20 25 30

Pro Lys Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

35 40 45

400539977v1 -9-

300

360

420

423



Asn Thr Tyr
50

Glu Trp Val
65

Tyr Ala Asp
Gln Ser Met
Ala Met Tyr

115

Asn Tyr Trp

Ala Met Asn Trp Val

55

Ala Arg Ile Arg Ser

70

Ser Val Lys Asp Arg

85

Arg Gln Ala

Lys Ser Asn

75 -

Phe Thr Ile

90

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu

100

Xaa Cys Val Arg Gln

120

105

Trp Asp Tyr

Gly Gln Gly Thr Ser val Thr Vval

130
<210> 11
<211> 381
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(60)
<223> leader sequence
<220>
<221> misc_feature
<222>  (61)..(381)
<223>
<400> 11
atggagacac attctcaggt
gacattgtga tgacccagtc
atcacctgca aggccagtca
gggcaatctc ctaaactact
cgcttcacag gcagtggatc
gaagacttgg cagattattt
gggaccaagc tggaaataaa
<210> 12
<211> 127

400539977v1

135

ctttgtatac
tcacatattc
ggatgtggat
gatttactgg
tgggacggat
ctgtcagcaa

a

light chain variable region

atgttgctgt
atgtccacat
actgctgtag
gcatccaccc
ttcactctca

tatagcagct

-10 -

Pro Gly Lys Gly Leu

60

Asn Tyr Ala Thr Tyr

80

Ser Arg Asp Asp Ser

95

Lys Thr Glu Asp Thr

110

Asp Val Arg Ala Met

125

Ser Ser
140

ggttgtctgg
cagtaggaga
cctggtatca
ggctcactgg
Ccattagcaa

atccgtacac

tgttgaagga
cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcagtct

gttcggaggg

60

120

180

240

300

360

381

~H



<212>
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PRT
Mus musculus

MISC_FEATURE
(1)..(20)

leader sequence

MISC_FEATURE
(21)..(127)

light chain variable region

MISC_FEATURE
(44)..(54)
CDR1

MISC_FEATURE
(70)..(76)
CDR2

MISC_FEATURE
(109) .. (117)
CDR3

12

Met Glu Thr His Ser

1

Gly val

Thr Ser

val Asp
50

Lys Leu

65

Arg Phe

Asn Val

Glu Gly Asp
20

vVal Gly Asp
35

Thr Ala Vval

Leu Ile Tyr

Thr Gly Ser
85

Gln Ser Glu
100

400539977v1

Gln

Ile

Arg

Ala

Trp

70

Gly

Asp

val

Val

val

Trp

55

Ala

Ser

Leu

Phe

Met

Ser

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

25

Ile

Gln

Thr

Thr

Asp
105

Tyr

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Met

Ser

Cys

Lys

Leu

75

Phe

Phe

-11-

Leu

His

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Ile

Ala

45 .

Gly

Gly

Leu

Gln

Trp

Phe

30

Ser

Gln

val

Thr

Gln
110

Leu

15

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

95

TYyTY

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

80

Ser

Ser



Ser Tyr Pro
115
<210> 13
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo
<400> 13
Gln val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Met His
: 35

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg

<210> 14
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo
<400> 14

Gln val Gln
1

Ser vVal Lys

Tyr Met His
35

400539977v1

Tyr Thr

sapiens

Leu Val

Val Ser

20

Trp Val

Asn Pro

Val Thr

Ser Arg
85

sapiens

Leu Val
5

val Ser
20

Trp Val

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Ser

LyS

Gin

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

120

Gly Ala Glu
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Gly Gly Thr

Arg Asp Thr

Ser Asp Asp
90

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly Ala Glu Vval Lys

10

Ala Ser Gly Tyr Thr

25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

-12-

125

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Lys

Phe

Leu
45

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Pro

Thr
30

Glu

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

TYyYr

Gly
15

Gly

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

TYyY

80

Cys

Ala

Tyr

Met



Gly Trp Ile Asn Pro

50

Gln Gly Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Arg

Ala

Arg

<210> 15
<211> 98
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 15

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

val Gln

Val Lys

Met His

35

Trp Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg

<210> 16
<211> 98
<212> PRT

<213>

<400> 16

400539977v1

85

sapiens

Leu

vVal

20

Trp

Asn

val

Ser

val

Ser

val

Ala

Thr

Ser
85

Homo sapiens

Asn

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Gly

Tle

70

Leu

Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln

55

Thr Arg Asp Thr Ser

Arg Ser Asp Asp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

90

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

75

Thr

val

TYYr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

-13 -

60

Ile Ser Thr

Ala val Tyr

Lys

Thr

Arg

TYyr

60

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ser

ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

TYY

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Phe

Tyr
80

Cys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys



Gln

Ser

Asp

Gly

Gln

65

Met

Ala

val

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Leu

17
98
PRT
Homo

17

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

sapiens

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65"

Met

vVal

Ile

Trp

50

Gly

Glu

400539977v1

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

val

20

Trp

Ser

val

Arg

val

Ser

val

Ala

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly Ala Glu

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ser

25

Thr

Asn

Asn

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Glu
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Asp
90

val

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

-14 -

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala

Lys

Thr

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Lys

Phe

Leu

45

TYr
60

Thr

Ala

Ala

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

TYyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys



Ala Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln val
1

Ser Val

Ser Met

18
98
PRT
Homo

18

Gln

Lys

His
35

Gly Gly Phe

50

Gln Gly Arg

65

Met Glu
Ala Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Met
1

Ser Vval

Tyr Leu

Leu

19
98
PRT
Homo

19

Gln

Lys

His
35

400539977v1

sapiens

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

sapiens

Leu

val
20

Trp

val

Ser

Val

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

Gly

Val

Ala

40

Gly

Glu

Ser

Gly

Ala

Ala
40

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Glu Thr

Asp Thr

Glu Asp
90

val

TvVr

Lys

Ile

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala Glu Val Lys

10

Ser Gly Tyr Thr

25

Pro Gly Gln Ala

-15-

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asp

val

Lys

Phe

Leu
45

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

Thr
30

Glu

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly
15

Tyr

Trp

Ala

Leu

Met

Phe

TYY

80

Cys

Ser

Arg

Met



Gly Trp Ile Thr Pro

50

Gln Asp Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Ser

Ala

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

20
98
PRT
Homo

20

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val
Met
Ile
50

Gly

Glu

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

His

35

Ile

Axg

Leu

21
98
PRT

85

sapiens

Leu

vVal

20

Trp

Asn

vVal

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Homo sapiens

21

400539977v1

Phe Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe

Ile
70

Leu

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

55

Thr Arg Asp Arg Ser

Arg Ser Glu Asp

Ser
Lys
Gln
Gly
55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ala
Ser
25

Pro
Ser

Asp

Glu

90

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

75

Thr

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

-16 -

60

Met Ser Thr Ala Tyr

80

Ala Met Tyr Tyr Cys

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

95

Gly Ala
15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

vVal Tyr

80

Tyr Cys
95



Gln

Sexr

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Met

Val

Val

Trp

50

Glu

Glu

Ala

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

22
98
PRT
Homo

22

Gln vVal Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

400539977v1

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Leu

val

20

Trp

val

val

Ser

val

Ser

val

val

Thr

Ser
85

sapiens

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Serx

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

25

Arg

Asn

Asp

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Met

Asp
90

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp
90

val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

val.

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

-17 -

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Thr

Gly

TYyY

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

TyY

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

TYyY

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Ser

TYyTr

Met

Phe

Tyr
80

Cys



Ala

Arg

<210> 23
<211> 98
<212>. PRT
<213> Homo

<400> 23

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val Gln

vVal Lys

Ile Ser

35

Gly Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg

<210> 24
<211> 98
<212> PRT.
<213> Homo

<400> 24

Glu
1

Thr

Tyr

Val Gln

val Lys

Met His
35

400539977v1

sapiens

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Sex

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

sapiens

Leu

Ile
20

Trp

val
5

Ser

val

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Gln

Cys

Gln

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

val

Ala
40

Ala Glu
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Ala

Asp Lys

Glu Asp
90

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Ala Glu val Lys

10

Ser Gly Tyr Thr

25

Pro Gly Lys Gly

-18 -

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Lys

Phe

Leu
45

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Pro

Thr
30

Glu

Gly Ser
15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Gly Ala
15

Asp Tyr

Trp Met

2\



Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr Ala Glu Lys bhe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Thr
<210> 25
<211> 30

<212> PRT
<213> artificial

<220> .
<223> consensus sequence of human VH1 heavy chain variable region
framework 1

<400> 25

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

20 25 30
<210> 26
<211> 14
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> consensus sequence of human VH1 heavy chain variable region
framework 2

<400> 26

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly

1. 5 10
<210> 27
<211> 32

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

400539977v1 -19 -



<223>

<400>

consensus sequence of human VH1 heavy chain variable region

framework 3

27

Arg val Thr

1

Leu Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

28
101
PRT
Homo

28

Asp Ile Val

1

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

TYyr

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

YT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Asn
35

Lys

Arg

Ser

Ser

29
98
PRT
Homo

29

Glu Ile val

1

400539977v1

Ile

Thr

Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

10

i5

Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20

sapiens

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

sapiens

Met

Thr

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

25

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

val

Ser Leu
10

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

75

Ala val
90

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

val

val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

30

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

10

-20 -

15



Glu
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Arg Ala

Ala Trp
35

Gly Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

val

<210> 30
<211> 98
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 30

Glu

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile vVal

Arg Ala

Ala Trp

35

Gly Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

val

400539977v1

Thr

20

VY

Ser

Gly

Ala

Leu

Gln

Thr

Thr

val
85

sapiens

Met

Thr

20

TYyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

val
85

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

Gln
Ala
Pro
Ile

75

Tyr

Leu
G;n
Ala
Pro
Ile

75

Tyr

-21-

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Sexr

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
395

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Pro



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

31
96
PRT
Homo

31

Glu Ile val

1

Glu

TYTr

Ile

Gly

65

Pro

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ala
35

Gly

Gly

Asp

32
95
PRT
Homo

32

Glu Ile val

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

Ser
65

50

Gly

Ser

400539977v1

sapiens

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Leu

TYTr

Ser

Gly

Ala
85

sapiens

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

-22.

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Leu

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser
30

Arg

Pro
15

Ser

Leu

Gly

Ser

Leu

Arg Phe Ser

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser
95

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Glu
80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu Asp

Phe

<210> 33

<211>

96

<212> PRT

<213>

Homo

<400> 33

Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile TYyTr
50

Giy Ser
65

Pro Glu

<210>
<211>

val

val

Thr

35

Gly

Gly

Asp

34
96

<212> PRT

<213>

Homo

<400> 34

Glu Ile

1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

400539977v1

val

Ala

Ser

35

Gly

Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro

85

sapiens

Met Thr

Thr Leu

20

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala
85

sapiens

Met Thr

Thr Leu

20

Trp Tyr

Ala Ser

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

val

Gln

Ser

Gln

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

TYyr

Ser

Cys

Gln

Arg
55

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Pro

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Pro

Thr

20

Thr

10

Ser

Gly

Ser

Leu

Gln
90

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Leu

Gln

Gln

Ile

-23-

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Asp

Ser

Ser

Ala

Pro
60

Leu

val

Pro

45

Ala

Ser

His

Leu

val

Pro

45

Ala

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Arg

Arg

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser



Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

<210> 35
<211> 95
<212> PRT
<213> Homo
<400> 35
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
.50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

<210> 36
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo
<400> 36

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

400539977v1

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln

Phe

Ala
85

sapiens

Met

Thr

20

TYyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr
20

TYTr

Thr

ile

Gln

70

75

80

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Asn Leu Pro

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Thr Cys Arg

Gln

Lys

90

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys
Gly val

Leu Thr

Gln Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser Ser Leu Ser

10

Ala Ser Gln Ser

25

Pro Gly Lys Ala Pro

40

-4 -

Ala

Ile

Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys
45

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser
30

Leu

95

val Gly

15

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

val Gly

Ser Tyr

Leu Ile



Tyr Ala
50

Ala

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asp
50

Phe

37
95
PRT
Homo
37

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Asp Ile

1

Asp Arg

Ile

38
95
PRT
Homo

38

Gln

val

400539977v1

Ser

Gly

Ala

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr
20

Thr

Ile

Leu

Asp

70

TyrY

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

55

Phe Thr Leu Thr Ile

75

Tyr Cys Gln Gln Ser

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

TYyr

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

90

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Tyr

90

60

Ser Ser Leu Gln Pro

80

Tyr Ser Thr Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

95

val Gly
15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

25

-25.

30



Leu Asn Trp

35

Tyr Asp Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ile

39
95
PRT
Homo
39

Gln

val

Trp

Ala

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Tle
1

Val

40
95
PRT
Homo

40

Gln

400539977v1

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Asn

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr
5

Gln

Leu

Asp

70

TYY

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Gly

Phe

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

val

Thr

Gln
90

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Lys

Ala

Pro

Ile

75

TYyr

Leu

Gln

vVal

Pro

Ile

75

Tyr

Pro
Ser
60

Ser

Asp

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Lys
45

Leu

Leu

Arg Phe Ser

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Gln

Pro
85

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile

Gly

Pro
80

Gly

TYyr

Ile

Gly

Pro
80

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

-26-

15



Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

val

Trp
35

Ala

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Phe

41
95
PRT
Homo
41

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser Gly Ser

65

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe

42
95
PRT
Homo

42

400539977v1

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr

20

TYyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

TYyY

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

VY

-27-

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

TYyY

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

TYyYr

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80



Asp
Asp
Leu
Tyr
Ser

65

Glu

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

43
95
PRT
Homo

43

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

sapiens

Asp Ile Gln Met

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Arg

Ala

Asp

© 50

Gly

Asp

<210>
<211>

400539977v1

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

44
95

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

TYyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Thr

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

-28 -

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val
15

Ser
Leu
Ser
Gln

Ser
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80



<212>
<213>

<400>
Ala TIle

1

Asp Arg
Leu Ala
Tyr Asp
Ser Gly

65

Glu Asp

PRT
Homo

44

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

<210> 45
<211> 327
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 45

Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly val

50

Leu Ser
65

400539977v1

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Gly

Ser

val

Phe

val

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Ser

Ala

val

Ala

55

val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Sexr

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

-29-

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Cys
Lys
30

Leu

Leu

Thr

val

15

Ser

Leu

Sexr

Gln

Ser
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80

Arg

TYyr

sSer

Ser

Thr
80



Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Thr

val

Phe

Thr

130

val

val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
290

400539977v1

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

vVal

Pro

275

Thr

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

val

val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

TYT

Leu

245

Trp

Val

Asp

Asp

TYyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
295

Lys

Pro

val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Pro

Pro

105

Phe

Pro

val

Thr

val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

-30-

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
300

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

vVal

Asp

95

Ala

Pro

vVal

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser



Cys Ser Val

305

Leu Ser Leu

<210> 46
<211> 330
<212> PRT
<213> Homo
<400> 46

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

TYyr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

vVal

400539977v1

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

vVal

Asp

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

310

Ser Leu Gly Lys

325

sapiens

LysS

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val
165

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

vVal

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
170

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

-31-

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
175

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu



Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

TYyTr

TYyr

290

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

sSer

47
330
PRT
Homo

47

Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

35

400539977v1

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Pro

Thr

val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

val

295

Met

Ser

Lys Gly Pro Ser

Gly
20

Pro

5

Gly

val

Thr

Thr

Ala

val

Arg

vVal val Ser val

- 185

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

280

Asp

His

Pro

val

Ala

Ser
40

Glu Tyr Lys Cys

Lys Thr Ile Ser
220

Thr Leu Pro Pro
235

Thr Cys Leu Val
250

Glu Ser Asn Gly
265

Leu Asp Ser Asp

Lys Ser Arg Trp
300

Glu Ala Leu His
315

Gly Lys
330

Phe Pro Leu Ala
10

Leu Gly Cys Leu
25

Trp Asn Ser Gly

-32-

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Pro

val

Ala
45

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

Lys
30

Leu

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tvr

Ser
15

Asp

Thr

Leu

Asn

Gly

Glu
240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Lys

TYyr

Ser

7/0‘5



Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Pro
Lys
-Val
145
TYTr
Glu
His
Lys
Gln
225

Met

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

val

val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

400539977v1

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Phe

Val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

val

val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

val

Ser

Glu

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

-33-

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys

205

Lys

Ser.

Lys

Gln

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn



Asn Tyr Lys
275

Leu Tyr Ser
290

vVal Phe Ser
305

Gln Lys Ser

<210> 48
<211> 357
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223>

<400> 48
caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gctgaagagt
ctgcagatct
gacggtgcct
<210> 49
<211> 119
<212> PRT
<213> Arti
<220>

<223>

<220>

<221>

<222> (23)
<223> CDR1
<220>

<221> MISC
<222>  (50)
<223> CDR2
<220>

400539977v1

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

Lys Leu Thr Vval

280

295

285

300

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
310

Leu Ser Leu Ser Pro

325

ficial

tggtgcaatc

cttctggata

ggcttaagtg

tcaagggacyg

ccagcctgaa

acttctttga

ficial

MISC_FEATURE

.. (35)

_FEATURE
.. (66)

tgggtctgag
taccttcaca
gatgggatgg
gtttgtcttc
ggctgaggac

ctactggggce

315

Gly Lys
330

ttgaagaagc
aactttggaa
ataaacacca
tcecttggaca
actgccgtgt

caaggcaccce

-34 -

derived from human and mouse sequences

ctggggecctce
tgaactgggt
acactggaga
cctctgtcag
attactgtgc

ttgtcacagt

derived from human and mouse sequences

320

agtgaaggtt
gcgacaggcc
gccaagatat
cactgcctat
cagagactgg

ctcecteca

60

120

180

240

300

357



<221> MISC_FEATURE
<222>  (99)..(108)
<223> CDR3
<400> 49
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Phe
20 25 30
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Arg Tyr Ala Glu Glu Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 g5
Ala Arg Asp Trp Asp Gly Ala Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser
115
<210> 50
<211> 357
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 50
caggtgcagc tggtgcaatc tgggtctgag ttgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt
tcctgcaagg cttctggata taccttcaca aactttggaa tgaactgggt gcgacaggcece
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg ataaacacca acactggaga gccaagatat
gctgaagagt tcaagggacg gtttgtcttc tccttggaca cctctgtcag cactgcectat
ctgcagatct ccagcctgaa ggctgaggac actgccgtgt attactgtgc cagagactgg

400539977v1

-35-

60

120

180

240

300



gacggtgcct acttctttga ctactggggc caaggcaccc ttgtcacagt ctcctca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln val
1

Ser Vval

Gly Met

Gly Trp
50

51
119
PRT

Artificial

derived from human and mouse

51

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys Gly Arg

Leu Gln Ile

Ala Arg Asp

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val
115

52
119
PRT

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp

100

Thr

val

Ser

Val

Thr

val

Ser

85

Asp

vVal

Artificial

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Phe
105

sequences

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Phe

Leu

TYyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Asp

LyS

Thr

Gly

Tyr

60

val

Ala

Tyr

derived from human and mouse sequences

52

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

TYyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Gln

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

1

400539977v1

5

10

-36 -

15



Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Phe
20 25 30
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
‘ 35 40 i 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Arg Tyr Ala Glu Glu Phe

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Ile Cys Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg Asp Trp Asp Gly Ala Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 53
<211> 357
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 53
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagce ctggggggtc cctgagactce
tcctgtgecag cctctggata taccttcaca aactttggaa tgaactgggt ccgccagget
ccagggaagg ggctggagtg ggtggcctgg ataaacacca acaccggtga gccaagatat
gctgaagagt tcaagggacg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac accgctgtgt attactgtgc cagagactgg
gacggtgcct acttctttga ctactggggc caaggcaccc ttgtcacagt ctcctca
<210> 54
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences

400539977v1

-37-

60

120

180

240

300

357



<400> 54

Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Asn
35

Ala Trp Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

10

Ser Gly Tyr
25

Pro Gly Lys

Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro Arg

55

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

70

75

val Gln Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Glu
60

Lys Asn Ser

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90
Ala Arg Asp Trp Asp Gly Ala Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 55
<211> 357
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 55
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggggggtc
tcctgtgcag.cctctggata taccttcaca aactttggaa tgaactgggt
ccagggaagg ggctgaagtg gatgggctgg ataaacacca acaccggtga
gctgaagagt tcaagggacg attcaccatc tccctggaca acgccaagtc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac accgctgtgt attactgtgc
gacggtgcct acttctttga ctactggggc caaggcaccce ttgtcacagt

400539977v1

-38-

Gly Gly
15

Asn Phe

Trp Val

Glu Phe

.Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Gln Gly

cctgagactc
ccgccaggcet
gccaagatat
ctcagcctat
cagagactgg

ctccteca

60

120

180

240

300

357



<210> 56

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> derived from human and mouse sequences

<400> 56
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ala Lys Ser Ser Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Asp Trp Asp Gly Ala Tyr Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

115
<210> 57
<211> 321
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> derived from human and mouse sequences

<400> 57

gacatcgtga tgacccagtc tccagactce ctggctgtgt ctctgggcga gagggccacc 60
atcaactgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttggtacca gcagaaacca 120
ggacagcctc ctaagctgct catttacttt gcaaccaatc gectacactgg agtccctgac 180

400539977v1 -39-



cgcttctccg gcagcggatc cggcacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcaggct 240
gaagatgtgg cagtttatta ctgtcagcag gattatagct ctccctggac cttcggtcag 300
ggcaccaagg tggaaatcaa a 321
<210> 58
<211> 107

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> derived from human and mouse sequences

<400> 58

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

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

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

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

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

Glu Asp Val Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 59

<211> 321

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> derived from human and mouse sequences

<400> 59

Gly Ala Cys Ala Thr Cys Gly Thr Gly Ala Thr Gly Ala Cys Cys Cys
1 5 10 15

400539977v1 -4Q -

,7)0”7



Ala

Gly

Gly

Ala

65

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

145

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys
225

Gly

Gly

Ala

50

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

130

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

210

Ala

400539977v1

Thr

Cys

35

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

115

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

195

Thr

Gly

Cys

20

Thr

Ala

Gly

Thr

Gly

100

Ala

Thr

Thr

Ala

Cys

180

Gly

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

85

Cys

Ala

Ala

Thr

Cys

165

Cys

Gly

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

70

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

150

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly
230

Cys

Gly

Gly

55

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

135

Gly

Cys

Cys

Thr

Cys

215

Cys

Ala

Thr

40

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

120

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

200

Thr

Cys

Gly

25

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

105

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

185

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

90

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

170

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

155

Ala

Thr

Gly

Cys

Cys
235

- 41 -

Thr

Thr

Cys

60

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

140

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

220

Ala

Cys
Gly

45

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

125

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

205

Cys

Gly

Cys

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

110

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

190

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

95

Gly

Cys

Thr

Thr

Cys

175

Gly

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

Ala

Ala

80

Thr

Cys

Cys

Thr

Cys

160

Cys

Cys

Gly

Thr

Thr
240

WP



Gly Ala

Ala Thr

Thr Thr

Ala Cys
290

Cys Cys
305

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Ala Gly Ala
245

Thr Ala Cys
260

Ala Thr Ala
275

Cys Thr Thr

Ala Ala Gly

60

107

PRT
Artificial
derived from

60

vVal Met Thr

Glu Arg Ala Thr Ile

val Ala

Tyr Phe
50

20

Trp Tyr Gln
35

Ala Thr Asn

Ser Gly Tyr Gly Thr

65

Glu Asp

val Ala Val
85

400539977v1

Thr

Thr

Gly

Cys

Gly
310

Gly Thr

Gly Thr

Cys Thr
280

Gly Gly
295

Thr Gly

Gly

Cys

265

Cys

Thr

Gly

human and mouse

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

TyrY

Ser Pro

Cys Lys

Lys Pro
40

Tyr Thr
55

Phe Thr

Tyr Cys

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

250

Ala

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala
315

Ala

Cys

Cys

Gly

300

Ala

sequences

Ser

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

-42-

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Gly

Ala

Cys

285

Gly

Thr

val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr Thr Thr
255

Gly Gly Ala
270

Thr Gly Gly

Gly Cys Ala

Cys Ala Ala
320

Ser Leu Gly
15

Ser Asn Asp
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Gln Ala
80

Ser Pro Trp
95

./;705



Thr Phe Gly

<210> 61
<211> 321
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223>

<400> 61
gacatccaga
atcacttgca
ggcaaagccc
cgcttcagcg
gaagattttg
ggcaccaagg
<210> 62
<211> 107
<212> PRT
<213> Arti
<220>

<223> deri
<400> 62

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

val Ala Trp
35

Tyr Phe Ala
50

Ser Gly Ser
65"

400539977v1

Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

ficial

tgacccagtc

aggccagtca

ctaagctcct

gcagcggatc

caacttacta

tggaaatcaa

ficial

ved from

Met Thr Gl

tccatcectcece
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtcagcag

a

n Ser Pro

105

derived from human and mouse sequences

ctgtctgcat ctgtcggaga
aatgatgtgg cttggtatca
gcaaccaatc gctacactgg
ttcactctca ccatcagcag

gattatagct ctccctggac

human and mouse sequences

Ser Ser Leu Ser Ala Ser
10

Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser

20

Tyr Gln Gl

n Lys Pro
40

Thr Asn Arg Tyr Thr

55

Gly Thr Asp Phe Thr

70

25 30

Gly Lys Ala Pro Lys Leu

45

Gly val Pro Ser Arg Phe

60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu

75

-43 -

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcc
cctgcaacct

cttcggtcag

val Gly

15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

60

120

180

240

300

321



Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp

85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 63
<211> 321
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 63
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcece ctgtctgeat ctgtcggaga
atcacttgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttggtatca
ggcaaatccc ctaagctcct gatctatttt gcaaccaatc gctacactgg
cgcttcageg gcagcggatc cggcacagat ttcactctca ccatcagcag
gaagattttg caacttacta ctgtcagcag gattatagct ctccctggac
ggcaccaagg tggaaatcaa a
<210> 64
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 64
Asp Ile GIln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser
20 25 30
val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Leu
35 40 45

Tyr Phe Ala Thr Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe

50 55 60

400539977v1

-44 -

95

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcc
cctgcaacct

cttcggtcag

vVal Gly

15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

60

120

180

240

300

321



Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65

70

75

80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp

85

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp Arg Val Thr Ile

vVal Ala Trp Tyr Gln

35

400539977v1

100
<210> 65
<211> 321
. <212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 65
gacatccaga tgacccagtc
atcacttgca aggccagtca
ggcaaagccce ctaagctcect
cgcttcagcg gcagcggatc
gaagattttg caacttacta
ggcaccaagg tggaaatcaa
<210> 66
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 66

5

20

Thr Cys

tccatcctcece

gagtgtgagt

gatcaatttt

cggcacagat

ctgtcagcag

a

derived from human and mouse

Gln Ser Pro

Gln Lys Pro

40

Lys Ala

105

ctgtctgcat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactctca

gattatagct

derived from human and mouse sequences

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgyg
ccatcagcag

ctcecectggac

sequences

95

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcc
cctgcaacct

cttcggtecag

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

25

30

15

Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

- 45 -

45

60

120

180

240

300

321



Asn Phe Ala Thr Asn

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

55

70

85

75

90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

105

ctgtctgcat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactctca

gattatagct

60

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctcectggac

100
<210> 67
<211> 321
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 67
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgca aggccagtca gagtgtgagt
ggcaaagccc ctaagctcct gatctatttt
cgcttcagecg gcagcggatc cggcacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcagcag
ggcaccaagg tggaaatcaa a
<210> 68
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>

<400> 68

derived from human and mouse sequences

Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

80

Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Trp

95

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccaaac
cctgcaacct

cttcggtcag

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp

400539977v1

20

25

- 46 -

30

60

120

180

240

300

321



Val Ala Trp

35

Tyr Phe Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Tyr Gln Gl

n Lys Pro
40

Thr Asn Arg Tyr Thr

Gly Thr As
70

55

p Phe Thr

Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

100
<210> 69
<211> 321
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 69
gacatccaga tgacccagtc
atcacttgca aggccagtca
ggcaaagccce ctaagctcct
cgcttcagcg gcagcggata
gaagattttg caacttacta
ggcaccaagg tggaaatcaa
<210> 70
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>

<400> 70

tccatcecctcec

gagtgtgagt

gatctatttt

cggcacagat

ctgtcagcag

a

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Asp
90

Glu Ile Lys
105

ctgtctgcat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactctca

gattatagct

Pro Lys Leu
45

Asn Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Ser

derived from human and mouse sequences

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctcecctggac

derived from human and mouse sequences

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Trp
95

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcce
cctgcaacct

cttcggtcag

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

400539977v1

5

10

-47 -

15

60

120

180

240

300

321



Asp Arg Val

Val Ala Trp
35

Tyr Phe Ala
50

Ser Gly Tyr
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 71
<211> 321
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223>

<400> 71
gacatccaga
atcacttgca
ggcaaagccc
cgcttcagcg
gaagattttg
ggcaccaagg
<210> 72
<211> 107
<212> PRT
<213> Arti
<220>

<223>

<400> 72

400539977v1

Thr Ile Thr Cys Lys

20

Tyr Gln Gln Lys Pro

40

Thr Asn Arg Tyr Thr

55

Gly Thr Asp Phe Thr

70

Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Gln Gly Thr Lys Val

100

ficial

tgacccagtc

aggccagtca

ctaagctcct

gcagcggatc

caacttacta

tggaaatcaa

ficial

tccatcctcce

gagtgtgagt

gatctatttt

cggcacagat

ctgtcagcag

a

Ala Ser Gln
25

Gly Lys Ala

Gly vVal Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Asp
90

Glu Ile Lys
105

ctgtctgcat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactttca

gattatagct

-48 -

Ser Val Ser
30

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Ser

derived from human and mouse sequences

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctceectggac

derived from human and mouse sequences

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Trp
95

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcce
cctgcaacct

ctteggtecag

60

120

180

240

300

321

\



Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 49 45
Tyr Phe Ala Thr Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser Ser
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 73
<211> 321
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences
<400> 73
gaaattgtga tgacacagtc tccagccacc ctgtccctgt ctccaggega
ctctcctgca aggccagtca gagtgtgagt aatgatgtgg cttggtacca
gggcaggctc ccaggctgct gatctatttt gcaaccaatc gctacactgg
cgcttctececg gcageggcte cggcacagac ttcactctca ccatcagecag
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag gattatagct ctccctggac
ggcaccaagg tggaaatcaa a
<210> 74
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> derived from human and mouse sequences

400539977v1

-49 -

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagcc
cctgcagect

cttcggtcag

60

120

180

240

300

321



<400> 74

Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

Val Ala Trp

35

Tyr Phe Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Met Thr Gln Ser Pro

Thr Leu Ser Cys Lys
20

Tyr Gln Gln Lys Pro
40

Thr Asn Arg Tyr Thr
55

Gly Thr Asp Phe Thr
70

Ala vVal Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

<210> 75
<211> 321
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223>

<400> 75
gaaattgtga
ctectectgca
gggcaggctc
cgecttcecteeg
gaagattttg
ggcaccaagg
<210> 76
<211> 107
<212> PRT
<213> Arti

400539977v1

100

ficial

tgacacagtc tccagccacc

‘aggccagtca gagtgtgagt

ccaggctget gatctatttt
gcagcggcta cggcacagac
cagtttatta ctgtcagcag

tggaaatcaa a

ficial

Ala Thr Leu
10

Ala Ser Gln
25

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Asp
90

Glu Ile Lys
105

ctgtccectgt
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactctca

gattatagct

-50-

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Ser

derived from human and mouse sequences

ctccaggcga
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcag

ctccecctggac

Pro Gly
15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Trp
95

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagcc
cctgcagcect

cttcggtcag

60

120

180

240

300

321

2\



<220>
<223>

<400>

Glu Ile
1

Glu Arg

val Ala

Tyr Phe
50

derived from human and mouse

76

Val Met Thr

Ala Thr Leu
20

Trp Tyr Gln
35

Ala Thr Asn

Ser Gly Tyr Gly Thr

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln val
1

Ser Val

val Ile

Gly Glu
50

Phe Ala Val
85

Gly Gln Gly
100

77

117

PRT
Artificial

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

TVY

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

derived from human and mouse

77

Gln Leu Val
5

Lys Val Ser
20

Ser Trp Val
35

Ile Tyr Pro

400539977v1

Gln Ser Gly Ala

Cys

Lys

Ala

Arg Gln Ala

Gly Ser

55

40

Asn

Ser
25

Pro

Ser

sequences

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

20

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

sequences

Glu

10

Gly

Gly

Ile

val

TYY

Gln

Tyr

-51-

Lys

Thr

Gly

Tyr
60

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe



Lys Gly Arg val Thr

65

Met Glu Leu Ser Arg

Ala Arg Gly Gly Asn

100

70

85

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 78
<211> 117

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223>

derived from

<400> 78

Glu val
1

Ser Leu

val Ile

Ala Glu

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

400539977v1

Gln Leu

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Tyr

Arg Phe

Met Asn

Gly Gly

100

val Ser
115

val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Pro Gly Ser
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Asn Tyr Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Met Thr Arg Asp

Leu Arg Ser Asp

Tyr Gly Phe Asp

105

human and mouse

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Thr Ser Ile Ser Thr

75

Asp Thr Ala vVal Tyr

90

Tyr Trp Gly Gln Gly

sequences

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp
90

TyY

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

-52.

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Ser

Tyr

Gly
110

Ala

Tyr

95

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Leu

Tyr

95

Thr

Tyr
80

Cys

Leu

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr
80

Cys

Leu

BV



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

79
108
PRT

Artificial

derived from

79

Glu Ile val

1

Glu

Tyr

Tle

Gly

65

Pro

Leu

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

80
108
PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Sexr

Phe

Gly
100

Thr

Leu

TYTr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Artificial

human and mouse

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

TYyr

Thr

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

derived from human and mouse

80

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1

5

sequences

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

sequences

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Ser

Asn

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Thr Ala Ser Ser Ser Val Asn Ser Asn

400539977v1

20

25

-53-

30



TYY

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

His Trp
35

Ser Thr

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
100

81
122
PRT

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gly

Artificial

derived from

81

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Leu

Met

Axrg

val

TYyr

Cys

Arg Leu
20

Asn Trp

35

Ile Arg

Lys Asp

Leu Gln

Ala Arg
100

400539977v1

Val

Ser

val

Ser

Arg

Met

85

Gln

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Gln

Leu

55

Asp

TYTr

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

human and mouse

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Trp

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Asp
105

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Lys
val
Thr
75

Gln

Ile

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys.

sequences

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

val

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Arg

-54 -

vVal

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Ala

Pro

45

Ser

Ser

His

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Met

Lys

Arg

Ser

Arg

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Asn
110

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly
15

Thr

Trp

Ala

Asn

val

95

Tyx

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

val

Asp

Ser

80

Tyr

Trp



Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Vval Ser Ser

115

<210> 82

<211> 122

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> derived from

<400> 82

Glu val Gln Leu Vval

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Ala Met Asn Trp Val
35

Ala Arg Ile Arg Ser

. 50

Ser Val Lys Asp Arg

65

Leu Tyr Leu Gln Met

85
Tyr Cys Ala Arg Gln
100

Gly Gln Gly Thr Leu
115

<210> 83

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 83

400539977v1

120

human and mouse

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Trp

vVal

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

TYY

val
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Asp

105

Ser

sequences

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

90

val

Ser

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Arg

-55-

val

Thr

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Ala

derived from human and mouse sequences

Gln

Phe

Leu

45

TYyY

Ala

Thr

Met

Pro

Asn

30

Glu

TYyY

Lys

Ala

Asn
110

Gly
15

Thr

Trp

Ala

Asn

val

95

TYyY

Gly

Tyr

val

Asp

Ser
80

Tyr

Trp



Asp Ile val

Glu Arg Ala

val Ala Trp
35

Tyr Trp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp VvVal

Thr Phe Gly

<210> 84
<211> 107
<212> PRT

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala val

85

Gln Gly
100

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 84

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp
35

Tyr Trp Ala
50

Ser Gly Ser
65

400539977v1

derived from

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Gln

Asn

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Phe

VY

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

human and mouse

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Leu

55

Phe

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ala

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

sequences

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

-56 -

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Val Ser

Val Asp
30

Lys Leu
45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Tyr

Ala Ser

val Asp
30

Lys Leu
45

Arg Phe

Ser Leu

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

80

Tyr

Gly

Ala

Tle

Gly

Pro
80



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

85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

100 105
85
367
PRT
marmosets

MISC_FEATURE
(1)..(29)
leader sequence

mat_peptide
(30)..(367)
mature peptide - partial sequence

MISC_FEATURE

(30)..(356)
ectodomain
85

Met Pro Gly Gly Cys Ser Arg Gly Pro Ala Ala Gly Asn Gly Arg Leu

-25 -20 ' -15

Arg Leu Ala Arg Leu Ala Leu Val Leu Leu Gly Trp Val Ser Ser Ser

Ser Pro

-10 -5 -1 1

Thr Ser Ser Ala Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala Pro Phe Leu
10 15

Ala Ser Ala Val Ser Ala Gln Pro Leu Leu Pro Gly Gln Cys Pro Ala

20

Leu Cys

25 30 35

Glu Cys Ser Glu Ala Ala Arg Thr Val Lys Cys Val Asn Arg
40 45 50

Asn Leu Thr Glu Val Pro Thr Asp Leu Pro Pro Tyr Val Arg Asn Leu

55 60 65

Phe Leu Thr Gly Asn Gln Leu Ala Val Leu Pro Ala Gly Ala Phe Ala

70 75 80

400539977v1 -57 -



Arg

Arg

100

Arg

Ala

Glu

Arg

Leu

180

Leu

Leu

Leu

Leu

val

260

Met

Leu

val

85

Leu

Gln

Phe

Leu

Ser

165

His

Pro

Ser

Thr

His

245

Phe

vVal

Thr

400539977v1

Pro

Glu

Leu

Ser

Ile

150

Phe

Gly

Arg

Asn

His

230

Asn

Leu

Ala

Cys

Pro

Asp

Asp

Gly

135

Leu

Glu

Leu

Asp

Asn

215

Leu

Gly

Asp

Trp

Ala
295

Leu

val

Leu

120

Ser

Asn

Gly

His

val

200

Ser

Glu

Thr

Asn

Leu

280

Phe

Ala

Gln

105

Ser

Asn

His

Met

Arg

185

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

265

Lys

Pro

Glu

90

Ala

His

Ala

Ile

val

170

Leu

Ala

val

Leu

Ala

250

Pro

Glu

Glu

Leu

Gly

Asn

Ser

Val

155

vVal

Glu

Gln

Ser

His

235

Glu

Trp

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

Val

140

Pro

Ala

Leu

Leu

Leu

220

Leu

Leu

val

Glu

Met
300

Ala

Phe

Leu

125

Ser

Pro

Ala

Ala

Pro

205

Thr

Glu

Gln

Cys

val

285

Arg

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Glu

Leu

Ser

190

Ser

Tyr

Asp

Gly

Asp

270

Val

Asn

-58 -

Asn

95

His

val

Pro

Asp

Arg

175

Asn

Leu

val

Asn

Leu

255

Cys

Gln

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Glu

160

Ala

His

Arg

Ser

Ala

240

Pro

His

Gly

val

Ser
Pro
Ser
Pro
145
Arg
Gly
Phe
His
Phe
225
Leu
His
Met

Lys

Leu
305

Gly

Ser

Pro

130

Leu

Asn

Gly

Leu

Leu

210

Arg

Lys

Val

Ala

Tyr

290

Leu

Ser

Leu

115

Phe

val

Asn

Ala

Tyr

195

Asp

Asn

val

Arg

Asp

275

Gln

Glu



Leu Asn Ser Ala Asp Leu Asp Cys Asp Pro Ile Leu Pro Pro Ser Leu

310 315

320

Gln Thr Ser Tyr Val Phe Leu Gly Ile Val Leu Ala Leu Ile Gly

325

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

330 335
86
420
PRT
Cynomologous monkey

MISC_FEATURE
(1)..(29)
leader sequence

mat_peptide
(30)..(420)

MISC_FEATURE

(30)..(356)
ectodomain
86

Met Pro Gly Gly Cys Ser Arg Gly Pro Ala Ala Gly

Arg Leu

Ser Pro

Ala Ser

20

Leu Cys

-25 -20

Ala Arg Leu Ala Leu Val Leu Leu Gly Trp
-10 . -5

Thr Ser Ser Ala Ser Ser Phe Ser Ser Ser
10 15

Ala Ala Ser Ala Gln Pro Pro Leu Pro Asp
25 30

Glu Cys Ser Glu Ala Ala Arg Thr Val Lys
40 45

Asn Leu Thr Glu Val Pro Thr Asp Leu Pro Leu Tyr

Phe Leu

55 60

Thr Gly Asn Gln Leu Ala Val Leu Pro Ala
70 75

400539977v1 -59-

Asp

val

-1

Ala

Gln

Cys

val

Gly
80

Gly

Ser

Pro

Cys

val

Arg

65

Ala

Arg
-15

Ser

Phe

Pro

Asn

50

Asn

Phe

Leu

Ser

Leu

Ala

35

Arg

Leu

Ala



Arg Arg
85

Arg Leu
100

Arg Gln

Ala Phe

Glu Leu

Arg Ser

165

Leu Gln
180

Leu Pro

Leu Ser

Leu Thr

Leu His

245

Val Phe
260

" Met Val

Leu Thr

400529977v1

Pro

Asp

Leu

Ser

Ile

150

Phe

Gly

Arg

Asn

His

230

Asn

Leu

Thr

Cys

Pro

Glu

Asp

Gly

135

Leu

Glu

Leu

Asp

Asn

215

Leu

Gly

Asp

Trp

Ala
295

Leu

Val

Leu

120

Ser

Asn

Gly

His

val

200

Ser

Glu

Thr

Asn

Leu

280

Phe

Ala

Arg

105

Ser

Asn

His

Met

Leu

185

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

265

Lys

Pro

Glu

90

Ala

His

Ala

Ile

val

170

Leu

Ala

Val

Leu

Ala

250

Pro

Gln

Glu

Leu
Gly
Asn
Ser
val
155
Ala
Glu
Gln
Ser
His
235
Glu
Trp

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

Ile

140

Pro

Ala

Leu

Leu

Leu

220

Leu

Leu

val

Glu

Met
300

Ala
Phe
Leu
125
Ser
Pro
Ala
Ala
Pro
205
Thr
Glu
Gln
Cys
val

285

Arg

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Asp

Leu

Ser

190

Ser

TYyr

Asp

Gly

Asp

270

val

Asn

-60 -

Asn

95

His

TyY

Pro

Asp

val

175

Asn

Leu

val

Asn

Leu

255

Cys

Gln

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Lys

160

Ala

His

Arg

Ser

Ala

240

Pro

His

Gly

val

Ser

Pro

Ser

Pro

145

Arg

Gly

Phe

Tyr

Gly

Ser

Pro

130

Leu

Gln

Arg

Leu

Leu

- 210

Phe

225

Leu

His

Met

Lys

Leu
305

Arg

Lys

val

Ala

Asp

290

Leu

Ser

Leu

115

Phe

vVal

Asn

Ala

Tyr

195

Asp

Asn

val

Arg

Asp

275

Arg

Glu



Leu
Gln
Ile
340
Met
Tyf

Asn

Asn

Ser

310

Thr

325

Phe

His

Arg

Ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ser

Leu

Asn

Tyr

Asp
390

87
420
PRT
Homo

87

Ala

Tyr

Leu

Ile

Glu

375

val

Asp

val

Val

Arg

360

Ile

sapiens

Met Pro Gly Gly Cys

1
Arg
Ser
Ala
Leu
65

Asn

Phe

Leu

Pro

Ser

50

Cys

Leu

Leu

400539977v1

Ala

Thr

35

Ala

Glu

Thr

Thr

Arg

20

Ser

val

Cys

Glu

Gly
100

5

Leu

Ser

Ser

Ser

Val

85

Asn

Leu

Phe

Leu

345

Asp

Asn

Ser

Ala

Ala

Ala

Glu

70

Pro

Gln

Asp

Leu

330

Tyr

Ala

Ala

Arg

Leu

Ser

Gln

55

Ala

Thr

Leu

Cys

315

Gly

Leu

Cys

Asp

Gly

vVal

Ser

40

Pro

Ala

Asp

Ala

Asp

Ile

Asn

Arg

Pro
380

Pro

Leu

25

Phe

Pro

Arg

Leu

val
105

Pro

Val

Arg

Asp

365

Arg

Ala

10

Leu

Ser

Leu

Thr

Pro

90

Leu

Ile

Leu

Lys

350

His

Leu

Ala

Gly

Ser

Pro

val

75

Ala

Pro

-61-

Leu

Ala

335

Gly

Met

Thr

Gly

Trp

Ser

Asp

60

Lys

Tyr

Ala

Pro

320

Leu

Ile

Glu

Asn

Asp

Val

Ala

45

Gln

Cys

val

Gly

Pro

Ile

Lys

Gly.

Leu:

385

Gly

Ser
30

Pro

Cys

val

Arg

Ala
110

Ser

Gly

Lys

Tyr

370

Ser

Arg

15

Ser

Phe

Pro

Asn’

Asn
95

Phe

Leu

Ala

Trp

355

His

Ser

Leu

Ser

Leu

Ala

Arg

80

Leu

Ala



Arg

Arg

Arg

145

Ala

Glu

Arg

Leu

Leu

225

Leu

Leu

Leu

val

Met

305

Leu

Arg

Leu

130

Gln

Phe

Leu

Ser

Gln

210

Pro

Ser

Thr

His

Phe

290

vVal

Thr

400539977v1

Pro

115

Asp

Leu

Ser

Ile

Phe

195

Gly

Arg

Asn

His

Asn

275

Leu

Thr

Cys

Pro

Glu

Asp

Gly

Leu

180

Glu

Leu

Asp

Asn

Leu

260

Gly

Asp

Trp

Ala

Leu

val

Leu

Ser

165

Asn

Gly

Arg

val

Ser

245

Glu

Thr

Asn

Leu

TYr
325

Ala

Arg

Ser

150

Asn

His

Met

Arg

Leu

230

Leu

Ser

Leu

Asn

Lys

310

Pro

Glu

Ala

135

His

Ala

Ile

val

Leu

215

Ala

Val

Leu

Ala

Pro

295

Glu

Glu

Leu

120

Gly

Asn

Ser

val

val

200

Glu

Gln

Ser

His

Glu

280

Trp

Th'r

Lys

Ala

Ala

Pro

val

Pro

185

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

265

Leu

val

Glu

Met

Ala

Phe

Leu

Ser

170

Pro

Ala

Ala

Pro

Thr

250

Glu

Gln

Cys

val

Arg
330

Leu

Glu

Ala

155

Ala

Glu

Leu

Ser

Ser

235

Tyr

Asp

Gly

Asp

val

315

Asn

-62-

Asn

His

140

AsSp

Pro

Asp

Leu

Asn

220

Leu

val

Asn

Leu

Cys

300

Gln

Arg

Leu

125

Leu

Leu

Ser

Glu

Ala

205

His

Arg

Ser

Ala

Pro

285

His

Gly

val

Ser

Pro

Ser

Pro

Arg

190

Gly

Phe

His

Phe

Leu

270

His

Met

Lys

Leu

Gly

Ser

Pro

Leu

175

Gln

Arg

Leu

Leu

Arg

255

Lys

Ile

Ala

Asp

Leu
335

Ser

Leu

Phe

160

val

Asn

Ala

Tyr

Asp

240

Asn

val

Arg

Asp

Arg

320

Glu



Leu

Gln

Ile

Met
385

Tyr

Asn

Asn
Thr
Phe
370
His
Arg

Ser

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

Ser

Ser

355

Leu

Asn

TyY

Asp

88
130
PRT
Homo

88

Gln val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Thr

65

Leu

Ala

val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

400539977v1

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Asp

Ala

340

Tyr

Leu

Ile

Glu

val
420

Asp

val

val

Arg

Ile
405

sapiens

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Ser
100

val

Ser

vVal

Thr

val

Ser

85

Arg

Leu

Phe

Leu

Asp

390

Asn

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Asp

Leu

Tyr

375

Ala

Ala

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Cys

Gly

360

Leu

Cys

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Ser

Asp

345

Tle

Asn

Arg

Pro

Ser

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Pro

val

Arg

Asp

Arg
410

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Asp

Ile

Leu

Lys

His

395

Leu

Leu

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Phe

-63 -

Leu

Ala

Gly

380

Met

Thr

Lys

Thr

Gly

TyrY

60

val

Ala

Trp

Pro

Leu

365

Ile

Glu

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Ser

Pro

350

Ile

Lys

Gly

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Gly

Lys

Tyr

Ser
415

Gly

15

Ser

Trp

Gly

Ala

Tyr

95

TYyY

Leu

Ala

Trp

His

400

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Phe



Tyr Tyr Tyr Tyr Met Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr vVal Thr val
115 120 125

Ser Ser
130

<210> 89

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 _ 45

Ala Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Ala Arg
<210> 90
<211> 98

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 90
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

400539977v1 -64 -



Ala
Ser
Lys
65

Leu

Ala

Met Ser
35

Ala Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Lys

<210> 91
<211> 98
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 91

Gln
1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

val Gln

Leu Arg

Met His

35

val Ile

50
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Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg
<210> 93
<211> 97
<212> PRT

<213> Homo
<400> 93

Glu vVal Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met His
35

Ser Ala Ile
50

400539977v1

sapiens

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Asn Ser

Phe Thr

Asn Ser
85

sapiens

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Gly Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Glu

Cys

Arg

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Asp
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85 90 95
<210> 95
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 95
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

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

400539977v1 -B67 -



Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

<210> 96
<211> 95
<212> PRT
<213> Homo
<400> 96

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Ile

<210> 97
<211> 95
<212> PRT
<213> Homo
<400> 97

Asp Ile Gln
1

400539977v1

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Ser

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

sapiens

Met

Thr
5

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Gln

Pro

40

Thr
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Pro

Ser

60

Ser

Asp

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Leu

Phe
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MARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA O

”

ST
ongs

RESOLUCION Néy

TRADUCCION OFICIAL No. 545/08 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacion se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccién Oficial efectuada el dia 9 de septiembre de 2008 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segiin Resolucién
No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion a WYETH del invento titulado “ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE
LOS MISMOS”. Certificaciéon notarial suscrita por Barbara A. Kiely, Notario

Publico del estado de Nueva Jersey, y legalizaciones subsiguientes.

AM102325 L3

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada para Registros Internacionales de
Wyeth, certifico por la presente que la copia adjunta ha sido comparada con la
Cesion original (para la U.S.S.N. 60/891,248, y cualquier equivalente legal de
la misma en un pais extranjero, para el invento titulado: “ANTICUERPOS
ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMO0S”), fechada el 9 de marzo de 2007 de
Kodangattil R. Sreekumar; y fechada el 19 de marzo de 2007 de Kimberly A.
Marquette, Lioudmila Tchistiakova y Davinder Gill; y fechada el 21 de marzo
de 2007 de Philip Ross Hamann; y fechada el 22 de marzo de 2007 de Erwin
R. Boghaert, Kiran Khandke y ‘Arthur Kunz; y fechada el 23 de marzo de 2007

de Nitin K. Damle a Wyeth y que la citada copia es fiel copia del original.

Dado a los 7 dias del mes de julio de 2008, en Madison, Nueva Jersey,

Estados Unidos de América.
WYETH

(Fdo.) Michelle L. McGowan

Michelle L. McGowan
Asociada para Registros Internacionales

PARA USO EN COLOMBIA
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RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
)
Condado de Morris )

A los 7 dias del mes de julio de 2008, ante mi personalmente
comparecié Michelle L. McGowan, Asociada para Registros Internacionales de
Wyeth, a quien conozco y de quien me consta que es la persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo suscribid, y reconocié ante mi haber suscrito el

mismo.
(Fdo.) Barbara A. Kiely
. Notario Publico
(Sello notarial
en relieve)
[Sello] Barbara A. Kiely ID. 33893

Notario Publico de Nueva Jersey
Mi comision expira el 20 de junio de 2009

X

RESOLUCION Ne. #1478
DR MINJUSTIGIA

MARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA O,

Expediente No: AM102325 L3
Patente

Cesién de Invento

oo

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacién

valida y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por la presente, el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: Erwin R. BOGHAERT

Residencia: 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950
Ciudadania: Bélgica

(2) Nombre Completo del Inventor: Nitin K. DAMLE

Residencia: 53 Stevenson Lane, Upper Saddle River, NJ 07458
Ciudadania: Estados Unidos de América
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(3)

Nombre Completo del Inventor: Philip Ross HAMANN
Residencia: 9 Jacobs Road, Thiells, NY 10984

Ciudadania: Estados Unidos de América

(4)

Nombre Completo del Inventor: Kiran KHANDKE
Residencia: 120 E. Allison Avenue, Nanuet, NY 10954

Ciudadania: Estados Unidos de América

(3)

Nombre Completo del Inventor: Arthur KUNZ
Residencia: 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956

Ciudadania: Estados Unidos de América

(6)

Nombre Completo del Inventor: Kimberly A. MARQUETTE

Residencia: 66 Springfield Street, Apt. #1, Somerville, MA 02143

Ciudadania: Estados Unidos de América

(7)

Nombre Completo del Inventor: Lioudmila TCHISTIAKOVA
Residencia: 19 Abbot Bridge Drive, Andover, MA 01810
Ciudadania: Canada

(8)

Nombre Completo del Inventor: Davinder GILL
Residencia: 20 Charlotte Drive, Andover, MA 01810

Ciudadania: Estados Unidos de América

(9)

Nombre Completo del Inventor: Kodangattil R. SREEKUMAR
Residencia: 140 Parker Road, Plainsboro, NJ 08536

Ciudadania: India

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, Nueva Jersey 07940
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y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones
territoriales y en todos los paises extranjeros, incluidos todos los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento titulado:

ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMOS

e inventado por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los E.U. No. 60/891,248

presentada el: 23 de febrero de 2007

[] Yo/nosotros, el CEDENTE que firma/firmamos a continuacién, por
la presente autorizo/autorizamos y solicito/solicitamos la insercion

anterior del niumero de solicitud y fecha de presentacién, una vez

que éstos se conozcan,
[marcar también si se estéan cediendo solicitud(es) extranjera(s)]
[X] y cualquier equivalente legal de la misma en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reclamar prioridad, incluidas todas y cada una de las
mejoras alli divulgadas, y en y sobre todas las Patentes que hayan de
obtenerse para dicho invento en virtud de la solicitud anterior o cualquier
solicitud provisional, no proVisionéI, de continuacion, divisional, de renovacién
0 sustituta de la misma posteriormente presentada, y respecto de Patentes,

cualquier reemisidn o reexamen de las mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho ni se hard ni se

realizara ninguna cesioén, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesidn.
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El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su propio

nombre, o en nombre del CEDENTE, a su eleccién.

El CEDENTE pacta y acuerda suscribir u obtener cualquier garantia
adicional necesaria del titulo sobre dicho invento y cualquier Patente que
pueda expedirse para el mismo y, en cualquier momento, a solicitud y por
cuenta de la CESIONARIA, entregar cualquier testimonio en cualquier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenientes para perfeccionar el
titulo sobre dicho invento o cualquier Patente que pueda otorgarse para el
mismo a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA,
suscribir cualquier continuacién, continuacién en parte, solicitud divisional, de
renovacion o sustituta de la misma, y en cuanto a Patentes y reemisién o
reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de Patente para
dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
cualesquiera Patentes que se expidan sobre las mismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y hara todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizara todo los actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra

compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualquiera de las anteriores solicitudes a su CESIONARIA.

(Fdo.) Erwin R. Boghaert Marzo 22, 2007
Erwin R. BOGHAERT Fecha
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RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York s
SS:
Condado de Rockiand ¥

A los 22 dias del mes de marzo de 2007, comparecidé personalmente ante mi
Erwin R. BOGHAERT, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdésitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2011

(Fdo.) Nitin K. Damle
Nitin K. DAMLE

Marzo 23, 2007

Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York s
ss:
Condado de Rockland >

A los 23 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi

Nitin K. DAMLE, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JAB085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2011
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(Fdo.) Philip Ross Hamann

Marzo 21, 2007
Philip Ross HAMANN

Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York T
SS:
Condado de Rockland }

A los 21 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi
Philip Ross HAMANN, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocid haber otorgado el mismo,

. por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Janice A. White
Notario Publico

gt

= ﬁ? [Sello] JANICE A. WHITE

s E&% Notario Pablico — Estado de Nueva York
=< No. 01-WH6052604

g e %.5: Habilitada en el Condado de Rockland
<23 _‘, Mi Comisién Expira el 12-26-2010

e o

ZEs

(Fdo.) Kiran Khandke

Marzo 22, 2007
Kiran KHANDKE

Fecha
RECONOQCIMIENTO
Estado de Nueva York >
ss:
Condado de Rockland ¥

A los 22 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi

Kiran KHANDKE, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico
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[Sello] ROSEANN D. JASTROW

NO. 01JA6085816
- HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
Mi COMISION EXPIRA 01-06-2011

(Fdo.) Arthur Kunz

Marzo 22, 2007
Arthur KUNZ Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York }
SS:
. Condado de Rockland T

A los 22 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi

f

Arthur KUNZ, a quien conozco como la misma persona descrita en el

™3 ga instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,
=08

e 2 P

= ;é por su propia voluntad y para los propoésitos alli sefialados.

Vi

E8§

~ 83

i

I8}

(Fdo.) Janice A. White

Notario Publico

[Sello] JANICE A. WHITE

Notario Publico — Estado de Nueva York
No. 01-WH6052604
Habilitada en el Condado de Rockland
Mi Comisién Expira el 12-26-2010

oo

(Fdo.) Kimberly A. Marquette

Marzo 19, 2007
Kimberly A. MARQUETTE Fecha
RECONOQCIMIENTO
Estado de Massachusetts T
SS:

Condado de Middlesex
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A los 19 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi

Kimberly A. MARQUETTE, quien, mediante prueba satisfactoria de identidad en

la forma de una licencia de conduccién, me demostrd ser la persona cuyo

nombre suscribe el instrumento anterior o adjunto, y reconocié haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.

(Fdo.) Florence Ann McColgan
Notario Publico

[Sello] FLORENCE ANN McCOLGAN
NOTARIO PUBLICO
Estado de Massachusetts
Mi comision expira el 29 de marzo de 2007

(Fdo.) Lioudmila Tchistiakova
Lioudmila TCHISTIAKOVA

Marzo 19, 2007

Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Massachusetts }
SS:
Condado de Middlesex ¥

A los 19 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi
Lioudmila TCHISTIAKOVA, quien, mediante prueba satisfactoria de identidad

en la forma de una licencia de conduccién, me demostrd ser la persona cuyo

nombre suscribe el instrumento anterior o adjunto, y reconocié haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Florence Ann McColgan
Notario Publico

[Sello] FLORENCE ANN McCOLGAN
NOTARIO PUBLICO
Estado de Massachusetts
Mi comision expira el 29 de marzo de 2007
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(Fdo.) Davinder Gill Marzo 19, 2007
Davinder GILL Fecha
RECONOQOCIMIENTO
Estado de Massachusetts ¥
SS:
Condado de Middlesex ¥

A los 19 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi
Davinder GILL, quien, mediante prueba satisfactoria de identidad en la forma
de una licencia de conduccién, me demostré ser la persona cuyo nombre
suscribe el instrumento anterior o adjunto, y reconocié haber otorgado el

mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefalados.

(Fdo.) Florence Ann McColgan
Notario Publico

[Sello] FLORENCE ANN McCOLGAN
NOTARIO PUBLICO
Estado de Massachusetts
Mi comisién expira el 29 de marzo de 2007

(Fdo.) Kodangattil R. Sreekumar Marzo 9, 2007
Kodangattil R. SREEKUMAR Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva Jersey }
ss:

Condado de Middlesex }

A los 9 dias del mes de marzo de 2007, comparecié personalmente ante mi
Kodangattil R. SREEKUMAR, a quien conozco como la misma persona descrita
en el instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el

mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.
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(Fdo.) Marilyn Winkler
Notario Publico

[Sello] MARILYN WINKLER
NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
MI COMISION EXPIRA EL 1/25/2012

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento publico ha sido firmado por: Barbara A. Kiely

3. actuando en calidad de:  Notario Publico de Nueva Jersey

4, lleva el sello/timbre de: Barbara A. Kiely, Notario
CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 10 de julio de 2008

8. No. A332876

0. Sello/Timbre:

(Sello del Estado
de Nueva Jersey)

por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA JERSEY

10. Firma

(Fdo.) R. David Rousseau

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacién.

[Lessaload

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segun
Resoluciéon No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia

AN
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)
% 1.  COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA
g 2. giégAEXBiI;IggvSUMENT HAS BEEN SIGNED BRY: @
%: 3. ACTING IN THE CAPACITY OF: - ;@1
@ » NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY %
o R mTER =
. % CERTIFIED E
g 5 AT TRENTON, NEW JERSEY %
@— 6. THE 10TH DAY OF JULY 2008 @
, % 7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER :@4
% 8.  NO. 2332876 %
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AM102325 L3

AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, International Filing Associate of Wyeth, do hereby
certify that the attached copy has been compared with the original Assignment (for
U.S.S.N. 60/891,248, and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the
invention entitled: “ANTI-5T4 ANTIBODIES AND USES THEREOF”) dated March 9,
2007 from Kodangattil R. Sreekumar; and dated March 19, 2007 from Kimberly A.
Marquette, Lioudmila Tchistiakova and Davinder Gill; and dated March 21, 2007 from
Philip Ross Hamann; and dated March 22, 2007 from Erwin R. Boghaert, Kiran Khandke
and Arthur Kunz; and dated March 23, 2007 from Nitin K. Damle to Wyeth and that the

said copy is a true copy of the original.

Dated this 7th day of July, 2008, at Madison, New Jersey, United States of
America.
WYETH

PN cheloe L PO Gavig

Michelle L. McGowan
International Filing Associate
TO BE USED IN COLOMBIA
ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 7th day of July, 2008, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, International Filing Associate of Wyeth, to me known and known to me to be
the individual described in and who executed the foregoing instrument, and she

acknowledged to me that she executed the same. g

) A)»/M/A/é%,

Notary Pubflic /

Barbara A. Kiely ID. 33893
Notary Public of New Jersey
My Commission Fxpires June 20, 2009
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Assignment of Invention

In consideration of the payment. by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable

consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1)

Fuill Name of Inventor: Erwin R. BOGHAERT
Residence: 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950
Citizenship: Belgium

()

Full Name of Inventor: Nitin K. DAMLE
Residence: 53 Stevenson Lane, Upper Saddie River, NJ 07458
Citizenship: United States of America

Full Name of Inventor: Philip Ross HAMANN
Residence: 9 Jacobs Road, Thiells, NY 10984
Citizenship: United States of America

(4)

Full Name of Inventor: Kiran KHANDKE
Residence: 120 E. Allison Avenue, Nanuet, NY 10954
Citizenship: United States of America

Full Name of Inventor: Arthur KUNZ
Residence: 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956
Citizenship: United States of America

(6)

Full Name of Inventor: Kimberly A. MARQUETTE
Residence: 66 Springfield Street, Apt. #1, Somerville, MA 02143
Citizenship: United States of America

(7)

Full Name of Inventor: Lioudmila TCHISTIAKOVA
Residence: 19 Abbot Bridge Drive, Andover, MA 01810
Citizenship: Canada

Full Name of Inventor: Davinder GILL /
Residence: 20 Charlotte Drive, Andover, MA 01810
Citizenship: United States of America

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 8/06 Page 1of 7 Assignment of Invention Provisional Application
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(9) Full Name of Inventor: Kodangattil R. SREEKUMAR
Residence: 140 Parker Road, Plainsboro, NJ 08536
Citizenship: India

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitied:

ANTI-5T4 ANTIBODIES AND USES THEREOF

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in U.S. Provisional Application No. 60/891,248 filed on: February 23, 2007

[] l/we the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion above of
the application number and filing date, when they become known,

[also check if foreign application(s) is(are) also being assigned]
X and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and in
and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance has
been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters patent
for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name, at its
election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary assurance
of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and to, at any
time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in any
interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may be
granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives, and that
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any continuation,
continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters Patent and
reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters Patent for said
invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent issuing thereon
are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful caths or declarations, and do all

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 8/06 Page 20f7 Assignment of Invention Provisional Application
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Patent

lawful acts requisite for procuring the same therein, without further compensation, but at the
expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid

applications to its ASSIGNEE. J ,
Ao~ 322/0 #
Erwi AER Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York
ss:

County of Rockland

On the @"’9 day of )%MLQ, 2007, Erwin R. BOGHAERT personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and for
the purposes set forth.

RNSEANN D. JASTROW | |
| \o 01JA8086816 A % é @ ;/2%)/
BI:' ) ! ) e g /)/__

Notary Public

o ot ot Pt Pt o Pt o ot ot Pt Pt ot o Pt ot St Pt Pt ot ot ot ot ek R Pt ot P ot o Pt Pt Pt P s Pt s s O ot et s ot o ot o ot s ot s ot o o ot o ot s o ot Pt ot ot Pt st et ot Pt

- 3-23-07
Nitin K. DAMLE WV‘% Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York
ss:
County of Rockland
On the Q?’n'Q day of VWLQ 2007, Nitin K. DAMLE personally appeared before

me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own fren will andj for
the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW

NO. 01JA6085816 @Me [
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY ia g )

MMISSION EXPIRES 01-06-20_{{
HYee Notary Publi¢’

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 8/06 Page 30f7 Assignment of Invention Provisional Application
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Philip Réss HAMANN Date

ACKNOWLEDGMENT

State of New York

ss:
County of Rockland

/
Onthe %/ dayof * Psiets 2007, Philip Ross HAMANN personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and for
the purposes set forth.

JANICE £ "WHITE

(votary 'ljublic - Stz - »f New York
0. 01-WHeus 204 jé )
Qualified In Rocki~ ;:nunty
My Commission Expii. :  2.26-20/2_ Notary PUth

sl s ot s s o s s s P o Pt P Pt s s o Pt ot P P ot Pk s Pt Pt ot s Pt Pt P Pt S o s ot ot o Pt Pt ot o Pt ot ot Pt Pt P ot Pt Pt o s ot o ot o o ot et Pt ot P Pt ot ot ot P i et

KW /Z/\s\/\/f//u\, 2 Mozl 17 0 >

Kiran KHANDKE Date

ACKNOWLEDGMENT

State of New York

ss:
County of Rockland

On the R day of Méﬁ 2007, Kiran KHANDKE personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of histher own free will and for
the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY %\ /
MY £ OMMISSION EXPIRES 01.08-20_¢( .
Notary Pu%

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 8/06 Page 40f7 Assignment of invention Provisional Application
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Arthtr KUNZ Date

ACKNOWLEDGMENT

State of New York

ss:
County of Rockland

Onthe << day of /“%LM/ 2007, Arthur KUNZ personally appeared before
me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and for
the purposes set forth.

JANICE A, WHITE
Public - State of New York
Notary No. 01-WH6052604 % /
Quahﬂed ln Rockland County Y, e J&
My Commission Expires 12-26-20 Notary Public

_M%/d/ﬁm/ﬂﬁq} March /9 007

Kimberly A/MARQUETTE T Date

ACKNOWLEDGMENT

State of Massachusetts

7 ss:

County of

. < ﬂ
Onthe / 9 day of /ZQ/LC/‘-/ 2007, before me, personally appeared Kimberly
A. MARQUETTE, proved to me through satisfactory evidence of identity which was
LA a2 to be the person whose name is signed on the preceding or attached
document, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and for
the purposes set forth.

FLORENCE ANN McCOLGAN -
NOTARY PUBLIC . ool T

Commonwaalth of Massachizsatts _
My Commission Explras March 29,2607 Notary Public

o o s ot st ot ot P ot P Pt ot Pt ot et e ot P o P P ot Pt s o Pk s e o ot P ot ot et Pt Pt k. ot ot ok Pt Pt o Pt ot P8 o s ot e s Pt et s o o ot ot s ot o s o o Pt o Pt
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/G Vores, Jood

Lioudmila TCHISTIAKOVA Date

ACKNOWLEDGMENT

State of Massachusetts
Y/ Ss:

County of A 4
Onthe / 9 day of /&/%A' 2007, before me, personally appeared Lioudmila

TCHISTIAKOVA , proved to me through satisfactory evidence of identity which was
“ to be the person whose name is signed on the preceding or attached

document, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and for
the purposes set forth.

FLOREMCE ANN McCOLGAN
NOTARY PUBLIC /
Commonwaalth of Massachusetts "Il

iy Curamission Explres March 29,2007 Notary PUbII c

| e /g[é [9 M tncle 200 7

“pavinder GILL Date

ACKNOWLEDGMENT

State of Massachusetts

7 1 /7, SsS:
County of % //éf%,w

On the / (f day of [ééolé 2007, before me, personally appeared Davinder
GILL, proved to me through satisfactory evidence of identity which was _&r.ceyes.

to be the person whose name is signed on the preceding or
attached document, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth

FLORENCE ANN MeCOLGAN
NOTARY PUBLIC /
C""‘"‘nm 'aalfh of Mwssadwusetts W/ { ﬂ L7

a7

Notary Public

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 8/06 Page 6of7 Assignment of invention Provisional Application
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Kodangattil R. SREEKUMAR Date

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey

: . ss:
County of zéézz Q%K

On the ? A day of %M@’{, 2007, Kodangattil R. SREEKUMAR personally
appeared before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.

<
MARILYN WINKLER
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY
MY COMMISSION EXPIRES 1/25/2000d 4
/ Vi

Notary Public ~

o Bt P ot Pt P ot ot ot Pt Pt P ot ot ot ot ot ot Pt ot Pt i ot Pt ot Pt P Pt ot s Pt ot ot Pt ol Pt ot ot ot Pt Pt P ot s o ot P e et s ot ot Pt ot ot o o P Pt Yo ot B Tt ot $oa S o Tt Tt Pt
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TRADUCCION OFICIAL No. 546/08 de un documento escrito en inglés, el cual

para su identificacion se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccion Oficial efectuada el dia 9 de septiembre de 2008 por Ia Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segin Resolucién

No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion a WYETH del invento titulado “ANTICUERPOS 5T4 Y USOS DE LOS
MISMOS”. Certificacién notarial suscrita por Barbara A. Kiely, Notario Publico

del estado de Nueva Jersey, y legalizaciones subsiguientes.

AM102325

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada para Registros Internacionales de
Wyeth, certifico por la presente que la copia adjunta ha sido comparada con la
Cesion original (para la U.S.S.N. 60/781,346, y cualquier equivalente legal de
la misma en un pais extranjero, para el invento titulado: "ANTICUERPOS 5T4
Y USOS DE LOS MISMOS”), fechada el 31 de marzo de 2006 de Lioudmila
Tchistiakova; y fechada el 5 de abril de 2006 de Kimberly A. Marquette; y
fechada el 6 de abril de 2006 de Erwin R. Boghaert, Philip Ross Hamann y
Arthur Kunz; y fechada el 7 de abril de 2006 de Kiran Khandke; y fechada el

11 de abril de 2006 de Nitin K. Damle a Wyeth y que la citada copia es fiel

copia del original.

Dado a los 7 dias del mes de julio de 2008, en Madison, Nueva Jersey,

Estados Unidos de América.
WYETH

(Fdo.) Michelle L. McGowan

Michelle L. McGowan
Asociada para Registros Internacionales

PARA USO EN COLOMBIA

55\
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RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
)
Condado de Morris )

A los 7 dias del mes de julio de 2008, ante mi personalmente

comparecio Michelle L. McGowan, Asociada para Registros Internacionales de
Wyeth, a quien conozco y de quien me consta que es la persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo suscribié, y reconocié ante mi haber suscrito el

mismo.
(Fdo.) Barbara A. Kiely
Notario Publico
(Sello notarial
en relieve)
[Sello] Barbara A. Kiely ID. 33893

Notario Publico de Nueva Jersey
Mi comisidn expira el 20 de junio de 2009

Expediente No: AM102325 L1
Patente

Cesion de Invento

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacion

valida y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por la presente, el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: Erwin R. BOGHAERT

Residencia: 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950
Ciudadania: Bélgica

(2) Nombre Completo del Inventor: Nitin K. DAMLE

Residencia: 53 Stevenson Lane, Upper Saddle River, NJ 07458
Ciudadania: Estados Unidos de América




MARIA TERESA LARA R.

ee

Traduccién Oficial No. 546/08 - Pagina 3

(3) Nombre Completo del Inventor: Philip Ross HAMANN
Residencia: 9 Jacobs Road, Thiells, NY 10984
Ciudadania: Estados Unidos de América

(4)

Nombre Completo del Inventor: Kiran KHANDKE
Residencia: 120 E. Allison Avenue, Nanuet, NY 10954

[

Ciudadania: Estados Unidos de América
(5) Nombre Completo del Inventor: Arthur KUNZ
Residencia: 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956
Ciudadania: Estados Unidos de América
(6) Nombre Completo del Inventor: Kimberly A. MARQUETTE
Residencia: 66 Springfield Street, Apt. #1, Somerville, MA 02143
E%‘ Ciudadania: Estados Unidos de América
§
i
E 3
§§ (7) Nombre Completo del Inventor: Lioudmila TCHISTIAKOVA
agu
a
2

Residencia: 19 Abbot Bridge Drive, Andover, MA 01810
Ciudadania: Canada

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, Nueva Jersey 07940

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones

territoriales y en todos los paises extranjeros, incluidos todos los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento titulado:

ANTICUERPOS 5T4 Y USOS DE LOS MISMOS
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e inventado por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los E.U. No. 60/781,346

presentada el: 10 de marzo de 2006

[1] Yo/nosotros, el CEDENTE que firma/firmamos a continuacion, por
la presente autorizo/autorizamos y solicito/solicitamos la insercién

anterior del nimero de solicitud y fecha de presentacién, una vez

que éstos se conozcan,
[marcar también si se estan cediendo solicitud(es) extranjera(s)]
[X] y cualquier equivalente legal de la misma en un. pais extranjero,

incluyendo el derecho a reclamar prioridad, incluidas todas y cada una de las
mejoras alli divulgadas, y en y sobre todas las Patentes que hayan de
obtenerse para dicho invento en virtud de la solicitud anterior o cualquier
solicitud provisional, no provisional, de continuacién, divisional, de renovacion
o sustituta de la misma posteriormente presentada, y respecto de Patentes,

cualquier reemision o reexamen de las mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho ni se hara ni se

realizara ninguna cesién, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesidn.

El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su propio

nombre, o en nombre del CEDENTE, a su eleccidn.

El CEDENTE pacta y acuerda suscribir u obtener cualquier garantia

adicional necesaria del titulo sobre dicho invento y cualquier Patente que
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pueda expedirse para el mismo y, en cualquier momento, a sol.icitud y por
cuenta de la CESIONARIA, entregar cualquie»r testimonio en cualquier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenientes para perfeccionar el
titulo sobre dicho invento o cualquier Patente que pueda otorgarse para el
mismo a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA,
suscribir cualquier continuacion, continuacién en parte, solicitud divisional, de
renovacién o sustituta de la misma, y en cuanto a Patentes y reemision o
reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de Patente para
dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
cualesquiera Patentes que se expidan sobre las mismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y hard todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizara todo los actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra

compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualquiera de las anteriores solicitudes a su CESIONARIA.

(Fdo.) Erwin R. Boghaert Abril 6, 2006
Erwin R. BOGHAERT Fecha
RECONOQCIMIENTO
Estado de Nueva York b
ss:
Condado de Rockland }

A los 6 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi

Erwin R. BOGHAERT, a quien conozco como la misma persona descrita en el
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instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Pablico
[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816

HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007

(Fdo.) Nitin K. Damle

Abril 11, 2006
Nitin K. DAMLE Fecha
RECONQCIMIENTO
Estado de Nueva York >
ss:
Condado de Rockland >

A los 11 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi

Nitin K. DAMLE, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocidé haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Janice A. White
Notario Publico
[Sello] JANICE A. WHITE
NOTARIO PUBLICO - ESTADO DE NUEVA YORK
NO. 01-WH6052604
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA EL 12-26-2006

(Fdo.) Philip Ross Hamann Abril 6, 2006
Philip Ross HAMANN Fecha

RECONOCIMIENTO




AR

TRADUCTORA @M<,

JAARIA TERESA LAR

RESOLUGION Mee M1

e

DE MINJUSTIGIA

Traduccion Oficial No. 546/08 - Pagina 7

Estado de Nueva York ¥
SS:
Condado de Rockland ¥

A los 6 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi
Philip Ross HAMANN, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007

(Fdo.) Kiran Khandke Abril 07, 2006
Kiran KHANDKE Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva York T
SS:
Condado de Rockland }

A los 7 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi

Kiran KHANDKE, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocid haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007
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(Fdo.) Arthur Kunz

Abril 06, 2006
Arthur KUNZ Fecha
RECONOQOCIMIENTO
Estado de Nueva York b
SS:
Condado de Rockland }

A los 6 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi

Arthur KUNZ, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow
Notario Publico

[Selio] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007

(Fdo.) Kimberly A. Marquette Abril 05, 2006
Kimberly A. MARQUETTE Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Massachusetts T
SS:
Condado de Middlesex T

A los 5 dias del mes de abril de 2006, comparecié personalmente ante mi
Kimberly A. MARQUETTE, quien, mediante prueba satisfactoria de identidad en

la forma de una licencia de conducciéon, me demostré ser la persona cuyo

nombre suscribe el instrumento anterior o adjunto, y reconocié haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.
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(Fdo.) Lori M. Smith
Notario Publico

[Sello] LORI M. SMITH
Notario Pablico
Estado de Massachusetts
Mi comision expira el 22 de septiembre de 2011

(Fdo.) Lioudmila Tchistiakova Marzo 31, 2006
Lioudmila TCHISTIAKOVA Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de Massachusetts }
ss:
Condado de Middlesex >

A los 31 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
Lioudmila TCHISTIAKOVA, quien, mediante prueba satisfactoria de identidad
en la forma de una licencia de conduccién, me demostré ser la persona Ccuyo
nombre suscribe el instrumento anterior o adjunto, y reconocié haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.

(Fdo.) Lori M. Smith
Notario Publico

[Sello] LORI M. SMITH
: Notario Publico
Estado de Massachusetts
Mi comision expira el 22 de septiembre de 2011

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento publico ha sido firmado por: Barbara A. Kiely
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3. actuando en calidad de:  Notario Publico de Nueva Jersey

4, lleva el sello/timbre de: Barbara A. Kiely, thario
CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 10 de julio de 2008

7. por R. David Rousseau, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A332874

9. Sello/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado (Fdo.) R. David Rousseau
de Nueva Jersey)

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacion.

Broesalop

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segln
Resoluciéon No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

tl

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

I

¢

T

2. THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARA A KIELY

T
il

T

3. ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

il

By

4. BEARS THE SEAL/STAMP OF:
BARBARA A KIELY, NOTARY

gl

|
A

CERTIFIED

i

bl

BRIl

5. AT TRENTON, NEW JERSEY

6. THE 10TH DAY OF JULY 2008

7. BY: R. David Rousseau, NEW JERSEY TREASURER

8. NO. A332874

10. SIGNATURE

it

>
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A
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AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, International Filing Associate of Wyeth, do hereby
certify that the attached copy has been compared with the original Assignment (for
U.S.S.N. 60/781,346, and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the
invention entitled: “5T4 ANTIBODIES AND USES THEREOF”) dated March 31, 2006
from Lioudmila Tchistiakova; and dated April 5, 2006 from Kimberly A. Marquette; and
dated April 6, 2006 from Erwin R. Boghaert, Philip Ross Hamann and Arthur Kunz; and
dated April 7, 2006 from Kiran Khandke; and dated April 11, 2006 from Nitin K. Damle
to Wyeth and that the said copy is a true copy of the original. k

Dated this 7th day of July, 2008, at Madison, New Jersey, United States of
America.

WYETH

(@ L .
Michelle L. McGowan
International Filing Associate
TO BE USED IN COLOMBIA
ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 7" day of July, 2008, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, International Filing Associate of Wyeth, to me known and known to me to be

the individual described in and who executed the foregoing instrument, and she

NP /%

/o Notary Public

acknowledged to me that she executed the same.

Barbara A, Kiely ID. 33893
Notary Public of New Jersey
My Commission Fxpires June 20, 2009



Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable

consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,

ASSIGNOR:

v

(1)  Full Name of Inventor: Erwin R. BOGHAERT
Residence: 93 Ludlam Road, Monroe, NY 10950

Citizenship: Belgium

(2) Fuli Name of Inventor: Nitin

e

K. DAMLE

Residence: 53 Stevenson Lane, Upper Saddle River, NJ 07458
Citizenship: United States of America

(38)  Full Name of Inventor: Philip Ross HAMANN <

Residence: 9 Jacobs Road,

Thiells, NY 10984

Citizenship: United States of America

(4) Full Name of Inventor: Kiran KHANDKE 4

Residence: 120 E. Allison Avenue, Nanuet, NY 10954

Citizenship: United States of America

(5) Full Name of Inventor: Arthur KUNZ /
Residence: 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956

Citizenship: United States o

f America

(6)  Fuli Name of Inventor: Kimberly A. MARQUETTE -

Residence: 66 Springfield Street, Apt. #1, Somerville, MA 02143
Citizenship: United States of America

(7)  Full Name of Inventor: Lioudmila TCHISTIAKOVA -
Residence: 19 Abbot Bridge Drive, Andover, MA 01810

Citizenship: Canada

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms

Madison, New Jersey 07940

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 2/05

Page 1 of 6

Assignment of Invention
Provisional Application
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Patent

; "lr‘ntersaﬁt;or the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,

cluding all rights to claim priority, in and to the invention entitled:
5T4 ANTIBODIES AND USES THEREOF

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in U.S. Provisional Application No. 60/781,346 filed on: March 10, 2006

[ twe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

[also check if foreign application(s) is(are) also being assigned)]
X and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR's name,
at its election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

AssignmentNewApp-Provisional.dot - Rev 2/05 Page 20of 6 Assignment of Invention
Provisional Application
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4/6/o¢.
ErwinmR. BOGHAERT Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
ss:
County of Rockland }
Onthe & day of 2006, Erwin R. BOGHAERT personally appeared

before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW

NO. 01JA6085816 \6 Z
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY QM 9 Q% n—

MY COMMISSION EXPIRES 01-06-200F Notary Bdblic ~__~

4 -11-06

Nitin K. DAMLE Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
ss:

County of  Rockland }
On the // day of W 2006, Nitin K. DAMLE personally appeared
before me, known by me % be the same person described in and who executed the

foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

JANICE A. WHITE

NOTARY PUBLIC - STATE OF NEW YORK
NO 01-WHE052604 m
QUALIFIED I\ ROCKLAND COUNTY /

MY COMMISSION EXPIRES 12-26-20 0& Notary Public

T e et s 0 e ot Pt ot ot e e s gt e et ot ot e P ot Pt o Bt B o g et Bt et o ot . o 2t s s i ot Tt o 0 s s g 2 St P o o e ot ot ot o e P o o
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Phili”c;ss HAMANN"

State of New York }

County of Rockland }

On the é""’day of %“l 2006, Philip Ross HAMANN personally appeared
before me, known by meto be the same person described in and who executed the

foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816 /Q/ )6_/
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY -

MY COMMISSION EXPIRES 01-06-20 &/ 7 Notary Pygé
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Kiran KHANDKE Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
ss:
County of Rockland }

~

On the 7#’ day of 2006, Kiran KHANDKE personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW

- NO. 01JA8085816
FIED IN ROCKLAND COUNTY @4 7, @u
MY COMMISSION EXPIRES 01.06.29 O /? ¥

Notary Pubs¢

AssignmentNewApp-Provisional.dot - Rev 2/05 Page 4016 Assignment of Invention
Provisional Application
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Date i

Arthur KUNZ 7

ACKNOWLEDGMENT
Stateof New York }
ss:
County of  Rockland }
On the / Fv day of %@1 2006, Arthur KUNZ personally appeared before
me, known by me to be tHe same person described in and who executed the foregoing

instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and
for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY

MY COMMISSION EXPIRES ommo};f NoagZPLblieS

ACKNOWLEDGMENT
State of Massachusetts }
ss:
County of \'M CI(U{X&Z }
On the 5 day of /@” / 2006, before me, personally appeared Kimberly

A. MARQUE‘ETE proved to me through satisfactory evidence of identity which was

Driven's licens-nbe the person whose name is signed on the preceding or attached
document, and acknowledged that he/she executed the same, of his’her own free will and
for the purposes set forth.

AssignmentNewApp-Provisional.dot - Rev 2/05 Page 5of 6 Assignment of Invention
Provisional Application




o

L L T e

Docket No: AM102328 L1
Patent

e oprmime e P

L LY o 0w 033/ 06

*Lioudmila TGAISTIAKOVA Date
ACKNOWLEDGMENT
State of Massachusetts }
. ss:
County of ' }
g ~
On the 3/ day of MLLGL_ 2006, before me, personally appeared Lioudmila

ISTIAKOZA, proved to me through satisfactory evidence of identity which was
ALieAo to be the person whose name is signed on the preceding or
aftached document, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.

V /~ Notary Public
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO i
o : . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES q;/-r L
. Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud: (51) Int CI: CO7K 16/00, A61K 39/395, CO7K 14/47
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s)  WYETH
(30) Pricridad ~ (31) No. 32) Fecha (33) Pais

60/781,346 10/03/06 us

60/891,248 23102107 US 1(72) Inventor(es) BOGHAERT, Erwin, R

DAMLE, Nitin, K
y otros

(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  10/10/08 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 20/09/07
- Fecha de presentacion de la solicitud: 09/03/07 N° publicacion: WO/2007/106744

No. de solicitud _ PCT/US2007/063685

(54) Titulo: ~ ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMOS

Reivindicaciones:
' 1. Anticuerpo que se une especificamente al antigeno 5T4 humano, caracterizado porque:
4 (a) comprende un dominio de unién a antigeno de los anticuerpos A1, A2 o A3 murinos;
(b) compite para Ia union a 5T4 con los anticuerpos A1, A2 o A3 murinos:
(c) se une al epitopo de 5T4 unido por los anticuerpos A1, A2 0 A3: o
(d) comprende un fragmento de unién a 5T4 de un anticuerpo de (a)-(c).



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 376
2020

Bogota D.C.,

Doctor(a)
CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado(a) y/o Representante de

WYETH
REFERENCIA Radicacidén No. 8 95703
Solicitud internacional PCT/US2007/063685
Fecha inicio fase nacional 10/10/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn - 416
Oficio No. 8430
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, relne los requisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la golicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Campiase ora pe, D2 JUL. 2009

ALIX CARMENZA ES DE VERGEL
Jefe de la diyisidn de Nuevas Creaciones

jfernand




