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{57) Extracto: La invencion se refiere a anticuerpos monoclonales anti-Factor D humano humanizados, sus secuencias de
aminoacidos y &cido nucleico, las células y vectores que albergan estos anticuerpos y su uso en la preparacion de
composiciones y medicamentos para el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con una activacion excesiva e |
incontrolada de complemento. Estos anticuerpos son Utiles para el diagnéstico, profilaxis y tratamiento de enfermedades.
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Anticuerpos Anti-Factor D Humanizados
Arte Previo de la Invencién

[0001] El sistema de complemento juega un papel central en la
depuracion de complejos inmunitarios y la respuesta inmunitaria a agentes
infecciosos, antigenos externos, células infectadas con virus y células
neoplésicas. No obstante, el complemento se encuentra también implicado
en la inflamacion patolégica y en las enfermedades autoinmunitarias. Por
consiguiente, la inhibicion de la activacién excesiva o incontrolada de la
cascada del complemento podria aportan un beneficio clinico a pacientes

con tales enfermedades y afecciones.

[0002] El sistema de complemento comprende dos vias distintas de
activacion, denominadas las vias clasica y alternativa (V.M. Holers, In
Clinical Immunology: Principles and Practice, ed. R.R. Rich, Mosby Press;
1996, 363-391). La via clésic.a es una cascada dependiente de
calcio/magnesio, la cual se activa normalmente por la formaciéon de
complejos antigeno-anticuerpo. La via alternativa es una cascada
dependiente de magnesio, que se activa por la deposicién y activacion de
.C3 en ciertas superficies susceptibles (por ejemplo, polisacaridos de la
pared celular de levadura y bacterias, y ciertos materiales bio-poliméricos).
La activacion de la via del complemento genera fragmentos biologicamente
activos de proteinas de complemento, por ejemplo C3a, C4a y C3a
anafilatoxinas y complejos de ataque de membrana C5b-9 (MAC -
membrane attack complexes), que median actividades inflamatorias, las
cuales involucran quimiotaxis leucocitaria, activacién de macrofagos,
'neutr(’)ﬁlos, plaquetas, mastocitos y células endoteliales, permeabilidad

vascular, citolisis y lesidn tisular.

[0003] El Factor D es una serina proteasa altamente especifica,

esencial para la activacidn de la via de complemento alternativa. Segmenta
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el factor B ligado a C3b, generando la enzima C3b/Bb, la cual es el
componente activo de las C3/C5 convertasas de la via alternativa. El Factor
D puede ser una diana apropiada para .inhtbicidn, puesto que su
concentracion plasmatica en humanos es muy baja (1.8 pg/ml), y se ha
demostrado que es la enzima limitante para ‘la acfii/acién de la i}ia de
complemento alternativa (P.H. Lesavre and H.J. Miiller-Eberhard. J. Exp.
Med., 1978; 148: 1498-1510; J.E. Volanakis et al., New Eng. J Med., 1985;
312: 395-401).

[0004] Se ha demostrado que la regulacion por disminucion de la
activacion del complemento es efectiva en tratar varias indicaciones
patologicas en modelos animales y en estudios ex vivo, por éjemplo, lupus
eritematoso sistémico y glomerulonefritis (Y. Wang et al., Proc. Natl.
Acad. Sci.; 1996, 93: 8563-8568), artritis reumatoide (Y. Wang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 1995; 92: 8955-8959), bypass cardiopulmonar y
hemodialisis (C.S. Rinder, J. Clin. Invest., 1995; 96: 1564-1572), rechazo
hiperagudo en transplante de drganos (T.J. Kroshus et al., Transplantation,
1995; 60: 1194-1202), infarto del miocardio (J. W. Homeister et al., J.
Immunol., 1993; 150: 1055-1064; H.F. Weisman et al., Science, 1990; 249:
146-151), lesion por reperfusion (E.A. Amsterdam et al., Am. J. Physiol,
1995; 268: H448-H457), y sindrome disneico agudo del adulto (R.
Rabinovici et al., J Immunol., 1992; 149: 1744-1750). Ademas, otras
afecciones inflamatorias y enfermedades complejas
autoinmunitarias/inmunitarias estan también estrechamente asociadas con la
activacion del complemento (V.M. Holers, ibid., B.P. Morgan. Eur. J. Clin.
Invest., 1994: 24: 219-228), incluida la lesion térmica, asma grave, choque
anafilactico, inflamacion intestinal, urticaria, angioedema, vasculitis,
esclerosis miltiple, miastenia grave, glomerulonefritis

membranoproliferativa y sindrome de Sjogren.

[0005] Existe una necesidad de terapéutica con anticuerpos en el

campo de los trastornos mediados por complemento, y los anticuerpos
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humanizados de la presente invencion proveen anticuerpos de alta afinidad

utiles para satisfacer esta necesidad.
Sumario de la Invencion

[0006] La presente invencion se refiere generalmente a anticuerpos
que comprenden las secuencias de dominio variable de cadenas pesadas y
ligeras del anticuerpo murino 166-32, el cual es un anticuerpo capaz de
inhibir las actividades bioldgicas asociadas con el Factor D. Por ejemplo,
con una concentracidn de 18 pg/ml (equivalente a alrededor de 1.5 veces la
concentracion molar del factor D humano en la sangre; relacion molar del
anticuerpo anti-Factor D a Factor D de alrededor de 1.5:1), puede
observarse una inhtbicidn significativa de la actividad de complemento

alternativa por el anticuerpo (véase, por ejemplo, Patente de los Estados

Unidos No. 6,956,107)

[0007] La presente invencidon se refiere igualmente a anticuerpos
humanizados de MAb 166-32 murino. La invencidn incluye las secuencias
de aminoacidos de la cadena variable ligera y pesada de los anticuerpos y
sus correspondientes secuencias de acido nucleico. Otra incorporacién de la

invencion incluye las secuencias CDR de estos anticuerpos.

[0008] Otra incorporacion de la presente invencidon incluye
composiciones que comprenden una anticuerpo de la invencion. En otra
incorporacion, la invencion provee lineas de células y vectores que albergan
las secuencias de anticuerpo de la presente invencion. En un aspecto, la
invencion incluye un método de elaborar y wusar anticuerpos y

composiciones de la invencion.

[0009] Otra incorporacion de la presente invencion es el uso de estos
anticuerpos humanizados para la preparacion de un medicamento o

composicion para el tratamiento de trastornos asociados con una activacion
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de complemento excesiva o incontrolada. Estos incluyen activacion de
complemento durante operaciones de bypass cardiopulmonar; activacion de
complemento debida a isquemia-reperfusion luego de infarto agudo del
miocardio, aneurisma, apoplejia, choque hemorragico, lesion por
aplastamiento, insuficiencia multiorganica, choque hipobolémico, isquemia
intestinal u otros episodios causantes de isquemia. Se ha demostrado asi
mismo que la activacion de complemento estd asociada con enfermedades
inflamatorias tales como quemaduras graves, endotoxemia, choque
septicémico, sindrome disneico del adulto, hemodialisis; choque
anafilactico, asma grave, angioedema, enfermedad de Crohn, anemia
drepanocitica, glomerulonefritis pos-estreptococica y pancreatitis. El
trastorno puede ser el resultado de una reaccidon adversa a medicamentos,
alergia por medicamentos, sindrome de fuga vascular inducida por IL-2 o
alergia a medio de contraste radiografico. Incluye ademas enfermedad
autoinmunitaria tal como lupus eritematoso sistémico, miastenia grave,
artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer y esclerosis multiple. La
activacion de complemento se asocia igualmente con el rechazo de
transplantes. La activacion de complemento se asocia también con
enfermedades oculares tales como degeneracion macular relacionada con la

edad, retinopatia diabética.
Breve Descripcion de las Figuras

[00010] Figuras 1A y IB ilustran la secuencia de aminoacidos de la
Cadena Pesada Variable (Figura 1B) y la Cadena Ligera Variable (Figura
1B) 1 del MAb 166-32 Murino.

[00011] Figuras 2A y 2B ilustran la secuencia de acido nucleico la
Cedena Pesada Variable (Figura 2A) y la Cadena Ligera Variable (Figura
2B) del MAb 166-32 Murino.

[00012] Figura 3 ilustra la comparacion de la cadena pesada del MAb
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166-32 murino.

[00013] Figura 4 ilustra la comparacion de 1a cadena ligera del MAb
166-32 murino.

[00014] Figura 5 ilustra las secuencias de aminoacidos de la Cadena
Pesada Vartable y la Cadena Ligera Variable para cada clon de anticuerpo

humanizado #56, #111, #250 y #416.

[00015] Figura 6 ilustra los resultados del analisis hemolitico para el

clon FAB del anticuerpo humanizado #56, #111, # 250 y #416.

[00016] Figura 7 ilustra la inhibicion de la actividad del complemento
alternativa por clones Fab del anticuerpo humanizado #56, #111, # 250 y
#416.

[00017] Figura 8A-B (estructuras de consenso pesadas variables
(VH)) y Figura 9A-B (estructuras de consenso ligeras variables (VL))
ilustran secuencias de estructuras de consenso humanas de aceptor
ejemplares, que pueden usarse en la practica de la presente invencion con
identificadores de secuencia en la siguiente forma: (Figura 8A-B) estructura
de consenso subgrupo I VH humana menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO:
28), estructura de consenso subgrupo VH humano menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 29-31), estructura de consenso
subgrupo II VH humano menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO: 32),
estructura de consenso subgrupo II VH humano menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 33-35), estructura de consenso
subgrupo III VH humano menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO: 36),
estructura de consenso subgrupo III VH humano menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 37-39), estructura de consenso
subgrupo VII VH humano menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO: 55),

estructura de consenso subgrupo VII VH humano menos regiones
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hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 56-58), estructura de aceptor VH
humano menos CDRs de Kabat (SEQ 1D NO: 40), estructura de aceptor VH
humano menos regiones hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 41-‘42),
estructura de aceptor 2 VH humano menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO:
43) y estructura de aceptor 2 VH humano menos regiones hiper\-iariables
extendidas (SEQ ID NOs: 44-46) y (Figura 9A-B) estructura de consenso
subgrupo | kappa VL humano (SEQ ID NO: 47), estructura de consenso
subgrupo II kappa VL. humano (SEQ ID NO: 48), estructura de consenso
subgrupo 111 kappa humano (SEQ ID NO: 49) y estructura de consenso
subgrupo IV kappa humano (SEQ ID NO: 50).

Descripcion Detallada de la Invencion

Definiciones

[00018] Los términos empleados a todo lo largo de esta solicitud tienen
que interpretarse con el significado tipico y ordinario para los expertos en el
arte. No obstante, los solicitantes desean que a los términos siguientes se les

dé la definicion particular como se indica a continuacion.

[00019] La expresion "sustancialmente idéntica" con respecto a una
secuencia polipeptidica de cadena de anticuerpo puede interpretarse como
una cadena de anticuerpo que exhibe por lo menos 70%, u 80%, o 90% o
95% de identidad de secuencia con la secuencia polipeptidica de referencia.
El término con respecto a una secuencia de dcido nucleico puede
interpretarse como una secuencia de nucledtidos que exhibe por lo menos
alrededor de 85%, o 90%, o 95% o 97% de identidad de secuencia con la

secuencias de acido nucleico de referencia.

[00020] El término "identidad" u "homologia" se interpretarda como
significante del porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia
candidata, que son idénticos con el residuo de una secuencia

correspondiente con la cual se compara, luego de alinear las secuencias ¢
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-
introducir vacios ("gaps'), si es necesario, para lograr la identidad
porcentual maxima para toda la secuencia, y sin considerar cualesquiera
sustituciones conservadoras como parte de la identidad de secuencia. No se
interpretara que las extensiones N- o C-terminales ni las inserciones
reducen la identidad u homologia. Metodos y programas de computador
para el alineamiento son bien conocidos en el arte. La identidad de

secuencia puede medirse usando software de analisis de secuencias.

[00021] El término "anticuerpo” se emplea en el sentido mas amplio vy,
especificamente, cubre anticuerpos monoclonales {incluidos los anticuerpos
monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales y anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos). Los émticuerpos
(Abs) y las inmunoglobulinas (Igs) son glucoproteinas que tienen las
mismas caracteristicas estructurales. Mientras los anticuerpos exhiben
especificidad de union a una diana especifica, las inmunoglobulinas
incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas tipo anticuerpo, las cuales
carecen de especificidad de diana. Los anticuerpos naturales y las
inmunoglobulinas son usualmente glucoproteinas heterotetraméricas de
alrededor de 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L)
idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena pesada tiene en
un extremo un dominio variable (Vy) seguido por un nimero de dominios
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo

(V1) y un dominio constante en su otro extremo.

[00022] Tal como se emplea en esta especificacion, "anticuerpo de
Factor D anti-humano” significa un anticuerpo que se une especificamente
al Factor D humano de tal manera que inhibe o reduce sustancialmente la

activacion de complemento.

[00023] El término "variable", en el contexto de dominio variable de

anticuerpos, se refiere al hecho de que ciertas porciones de los dominios

variables difieren extensivamente en secuencia entre anticuerpos y se

7



WO 2008/055206 PCT/US2007/083172

utilizan en la union y especificidad de cada anticuerpo particular para su
diana particular. No obstante, la variabilidad no estd uniformemente
distribuida a través de los dominios variables de los anticuerpos. Esta se
concentra en tres segmentos denominados regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), también conocidas como regiones
hipervariables (HVRs), tanto en los dominios variables de cadena pesada
como en los de cadena ligera. Las porciones mas altamente conservadas de
los dominios variables se denominan la estructura (FR). Los dominios
variables de cadenas naturales pesadas y ligeras comprenden cada uno
cuatro regiones FR que adoptan en gran medida una configuracion de hoja
("p-sheet configuration"), conectada por tres CDRs, que forman bucles
que conectan y, en algunos casos, forman parte de la estructura de la hoja (3.
Las CDRs en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por
las regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la
formacion del sitio de union a diana de anticuerpos (véase Kabat et al.). Tal
como se emplea en esta especificacion, la numeracion de residuos de
aminoacidos de las inmunoglobulinas se realiza de acuerdo con el sistema
de numeracion de residuos de aminoacidos de inmunoglobulinas de Kabat
et al., (Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institute

of Health, Bethesda, MD. 1987), a menos que se indique lo contrario.

[00024] El término "region hipervariable"; "HVR", o "HV", cuando se
emplea en esta solicitud, se refiere a las regiones de un dominio variable de
un anticuerpo que son hipervariables en bucles definidos estructuralmente
de secuencia y/o forma. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis
regiones hipervariables; tres en el VH (H1, H2, H3), y tres en el VL (L1,
L2, L3). En esta especificacion se encuentran comprendidos y se emplean
un namero de delineamientos de regiones hipervariables. Las Regiones
Determinantes de Complementariedad de Kabat (CDRs) se basan en la
variabilidad de secuencia y son las mas comunmente empleadas (Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Chothia, en

8
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cambio, se refiere a la localizacion de los bucles estructurales (Chothia and
Lesk J Mol Biol. 196:901-917 (1987)). Las regiones hipervariables del
AbM representan un compromiso entre las CDRs de Kabat y los bucles
estructurales de Chothia, y se utilizan por el Oxford Molecular's AbM
antibody modeling software. Las regiones hipervariables de "contacto;‘ se
basan en el analisis de las estructuras cristalinas completas disponibles. Los

residuos de cada una de estas regiones hipervariables se anotan a

continuacion.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
L1 1.24-1.34 L24-1L.34 L26-L.32 L30-L36 |
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L.55
L3 L89-L97 L89-1L.97 L91-1.96 L89-L.96
H1 H31-H35B  H26-H35B  H26-H32 H30-H35B
(Numeracion de Kabat)

HI H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(Numeracion de Chothia)

H2 H50-H65 HS50-H58 H53-H55 H47-HS58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101
[00025] Las regiones hipervariables pueden comprender "regiones

hipervariables extendidas", como sigue: 24-36 o0 24-34 (L1), 46-56 o 50-56
(L2) y 89-97 (L3) enel VL y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-
102 0 95-102 (H3) en el VH. Los residuos del dominio variable se numeran

de acuerdo con Kabat et al., supra para cada una de estas definiciones.

[00026]

dominio variable distintos de los residuos de regio’h hipervariable o los

"Estructura" o residuos "FR" son aquellos residuos de
residuos CDR definidos en esta especificacion.

[00027] - El término "numeracion de residuos de dominio variable
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como en Kabat" o "numeracion de posiciones de aminodcidos como en
Kabat", y sus variaciones, se refiere al sistema de numeracion utilizado para
dominios variables de cadena pesada o para dominios variables de cadena
ligera de la compilaciéon de anticuerpos en Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991). Usando este sistema de
numeracién, la secuencia lineal actual de aminodcidos puede contener
pocds aminoacidos o aminoacidos adicionales que correspondan a un
acortamiento de, o una insercion en, una FR o CDR del dominio variable.
Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un solo
inserto de aminoacidos (residuo 52a de acuerdo con Kabat) después del
residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo, los residuos 82a, 82b,
y 82¢, etc., de acuerdo con Kabat) después del residuo 82 de la FR de
cadena pesada. La numeracion de Kabat de los residuos puede
determinarse para un anticuerpo dado mediante alineacion en las regiones
de homologia de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada

"estandar" de Kabat.

[00028] El sistema de numeracion de Kabat se usa generalmente
cuando se hace referencia a un residuo en el dominio variable
(aproximadamente, residuos 1-107 de la cadena ligera y residuos 1-113 de
la cadena pesada) (por ejemplo, Kabat et al., Sequences of Immunological
Interest. 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). El "sistema de numeracion UE" o "indice UE" se
emplea generalmente cuando se hace referencia a un residuo en una regién
constante de la cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, ¢l indice
UE divulgado en Kabat er al., supra; la region bisagra en el dominio
constante de la cadena pesada es aproximadamente los residuos 216-230
(numeracion EU) de la cadena pesada). El "indice EU como en Kabat" se
refiere a la numeracién de residuos del anticuerpo IgGl EU humano. A
menos que se indique lo contrario en esta especificacion, las referencias a

nimeros de residuos en el dominio variable de anticuerpos significa la
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numeracion de residuos por el sistema de numeracién de Kabat. A menos
que se indique lo contrario en esta especificacion, las referencias a nimeros
de residuos en el dominio constante de anticuerpos significa la numeracion
de residuos por el sistema de numeracion EU (por ejemplo, véase Solicitud
Provisional de los Estados Unidos No. 60/640,323, Cifras para la

numeracion EU).

[00029] El término "fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcion
de un anticuerpo de longitud completa, generalmente la union a la diana o
region variable. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen los
fragmentos Fab, Fab', F(ab"), y Fv. La expresion "fragmento funcional o
analogo" de un anticuerpo es un compuesto que tiene actividad biologica
cualitativa en comun con un anticuerpo de longitud completa. Por ejemplo,
un fragmento funcional o analogo de un anticuerpo de Factor D anti-
humano es uno que puede unirse al Factor D de tal manera que impida o
reduzca sustancialmente la activacion de complemento. Tal como se emplea
en esta especificacion, "fragmento funcional" con respecto a anticuerpos, se
refiere a fragmentos Fv, F(ab) y F(ab'),. Un fragmento "Fv" es el fragmento
de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y union a
diana completo. Esta region consta de un dimero de un dominio variable de
una cadena pesada y una cadena ligera en asociacion no covalente estrecha
(dimero Vy -Vi). Es en esta configuracion que las tres CDRs de cada
dominio variable interactian para definir un sitio de unién a diana en la
superficie del dimero Vy; -V,. Colectivamente, las seis CDRs confieren al
anticuerpo especificidad de unién a diana. No obstante, incluso un solo
dominio variable (o la mitad de un Fv que comprenda Unicamente tres

CDRs especificas para una diana) tiene la capacidad de reconocer y unirse a

la diana. Fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena unica" o "sFv
comprenden los dominios Vy y V, de un anticuerpo, en donde estos
dominios estan presentes en una sola cadena polipeptidica. Generalmente,
el polipéptido Fv comprende ademdas un conector polipeptidico entre los

dominios Vy y VL que permite que el sFv forme la estructura deseada para
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la union a la diana.

[00030] El fragmento Fab contiene el dominio constante de la cadena
ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los
fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por la adiciéon de unos
cuantos residuos en el término carboxilo del dominio de cadena pesada
CHI, incluidas una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo. Los
fragmentos F(ab') se producen por escision del puente disulfuro en las
cisteinas de la bisagra del producto de digestiobn con pepsina F(ab"),.
Acoplamientos quimicos adicionales de fragmentos de anticuerpo son

conocidos por las personas de habilidad ordinaria en el arte.

[00031] El término "anticuerpo monoclonal”, como se emplea en esta
especificacion, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que componen la poblacion son idénticos, excepto por posibles
mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos,
dirigiéndose contra un solo sitio diana. Mas aun, en contraste con
preparaciones de anticuerpos (policlonales) que, tipicamente, incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un solo determinante en la
diana. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos en el sentido de que pueden sintetizarse mediante el cultivo de
hibridomas, incontaminados por otras inmunoglobulinas. El calificativo
"monoclonal" indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una
poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no tiene que
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo por algin
método particular. Por ejemple, los anticuerpos monoclonales para uso con
la presente invencion pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos en
bacteriofagos, usando técnicas bien conocidas. Los anticuerpos

monoclonales parentales a usarse de acuerdo con la presente invencion
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pueden elaborarse por el método del hibridoma, descrito por primera vez
por Kohler and Milstein, Nature 256, 495 (1975), o pueden elaborarse por

métodos recombinantes.

[00032] Formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por
egjemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulina o sus fragmentos (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab"), u otras
subsecuencias de union a diana de anticuerpos), que contienen una
secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana. En
general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la
totalidad de por lo menos uno y, tipicamente dos, dominios variables, en los
cuales todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a

aquellas de una inmunoglobulina no humana, y todas o sustancialmente

. todas las regiones FR son las de una secuencia de consenso de

inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado puede contener
ademas por lo menos una porciébn de una region constante (Fc) de
inmunoglobulina, tipicamente la de una plantilla de inmunoglobulina

humana elegida.

[00033] Meétodos para humanizar anticuerpos no humanos son bien
conocidos en el arte. Generalmente, un anticuérpo humanizado tiene uno o
mas residuos de aminoacidos introducidos en él de una fuente que es no
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan a
menudo residuos de "importacion”, los cuales se toman tipicamente de un
dominio variable de "importacién". La humanizacion puede realizarse
esencialmente siguiendo el método de Winter y colegas [Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann er al., Nature, 332:323-327
(1988); Verhoeyen ef al., Science, 239:1534-1536 (1988)], sustituyendo

CDRs o secuencias CDR por las secuencias correspondientes de un
anticuerpo humano. En consecuencia, tales anticuerpos "humanizados" son
anticuerpos quiméricos (Patente de los Estados Unidos No. 4,816,567), en

donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha
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sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En
la practica, anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos
en los cuales algunos residuos CDR y, posiblemente, algunos residuos FR

se sustituyen con residuos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

[00034] La eleccion de dominios variables humanos, ligeros y
pesados, para usarlos en elaborar los anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad y/o la respuesta HAMA
(anticuerpo-antiraton humano) cuando el anticuerpo se destina a uso
terapéutico humano. La reduccién o eliminacion de una respuesta HAMA
es generalmente un aspecto significativo del desarrollo clinico de agentes
terapéuticos apropiados. Véase, por ejemplo, Khaxzaeli et al., J. Natl.
Cancer Inst. (1988), 80:937; Jaffers et al., Transp]antatidn (1986), 41:572;
Shawler et al., J. Immunol. (1985), 135:1530; Sears et al., J. Biol. Response
Mod. (1984), 3:138; Miiler et al., Blood (1983), 62:988; Hakimi et al., J.
Immunol. (1991), 147:1352; Reichmann et al., Nature (1988), 332:323;
Junghans et al., Cancer Res. (1990), 50:1495. Como se describe en esta
especificacion, la invencién provee anticuerpos que se humanizan de modo
que la respuesta HAMA se reduzca o elimine. Variantes de estos
anticuerpos pueden obtenerse ademas usando métodos rutinarios conocidos
en el arte, algunos de los cuales se describen a continuacion con mas
detalle. De acuerdo con el denominado método de "ajuste 6ptimo”, se criba
la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor contra toda la
biblioteca de secuencias de dominio variable humanas conocidas. La
secuencia de dominio V humana que es mas proxima a la del roedor se
acepta entonces como la region estructura (FR) humana para el anticuerpo

humanizado Sims ef al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J.

Mol. Biol., 196:901 (1987). Otro método usa una region estructura

particular derivada de la secuencia de consenso de todos los anticuerpos
humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras y pesadas. El mismo

marco puede utilizarse para varios anticuerpos humanizados diferentes

“(Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta er al., J.
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Immunol., 151:2623 (1993)).

[00035] Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo,
como se describe en esta especificacion, puede servir como secuencia de
partida (parental) para la diversificacion de la secuencia(s) de la estructura

y/0 secuencia(s) hipervariable(s). Una secuencia de estructura seleccionada,

a la cual se conecta una secuencia hipervariable de partida, se designa en

esta especificacion como una estructura humana de aceptor. Aunque las
estructuras humanas de aceptor pueden ser, o derivarse, de una
inmunoglobulina humana (las regiones VL y/o VH de la misma), las
estructuras humanas de aceptor pueden ser o derivarse de una secuencia de
estructura de consenso humana, ya que se ha demostrado que tales
estructuras poseen una inmunogenicidad minima, o ninguna, en pacientes
humanos. Una "estructura humana de aceptor" para los propdsitos
contemplados en esta especificacion es una estructura que comprende la
secuencia de aminoacidos de una estructura VL. o VH derivada de una
estructura de inmunoglobulina humana, o de una estructura de consenso
humana. Una estructura humana de aceptor "derivada de" una estructura de
inmunoglobulina humana o estructura de consenso humana pueden
comprender su misma secuencia de aminoacidos, o pueden contener
cambios de secuencia de aminoacidos pre-existentes. Donde los cambios de
aminoacidos pre-existentes estan presentes, preferiblemente no mas de 5 y
preferiblemente 4 o menos, o 3 o menos, cambios de amino-acidos pre-
existentes estan presentes. En una incorporacion, la estructura humana de
aceptor VH es idéntica en secuencia a la secuencia de la estructura de
inmunoglobulina humana VH o secuencia de estructura de consenso
humana. En una incorporacion, la estructura humana de aceptor VL es
idéntica en secuencia a la secuencia de estructura de inmunoglobulina
humana VL o la secuencia de estructura de consenso humana. Una
"estructura de consenso humana" es una estructura que representa el residuo
de aminoacidos de ocurrencia mas comun en una seleccion de secuencias de

estructura VL o VH de inmunoglobulina humana. Generalmente, la
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seleccion de secuencia VL o VH de inmunoglobulina humana es de un
subgrupo de secuencias de dominio‘variable. Generalmente, el subgrupo de
secuencias es un subgrupo como en Kabat ef al. En una incorporacion, para
el VL, el subgrupo es un subgrupo kappa I como en Kabat et al. En una
incorporacion, para el VH, el subgrupo es el subgrupo III como en Kabat ef

al.

[00036] Donde el aceptor se deriva de una inmunoglobulina humana,
se puede seleccionar opcionalmente una secuencia de estructura humana
que se selecciona con base en su homologia con la secuencia de estructura
de donador alineando la secuencia de estructura de donador con varias
secuencias de estructura humana en un conjunto de de secuencias de
estructura humana, y seleccionar la secuencia de estructura mas homologa
como el aceptor. La estructura humana del aceptor puede ser o derivarse de
secuencias de linea germinal de anticuerpo humano disponibles en las bases

de datos publicas.

[00037] En una incorporacion, las estructuras de consenso humanas
contempladas en esta especificacidon son, o se derivan, de secuencias de
estructura de consenso del subgrupo VII VH y/o subgrupo I kappa VL.
() A

[00038§] En una Iincorporacién, la plantilla de estructura humana
utilizada para la generacion de un anticuerpo anti-Factor D puede
comprender secuencias de estructura de una plantilla que incluye una
combinacion de VI-4.1b+ (familia VH7) y JH4d para la cadena VH (Figura
3) y/o una combinacion de DPK4 (familia VKI) y JK2 para la cadena VL
(Figura 4).

[00039] Por consiguiente, la estructura humana del aceptor VH puede

comprender uno, dos, tres o la totalidad de las siguiente secuencias de

estructura: FR1 que comprende QX,QLVQSGX2ELKKPGASVKVSCKAS
(aminoacidos 1-25 de SEQ ID NO: 27), en donde X;eslo V, X, esPo S;
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FR2 que comprende WVX;QAPGQGLE (aminoacidos 36-46 de SEQ ID
NO: 27), en donde X; es K o R; FR3 que comprende
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAX,;YYCX;R (aminoacidos 67-98
de SEQ ID NO: 27), en donde X; es T o V, X5 es E o A; FR4 que
comprende WGQGTLVTVSS (éminoécidos 105-115 de SEQ ID NO: 8 o
aminoacidos 105-115 de SEQ ID NO: 27)

[00040] Ejemplos de estructuras de consenso VH incluyen:

estructura de consenso de subgrupo I VH humana menos CDRs de Kabat
(SEQ ID NO:28);

estructura de consenso de subgrupo I VH menos regiones hipervariables
extendidas (SEQ ID NOs: 29-31);

estructura de consenso de subgrupo I VH humana menos CDRs de Kabat

(SEQ ID NO: 32);

“estructura de consenso de subgrupo II VH humana menos regiones

hipervariables extendidas (SEQ ID NOs: 33-35);

estructura de consenso de subgrupo III VH humana menos CDRs de Kabat
(SEQ ID NO:36);

estructura de consenso de subgrupo III VH humana menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 37-39);

estructura de consenso de subgrupo VII VH humana menos CDRs de Kabat
(SEQ ID NO:55);

estructura de consenso de subgrupo VII VH humana menos regiones
hipervariables extendidas (SEQ ID NO: 56-58);

estructura de aceptor VH humana menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO: 40);
estructura de aceptor VH humana menos regiones hipervariables extendidas
(SEQ ID NOs: 41-42);

estructura de aceptor 2 VH humana menos CDRs de Kabat (SEQ ID NO:
43); 0

estructura de aceptor 2 VH humana menos regiones hipervariables

extendidas (SEQ ID NOs: 44-45).
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[00041] En una incorporacidn, la estructura humana de aceptor VH
comprende una, dos, tres o la totalidad de las siguientes secuencias de
estructura:

FR1 que comprende QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKAS
(aminoacidos 1-25 de SEQ ID NO: 8),

FR2 que comprende WVRQAPGQGLE (aminoacidos 36-46 de SEQ ID
NO: 8),

FR3 que comprende RFVEFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCER
(aminodcidos 67-98 de SEQ ID NO: 8),
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCE (aminoacidos 67-97 de
SEQ ID NO: 8), |
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYC (aminoacidos 67-96 de
SEQ ID NO: 8),

RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCS (SEQ ID NO: 51), 0
RFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCSR (SEQ ID NO: 52)

FR4 que comprende WGQGTLVTVSS (aminoacidos 105-115 de SEQ ID
NO: 8 0 aminoacidos 105-115 de SEQ ID NO: 27).

[00042] La estructura humana de aceptor VL. comprende una, dos, tres
o la totalidad de las siguientes secuencias de estructura:

FR1 que comprende DIQX,TQSPSSLSX;SVGDRVTITC (aminoacidos 1-
23 de SEQ ID NO: 26), en donde Xqes Vo M, X;es Mo A;

FR2 que comprende WYQQKPGKXPKLLIXy (aminoacidos 35-49 de
SEQ ID NO: 26), en donde Xges P o V, Xoes S 0 Y;

FR3 que comprende GVPSRFSX,,SGSGX;DFTLTISSLQPEDVATYYC
(aminoacidos 57-88 de SEQ ID NO: 26), en donde Xjges S0 G, X ;es Ao
T;

FR4 que comprende FGQGTKX ;EIK (SEQ ID NO: 54), en donde X, es
Vol.

[00043] Ejemplos de estructuras de consenso VL incluyen:

estructura de consenso de subgrupo I kappa VL humana (SEQ [D NO: 47);
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estructura de consenso de subgrupo Il kappa VL humana (SEQ ID NO: 48);
estructura de consenso de subgrupo III kappa VL humana (SEQ ID NO:
49); o

estructura de consenso de subgrupo IV kappa VL humana (SEG ID NO: 50)

100044] En una incorporacion, la estructura humana de aceptor VL
puede comprender una, dos, tres o la totalidad de las siguientes secuencias
de estructura:

FR1 que comprende DIQVTQSPSSLSASVGDRVTITC (aminoacidos 1-23
de SEQ ID NO: 7),

FR2 que comprende WYQQKPGKVPKLLIS (aminoacidos 35-49 de SEQ
ID NO: 7),

FR3 que comprende GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC
(aminoacidos 57-88 de SEQ ID NO: 7),

FR4 que comprende FGQGTKLEIK (aminoacidos 98-107 de SEQ D NO:
7), 0o FGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 53).

[00045] Aunque ¢l aceptor puede ser idéntico en secuencia a la
secuencia de estructura humana seleccionada, sea de una inmunoglobulina
humana o estructura de consenso humana, la presente invencion contempla
que la secuencia de aceptor puede comprender sustituciones de
aminoacidos pre-existentes, relativas a la secuencia de inmunoglobulina
humana o secuencia de estructura de consenso humana. Las sustituciones
pre-existentes son preferiblemente minimas; usualmente cuatro, tres, dos o
una diferencias de aminodcidos, Unicamente relativas a la secuencia de

inmunoglobulina humana o secuencia de estructura de consenso.

[00046] Residuos de region hipervariable del anticuerpo no humano se
incorporan en las estructuras humanas de aceptor VL y/o VH. Por gjemplo,
se pueden incorporar residuos correspondieﬂtes a los residuos CDR de
Kabat, los residuos de bucles hipervariables de‘Chothia, los residuos Abm,

y/o residuos de contacto. Opcionalmente, se incorporan los residuos de
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regiones hipervariables extendidas, en la siguiente forma: 24-34 (L1), 50-56
(L2) y 89-97 (L3), 26-35 (H1), 50-65 o 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-
102 (H3).

[00047] En un aspecto, la invencion provee un anticuerpo que
comprende por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs
seleccionadas de (a) una HVR-H1 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID
NO: 25; (b) una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 14; (¢) una HVR-H3 que comprende la secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 20; (d) una
HVR-L1 que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 16;
(e) una HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO: 24; y (f) una HVR-L3
que comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada de SEQ ID NO:

18, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 19.

[00048] En un aspecto, la invencién provee un anticuerpo anti-Factor
D que comprende por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis HVRs
seleccionadas de (a) una HVR-HI que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
06%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoécidos seleccionada de SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 25; (b) una
HVR-H2 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad
de secuencia con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; (c¢) una
HVR-H3 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo
menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad
de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ 1D
NO; 15 y SEQ ID NO: 20; (d) una HVR-L1 que comprende una secuencia
de aminodcidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia con una secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 16; (e) una HVR-L2 que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ 1D NO: 17, SEQ ID NO;
21 y SEQ ID NO; 24; y (f) una HVR-L3 que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 90%,91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID
NO: 19. En algunas incorporaciones, una HVR con una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia contiene sustituciones,
inserciones, o eliminaciones (deleciones) relativas a la secuencia de
referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de
aminoacidos conserva la capacidad de unirse al Factor D. En algunas
incorporaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado,
o eliminado en la secuencia de referencia seleccionada del grupo
conformado por SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO; 15, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO; 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
22 y SEQ ID NO: 24. En algunas incorporaciones, la invencion provee un
anticuerpo que comprende por lo menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis
HVRs seleccionadas de (a) una HVR-H! que comprende la secuencia de
amino4cidos seleccionada de SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 25; (b) una
HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;
(c) una HVR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada
de SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 20; (d) una HVR-L1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; (e) una HVR-L2 que
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO:24; y (f) una HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO;
22 y SEQ ID NO: 19.
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[00049] En un aspecto, la invencion provee un anticuerpo que
comprende un dominio variable de cadena pesada seleccionado de SEQ 1D
NO: 6, SEQ ID NO: 8§, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12. En un aspecto, la
invencion provee un anticuerpo que comprende un dominio variable de
cadena ligera seleccionado de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
9 y SEQ ID NO: 11. En un aspecto, la invencién provee un anticuerpo que -
comprende un dominio variable de cadena pesada que contiene SEQ ID
NO: 6. En un aspecto, la invencién provee un anticuerpo que comprende un
dominio variable de cadena ligera que contiene SEQ ID NO: 5. En un
aspecto, la invencion provee un anticuerpo que comprende un dominio
variable de cadena pesada que contiene SEQ ID NO: 6 y un dominio
variable de cadena ligera que contiene SEQ ID NO: 5. En un aspecto, la
invencion proveé un anticuerpo que comprende un dominio variable de
cadena pesada que contiene SEQ ID NO: 8. En un aspecto, la invencidn
provee un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena ligera
que contiene SEQ ID NO: 7. En un aspecto, la invencion provee un
anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que
contiene SEQ ID NO: 8 y un dominio variable de cadena ligera que
contiene SEQ ID NO: 7. En un aspecto, la invencion provee un anticuerpo
que comprende un dominio variable de cadena pesada que contiene SEQ ID
NO: 10. En un aspecto, la invencion provee un anticuerpo que comprende
un dominio variable de cadena ligera que contiene SEQ ID NO: 9. En un
aspecto, la invencion provee un anticuerpo que comprende un dominio
variable de cadena pesada que contiene SEQ ID NO: 10 y un dominio
variable de cadena ligera que contiene SEQ ID NO: 9. En un aspecto, la
invencion provee un anticuerpo que comprende un dominio variable de
cadena pesada que contiene SEQ ID NO: 12. En un aspecto, la invencion
provee un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena ligera
que contiene SEQ ID NO: 11. En un aspecto, la invencion provee un
anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena pesada que
contiene SEQ ID NO: 12 y un dominio variable de cadena ligera que

contiene SEQ ID NO: 11.
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[00050] En un aspecto, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor

D que comprende un dominio variable de cadena pesada que contiene una

secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%,

094%., 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo conformado por SEQ ID
NO: 6, 8 10 y 12. En algunas incorporaciones, una secuencia de
aminoacidos que posee por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o0 99% identidad de secuencia contiene sustituciones,
inserciones, o eliminaciones (deleciones), relativas a la secuencia de
referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia de
aminoacidos conserva la capacidad de unirse al Factor D. En algunas
incorporaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado
o eliminado en una secuencia seleccionada del grupo conformado por SEQ
ID NO: 6, 8, 10 o 12. En algunas incorporaciones, las sustituciones,
inserciones o eliminaciones (deleciones) ocurren en regiones fuera de las
HVRs (es decir, en las FRs). En algunas incorporaciones, un anticuerpo
anti-Factor D comprende un dominio variable de cadena pesada que

contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo conformado

por SEQID NO: 6, 8,100 12.

[00051] En algunas incorporaciones, la invencidn provee un
anticuerpo anti-Factor D que comprende un dominio variable de cadena
ligera que contiene una secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad de
secuencia con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo
conformado por SEQ ID NO: 5, 7, 9 y 11. En algunas incorporaciones, una
secuencia de aminodcidos que tiene por lo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% identidad de secuencia contiene
sustituciones, inserciones o eliminaciones (deleciones), relativas a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo que comprende esa secuencia

de aminoécidos conserva la capacidad de unirse al Factor D. En algunas
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incorporaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, insertado
o eliminado en una secuencia seleccionada del grupo conformado por SEQ
ID NO: 5, 7, 9 y 11. En algunas incorporaciones, las sustituciones,
inserciones o eliminaciones (deleciones) ocurren en regiones fuera de las
HVRs (es decir, en las FRs). En algunas incorporaciones, un anticuerpo
anti-Factor D comprénde un dominio variable de cadena ligera que contiene
una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo conformado por SEQ

IDNO:5,7,9y 11.

[00052] Un anticuerpo anti-Factor D puede contener cualquier
secuencia de dominio variable de estructura apropiada, siempre que el
anticuerpo conserve la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, en
algunas incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la invencién
comprenden una secuencia de estructura de dominio variable de cadena
pesada que es una combinacion de VI.4.1 b+ y JH4d (véase Figura 3). En
algunas incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la invencion
comprenden una secuencia de consenso de estructura de cadena pesada de
subgrupo VII humana. En algunas incorporacignes, anticuerpos anti-Factor
D de la invencion comprenden una secuencia de estructura de dominio
variable de cadena pesada que incluye una FRI que contiene los
aminoacidos 1-25 de SEQ ID NO: 8, FR2 que contiene los aminoacidos 36-
46 de SEQ ID NO: 8, FR3 que contiene los aminoacidos 67-98 de SEQ ID
NO: 8 y FR4 que contiene los aminoacidos 105-115 de SEQ ID NO: 8. En
una incorporacion de estos anticuerpos, la secuencia de dominio variable de
cadena pesada comprende la sustitucion (sustituciones) en la posicion 40
y/o 88 (numeracion de Kabat). En una incorporacion de estos anticuerpos,
la posicion 40 es cisteina (C) o alanina (A) y/o la posicion 88 es cisteina (C)
o alanina (A). En algunas incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la
invencion comprenden una secuencia de estructura de dominio variable de
cadena ligera que es una combinacioén de DPK4 y JK2 (véase Figura 4). En
algunas incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la invencion

comprenden una secuencia de consenso de estructura de cadena ligera
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kappa I (KI). En algunas incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la
invencion comprenden una secuencia de estructura de dominio variable de
cadena ligera que incluye una FR1 que contiene los aminoacidos 1-23 de
SEQ ID NO: 7, FR2 que contiene los aminoacidos 35-49 de SEQ ID NO: 7,
FR3 que contiene los aminoacidos 57-88 de SEQ ID NO: 7 y FR4 que
contiene los aminoacidos 98-107 de SEQ ID NO: 7. En una ircorporacion
de estos anticuerpos, la secuencia de estructura variable de cadena ligera
comprende una o mas sustitucidon (sustituciones) en la posicion 15, 43 y/o
104 (numeracion de Kabat). En una incorporacion de estos anticuerpos, la
posicion 15 es cisteina (C) o valina (V), la posicion 43 es cisteina (C) o

alanina (A) y/o la posicion 104 es valina (V) o leucina (L).

[00053] Ademads, un anticuerpo anti-Factor D puede incluir cualquier
secuencia de dominio constante apropiada, siempre que el anticuerpo
conserve la capacidad de unirse al Factor D. Por ejemplo, en algunas
incorporaciones, anticuerpos anti-Factor D de la invencidn contienen por lo
menos una porcion de un dominio constante de cadena pesada. En una
incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invenciéon contienen un
dominio constante de cadena pesada de cualquiera o una combinacion de
una cadena pesada a, 8, € vy, o p. Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Cy), pueden
asignarse inmunoglobulinas a diferentes clases o isotipos. Existen cinco
clases de inmunoglobulinas: [gA, IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen cadenas
pesadas designadas a, 9, &, y, o p, respectivamente. Las clases v y a se
dividen adicionalmente en subclases sobre la base de diferencias
relativamente menores en la secuencia Cy y la funcidn, por ejemplo, los
humanos expresan las siguientes subclases: IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl,
e IgA2. En una incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invencion
contienen un dominio constante de cadena pesada que incluye sustituciones
en posiciones de aminoacidos, las cuales resultan en un efecto deseado
sobre la funcion efectora (por ejemplo, afinidad de unidon). En una

incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invencion contienen un
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dominio constante de cadena pesada que incluye sustituciones en posiciones
de aminoacidos, las cuales no resultan en un efecto sobre la funcidn
efectora (por ejemplo, afinidad de unién). En una incorporacion,
anticuerpos anti-Factor D de la invencion contienen un dominio constante
de cadena pesada del tipo IgG (por ejemplo, IgGl, 1gG2, 1gG3 o IgG4) y
contienen ademads una sustitucion en la posicion 114 (numeracion de Kabat;
equivalente a 118 en la numeracion EU), 168 (numeracién de Kabat;
equivalente a 172 en la numeracion EU), 172 (numeracion de Kabat;
equivalente a 176 en la numeracion EU) y/o 228 (numeracion EU). En una
incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invencidén contienen un
dominio constante de cadena pesada del tipo IgG (por ejemplo, IgG1, I1gG2,
1gG3 o IgG4) y contienen ademas una sustitucion en la posicion 114 en
donde la posicion 114 es una cisteina (C) o alanina (A), la posicion 168 es
cisteina (C) o alanina (A), la posicion 172 es una cisteina (C) o alanina (A)

y/o la posicion 228 es una prolina (P), arginina (R) o serina (S).

[00054] Ademas, por ejemplo, en algunas incorporaciones,
anticuerpos anti-Factor D de la invencidon contienen por lo menos una
porcion de un dominio constante de cadena ligera. En una incorporacion,
anticuerpos anti-Factor D de la invencion contienen un dominio constante
de cadena ligera de una cualquiera o una combinacidn de una cadena ligera
kappa o lambda, ya que la cadena ligera de cualquier especie vertebrada
puede asignarse a uno de dos tipos distintos, llamados kappa y lambda,
basados en las secuencias de aminodcidos de sus dominios constantes. En
una incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invencién contienen un
dominio constante de cadena ligera que incluye sustituciones en posiciones
aminoacidos, que resultan en un efecto deseado sobre la funcidn efectora
(por ejemplo, afinidad de unién). En una incorporacion, anticuerpos anti-
Factor D de la invencion contienen un dominio constante de cadena ligera
que incluye sustituciones en posiciones de aminoacidos que no resultan en
un efecto sobre la funcion efectora (por ejemplo, afinidad de union). En una

incorporacidn, anticuerpos anti-Factor D de la invencidon contienen un
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dominio constante de cadena ligera del tipo kappa y contienen ademas una
sustitucion en la posicion 110, 144, 146 y/o 168 (numeracion de Kabat). En
una incorporacion, anticuerpos anti-Factor D de la invencién contienen un
dominio constante de cadena ligera del tipo kappa y contienen ademas una.
sustitucion en la posicion 110 en donde 110 es una cisteina (C) o valina (V),
en la posicion 144 en donde 144 es una cisteina (C) o alanina (A), en la
posicion 146 en donde 146 es una isoleucina (I) o valina (V) y/o en la

posicidon 168 en donde 168 es una cisteina (C) o serina (S).

[00055] En un aspecto, la invencion provee anticuerpos que compiten
con el anticuerpo 166-32 murino y/o clon del anticuerpo anti-Factor D
humanizado #56, #111, #250 o #416, y/o un anticuerpo que contiene el
dominio variable o las secuencias HVR del clon del anticuerpo anti-Factor
D humanizado #56, #111, #250 o #416. Se proveen asi mismo anticuerpos
que se unen al mismo epitopo que el anticuerpo murino 166-32 y/o el clon
del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56, #111, #250 o #416, y/o un
anticuerpo que comprende el dominio variable o secuencias HVR del clon

del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56, #111, #250 o #416.

[00056] En una incorporacion, la invencién provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad monovalente del anticuerpo al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es
menor, por ejemplo por lo menos 1 vez o 2 veces menor que la afinidad
monovalente de un anticuerpo quimérico (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo quimérico como un fragmento Fab al Factor D), que contiene,
conformado o esencialmente conformado por un dominio variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada de
SEQ ID NO: 1.

[00057] En una incorporacion, la invencién provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad bivalente del anticuerpo al Factor D (por

ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es menor, por
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ejemplo por lo menos | vez o 2 veces menor que la afinidad bivalente de un
anticuerpo quimérico (por ejemplo, afinidad del anticuerpo quimérico como
una IgG al Factor D), que contiene, conformado o esencialmente
conformado por un dominio variable de cadena ligera de SEQ 1D NO: 2 y

un dominio variable de cadena pesada de SEQ 1D NO: 1.

[00058] En otra incorporacion, la invencidn provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad monovalente del anticuerpo al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es
mayor, por ejemplo por lo menos 1 vez o 2 veces mayor que la afinidad
monovalente de un anticuerpo quimérico (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo quimérico como un fragmento Fab al Factor D), que contiene,
conformado o esencialmente conformado por’ un dominio variable de
cadena ligera de SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena pesada de
SEQ ID NO: 1.

[00059] En otra incorporacion, la invencidn provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde afinidad bivalente del anticuerpo al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es mayor, por
ejemplo por lo menos 1 vez o 2 veces mayor que la afinidad bivalente de un
anticuerpo quimérico (por ejemplo, la afinidad del anticuerpo quimérico
como una IgG al Factor D), que contiene, conformado o esencialmente
conformado por un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 2 y
un dominio variable de cadena pesada SEQ ID NO: 1.

[00060] En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es 1.0 nM (1.0x10”7 M) o mejor. En otra incorporacién, la
invencién provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del

anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del

anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es 0.5 nM (0.5x10” M) o
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mejor. En otra incorporacidn, la invencidon provee un anticuerpo anti-Factor
D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al Factor D
(por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D)
es 1.0 pM (1.0x10"'>M) o mejor. En otra incorporacion, la invencién provee
un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un

fragmento Fab al Factor D) es 0.5 pM (0.5x10'2 M) o mejor.

[00061] En otra incorporacion, la invencién provee un anticuerpo anti-
" Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D)
es 1.0 nM (1.0x10° M) o mejor. En otra incorporacion, la invencién provee
un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
bivalente al Factor D (por ¢jemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al
Factor D) es 0.5 nM (0.5x10° M) o mejor. En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como una IgG al Factor D) es 1.0 pM (1.0x10™"* M) o mejor. En
otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es 0.5 pM
(0.5x10"2 M) o mejor.

[00062] En otra incorporacion, la invencién provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) esté entre 0.5 mM (0.5x10° M) y 0.5 pM (0.5x10"'* M). En otra
incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la
afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ¢jemplo,
afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) esta entre 15
nM (15x]0'9M) y 0.1 nM (0.1x10'9M). En otra incorporacion, la invencion

provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en
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su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab al Factor D) esta entre 5.5 nM (5.5x10°M) y 1 nM
(1x10°M). En otra incorporacion, la invencién proyée un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al

Factor D) estd entre 0.5 pM (0.5x10™> M) y 2 pM(2x10™"*M).

[00063] En otra incorporacion, la invencidon provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D)
estd entre 0.5 mM (0.5x10° M) y 0.5 pM (0.5x10"'? M). En otra
incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la
afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo,
afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) estad entre 10 nM
(10x10° M) y 0.05 nM (0.05x10°M). En otra incorporacion, la invencion
provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en
su forma bivalente al Factor D (por ¢jemplo, afinidad del anticuerpo como
una IgG al Factor D) esta entre 5.5 nM (5.5x10°M) y 1 nM (1x10°M). En
otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) esta entre 0.5

pM (0.5x107"2 M) y 2 pM (2x10™"* M).

[00064] En otra incorporacion, la invencién provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 3.7 nM (3.7x10'9M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 3.3 nM
(3.3x10°M). En otra incorporacién, la invencion provee un anticuerpo anti-

Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
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Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 5.1 nM (5.1x10°M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la aﬁnidad.del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor .D.(por‘ ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 2.7 nM
(2.7x10°M). En otra incorporacién, la invencién provee un anticuérpo- anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 1.4 nM (1.4x10” M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 1.4 pM
(1.4x10"'* M). En otra incorporacién, la invencidén provee un anticuerpo
anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D)
es alrededor de 1.1 pM (1.1x10"'°M). En otra incorporacién, la invencion
provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en
su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 0.19 nM (0.19x10°M).
En otra incorporacién, la invencién provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de
0.08 nM (0.08)(10'9 M). En otra incorporacion, la invencién provee un
anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 12.3 nM (12.3x10°° M). En otra
incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la
afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo,
afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de 9.0 nM
(9.0x10°M).
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Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG él Factor D)
esta entre 5.5 nM (5.5x10°M) y 1 nM (1x10°M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde. la afinidad del
anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del

anticuerpo como una IgG al Factor D) esta entre 0.5 pM (0.5x10"* M) y 2

pM (2x1072 M),

[00064] En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 0.37 nM (3.7x10"'°M). En otra incorporacién, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 0.33 nM
(3.3x10"°M). En otra incorporacién, la invencién provee un anticuerpo
anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente
al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 0.51 nM (5.1x10"°M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 2.7 nM
(2.7x10°M). En otra incorporacion, la invencidn provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 1.4 nM (1.4x10° M). En otra incorporacion, la
invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del
anticuerpo en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 1.4 pM
(1.4x107"2 M). En otra incorporacién, la invencion provee un anticuerpo
anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D)

es alrededor de 1.1 pM (l.lxlO"zM). En otra incorporacion, la invencién
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provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en
su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 0.19 nM (0.19x1 0°M).
En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de
0.08 nM (0.08x10° M). En otra incorporacion, la invencion provee un
anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un

fragmento Fab al
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[00065] En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-
Factor D en donde la afinidad del anticuerpo én su forma monovalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 1.4 pM (1.4x10"* M) +/- 0.5. En otra
incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en donde la
afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo,
afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de 1.1 pM
(1.1x10™"2 M) +/- 0.6. En otra incorporacién, la invencién provee un
anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 0.19 nM (0.19x10® M) +/- .01.
En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de
0.08 nM (0.08x10® M) +/- 0.01. En otra incorporacion, la invencion provee
un anticuerpo anti-Factor D en donde la afinidad del anticuerpo en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab al Factor D) es alrededor de 12.3 nM (12.3x10° M) +/- 2.
En otra incorporacion, la invencion provee un anticuerpo anti-Factor D en
donde la afinidad del anticuerpo en su forma bivalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) es alrededor de

9.0 nM (9.0x10®° M) +/- 1.

[00066] - En otra incorporacion, un anticuerpo anti-Factor D puede
tener una afinidad en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo,
afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) de alrededor
de 3.7 nM (3.7x10° M) +/- 2. En otra incorporacion, un anticuerpo anti-
Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente al Factor D
(por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D)
de alrededor de 3.3 nM (3.3x10° M) +/- 2. En otra incorporacién, un

anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente
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al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) de alrededor de 5.1 nM (5.1x10°M) +/- 2. En otra incorporacion,
un anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma
monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un
fragmento Fab al Factor D) de alrededor de 2.7 nM (2.7x10° M) +/- 2. En
otra incorporacion, un anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en
su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo
como un fragmento Fab al Factor D) de alrededor de 1.4 nM (1.4x10”° M)
+/- 2. En otra incorporacién, un anticuerpo anti-Factor D puede tener una
afinidad en su forma monovalente al Factor D (por ejemplo, afinidad del
anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) de alrededor de 1.4 pM
(1.4)(10']2 M) +/- 2. En otra incorporacién, un anticuerpo anti-Factor D
puede tener una afinidad en su forma bivalente al Factor D (por ejemplo,
afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D) de alrededor de 1.1 pM
(1.1x10"*M) +/- 2. En otra incorporacién, un anticuerpo anti-Factor D
puede tener una afinidad en su forma monovalente al Factor D (por
ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al Factor D) es
alrededor de 0.19 nM (0.19x10° M) +/- 2. En otra incorporacion, un
anticuerpo anfi-F actor D puede tener una afinidad en su forma bivalente al
Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como una IgG al Factor D)
es alrededor de 0.08 nM (0.08x10° M) +/- 2. En otra incorporacion, un
anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su forma monovalente
al Factor D (por ejemplo, afinidad del anticuerpo como un fragmento Fab al
Factor D) es alrededor de 123 nM (12.3x10°M) +/- 2. En otra
incorporacion, un anticuerpo anti-Factor D puede tener una afinidad en su
forma bivalente al Factor D (pof ejemplo, afinidad del anticuerpo como una
[gG al Factor D) es alrededor de 9.0 nM (9.0x10° M) +/- 2.

[00067] Como esta bien establecido en el arte, la afinidad de unién de
un ligando a su receptor puede determinarse usando cualquiera de una
variedad de andlisis, y expresarse en términos de una variedad de valores

cuantitativos. En consecuencia, en una incorporacion, la afinidad de union
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se expresa como valores Kd y refleja una afinidad de unién intrinseca (por
ejemplo, como efectos de avidez minimizados). General y preferiblemente,
la afinidad de unién se mide in vitro, ya sea en un escenario libre de células
o asociado con células. Como se describe con mayor detalle en esta
especificacion, los multiplos de diferencia ("the fold difference") en la
afinidad de union pueden cuantificarse en términos de la relacion del valor
de afinidad de union monovalente de un anticuerpo humanizado (por
ejemplo, en forma Fab) y el valor de afinidad de union monovalente de un
anticuerpo de referencia/comparador (por ejemplo, en forma Fab) (por
ejemplo, un anticuerpo murino que tiene secuencias de region hipervariable
de donador), en donde los valores de afinidad de unidn se determinan bajo
condiciones similares de andlisis. Por consiguiente, en una incorporacion,
los miultiplos de diferencia en afinidad de union se determina como la
relacion de los valores Kd del anticuerpo humanizado en forma Fab y el
citado anticuerpo de referencia/comparador. Por ejemplo, en una
incorporacion, si un anticuerpo de la invencion (A) tiene una afinidad que
es "3 veces menor” que la afinidad de un anticuerpo de referencia (M),
entonces si el valor Kd para A es 3x, el valor Kd de M seria 1x, y la
relacion del Kd de A al Kd de M seria 3:1. Inversamente, en una
incorporacion, si un anticuerpo de la invencion (C) tiene una afinidad que
es "3 veces mayor" que la afinidad de un anticuerpo de referencia (R),
entonces el valor Kd para C es 1x, el valor Kd de R seria 3x, y la relacion
del Kd de C al Kd de R seria 1:3. Cualquiera de un nimero de analisis
conocidos en el arte, incluidos los descritos en esta solicitud, puede usarse
para obtener medidas de afinidad de unién, incluyendo, por ejemplo,

Biacore, radioinmunoanalisis (RIA) y ELISA.

[00068] Ademas, los valores Kd para un anticuerpo de la invencion
pueden variar dependiendo de las condiciones del andlisis particular
utilizado. Por ejemplo, en una incorporacion, las mediciones de afinidad de

union pueden obtenerse en un analisis en donde el Fab o anticuerpo se

‘inmoviliza y se mide la union del ligando, es decir Factor D, o
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alternativamente, el ligando, es decir Factor D, para el Fab o anticuerpo se
inmoviliza y se mide la union del Fab o anticuerpo. En una incorporacion,
las mediciones de afinidad de union pueden obtenerse en un analisis en
donde las condiciones de regeneracion pueden comprender (1) 10mM
glicina o 4M MgCl,a pH 1.5, y (2) pH entre un pH de 1.0 y un pH de 7.5,
incluidos un pH de 1.5, un pH de 5.0, un pH de 6.0 y un pH de 7.2. En una
incorporacion, las mediciones de afinidad de unién pueden obtenerse en un
analisis en donde las condiciones de union pueden comprender (1) PBS o
solucidn salina amortiguada con HEPES y (2) Tween-20, es decir, 0.1%
Tween-20. En una incorporacion, las mediciones de afinidad de union
pueden obtenerse en un andlisis en donde la fuente del ligando, es decir,
Factor D, puede ser de fuentes disponibles en el comercio. En una
incorporacion, las mediciones de afinidad de unioén pueden obtenerse en un
analisis en donde (1) el Fab o anticuerpo se inmoviliza y se mide la union
del ligando, es decir, Factor D, (2) las condiciones de regeneracion
comprenden 4M MgCl, a pH 7.2 y (3) las condiciones de unidn
comprenden solucion salina amortiguada con HEPES, pH 7.2, que contiene
0.1% Tween-20. En una incorporacidn, las mediciones de afinidad de union
pueden obtenerse en un analisis en donde (1) el ligando, es decir, Factor D,
se inmoviliza y se mide la union del Fab o anticuerpo, (2) las condiciones
de regeneracion comprenden 10mM glicina a pH 1.5 y (3) las condiciones

de unién comprende una solucion amortiguadora PBS.

[00069] Los términos "célula", "linea ce]ﬁlar" y "cultivo de células"
incluyen progenie. Se entiende asi mismo que toda progenie puede no ser
precisamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones
deliberadas o inadvertidas. Se incluyen progenies variantes que tienen la
misma funcidn o propiedad biologica, detectadas en la célula originalmente
transformada. Las "células hospederas" empleadas en la presente invencion

generalmente son hospederos procariotas o eucariotas.

[00070] El término "vector" significa un constructo de ADN que
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contiene una secuencia de ADN la cual se enlaza operacionalmente a una
secuencia de control adecuada, capaz de efectuar la expresion del ADN en
un hospedero apropiado. Tales secuencias de control incluyen un promotor
para realizar la transcripcion, una secuencia operadora opcional para
controlar tal transcripcion, una secuencia que codifica sitios de unién de
ribosomas de ARNm apropiados, y secuencias que controlan la terminacion
de la transcripcion y la traduccion. El vector puede ser un pldsmido, una
particula de bacteriofago, o simplemente un inserto genoémico potencial.

Una vez transformado en un hospedero apropiado, el vector puede

replicarse y funcionar independientemente del genoma del hospedero, o

pueden, en algunos casos, integrarse en el genoma mismo. En la presente
especificacion, "plasmido" y "vector” se utilizan a veces indistintamente, ya
que el plasmido es la forma mas cominmente usada de vector. No obstante,
la invencion tiene como finalidad incluir otras formas de vectores que
sirven una funcion equivalente, como se conoce en el arte, 0 que pueden

llegar a conocerse en él.

[00071] La palabra ‘"etiqueta", cuando se emplea en esta
especificacion, se refiere a un compuesto o composicion detectable, que
pude conjugarse directa o indirectamente a una molécula o proteina, por
ejemplo, un anticuerpo. La etiqueta puede ser detectable en si misma (por
ejemplo, etiquetas radioisétopo o etiquetas fluorescentes) o, en el caso de
una etiqueta enzimatica, puede catalizar la alteracion quimica de un

compuesto 0 composicion sustrato, que es detectable.

[00072] Tal como se emplea en esta especificacion, "fase solida"
significa una matriz no acuosa a la cual puede adherirse el anticuerpo de la
presente invencion. Ejemplos de fases solidas comprendidas en esta
especificacion incluyen las formadas parcial o enteramente de vidrio (por
ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa),
poliacrilamidas, polistireno, alcohol polivinilico y siliconas. En ciertas

incorporaciones, dependiendo del contexto, la fase solida puede
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comprender el pocillo de una placa de analisis; en otras, es una columna de

purificacion (por ejemplo, una columna de cromatografia de afinidad).

GENERACION DE ANTICUERPOS

SELECCION Y TRANSFORMACION DE CELULAS HOSPEDERAS
[00073] Células hospederas apropiadas para clonar o expresar el ADN
en los vectores en esta solicitud son las células procariotas, de levadura, o
eucariotas superiores. Procariotas apropiados para este proposito incluyen
organismos  gram-negativos 0  gram-positivos, por  ejemplo,
Enterobacteriaceae tales como E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Serratia y Shigella, asi como Bacilli, Pseudomonas y
Streptomyces. Un hospedero de clonacién de E. coli preferido es E. coli
294 (ATCC 31, 446), aunque son apropiadas otras cepas tales como E. coli
B, E. coli X1776 (ATCC 31,537), y E. coli W3110 (ATCC 27, 325). Estos

ejemplos son ilustrativos y no limitantes.

[00074] Aparte de los procariotas, microbios eucarioticos tales como
hongos filamentosos o levadura son hospederos de clonacion o expresion
apropiados para vectores que codifican el anticuerpo. Saccharomyces
cerevisiae es el mas cominmente usado entre los microorganismos
hospederos eucaridticos inferiores. Sin embargo, un nimero de otros
geéneros, especies y cepas se encuentran comunmente disponibles y son
utiles en esta solicitud, tales como Schizosaccharomyces pombe;
Kluyveromyces; Candida; Trichoderma; Neurospora crassa; y hongos
filamentosos tales como, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y

hospederos Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

[00075] Células hospederas apropiadas para la expresion de
anticuerpos glucosilados se derivan de organismos multicelulares. En
particular, puede utilizarse cualquier cultivo de células eucariotas
superiores, ya sea de cultivo de vertebrados o invertebrados. Ejemplos de

células de invertebrado incluyen células vegetales y de insecto, Luckow et
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al., Bio/Technology 6, 47-55 (1988); Miller et al., Genetic Engineering,
Setlow et al. eds. Vol. 8, pp. 277-279 (Plenam publishing 1986); Mseda et
al., Nature 315, 592-594 (1985). Se han identificado numerosas cepas y
variantes de baculovirus y células hospederas de insecto permitidas
correspondientes de hospederos tales como Spodoptera frugiperda (oruga),
Aedes (mosquité), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx
mori. Una variedad de cepas viricas para transfeccion se encuentran
publicamente disponibles, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa
californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y tales virus
pueden utilizarse como los virus contemplados en esta especificacion,
solicitud de acuerdo con la presente invencion, particularmente para
transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. Mas aun, como
hospederos pueden utilizarse igualmente cultivos de células vegetales de

algodon, maiz, papa, frijol de soya, petunia, tomate y tabaco.

[00076] Las células de vertebrado, y la propagacion de células de
vertebrado, en cultivo (cultivo de tejido) se ha vuelto un procedimiento de
rutina. Véase Tissue Culture, Academic Press, Kruse and Patterson, eds.
(1973). Ejemplos de lineas celulares de hospederos mamiferos iutiles son
células de rifion de mono; células de rifidon embrionario humano; células de
rifion de crias de hamster; células de ovario de hamster chino/- DHFR
(CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células
Sertoli de raton; células de carcinoma cervical humano (HELA); células de
rifion canino; células de pulmdon humanas; células hepaticas humanas;

tumor mamario de raton; y células NSO.

[00077] Células hospederas se transforman con los vectores ya
descritos para produccion de anticuerpos y se cultivan en medio nutriente
convencional, modificado segiin sea apropiado para inducir promotores,
seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las

secuencias deseadas.
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[00078] Las células hospederas usadas para producir el anticuerpo de
esta invencion pueden cultivarse en una variedad de medios. Medios
disponibles en el comercio tales como Ham's F10 (Sigma), Minimal
Essential Medium ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y Dulbecco's
Modified Eagle's Medium ((DMEM), Sigma) son apropiados para cultivar
las células hospederas. Adicionalmente, cualquiera de los medios descritos
en Ham et al.,, Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem,
102:255 (1980), Patentes de los Estados Unidos No. 4,767,704; 4,657,866;
4,560,655; 5,122,469, 5,712,163; o 6,048,728 puede utilizarse como medio
de cultivo para las células hospederas. Cualquiera de estos medios pueden
suplementarse, segiin sea necesario, con hormonas y/u otros factores de
crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruros X, donde X es sodio, calcio,
magnesio; y fosfatos), soluciones amortiguadoras (tales como HEPES),
nucledtidos (tales como adenosina y timidina), antibioticos (tales como el
medicamento GENTAMYCIN™), oligoelementos (definidos como
compuestos inorganicos usualmente presentes en concentraciones finales en
el rango micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente.
Cualesquiera otros suplementos necesarios pueden incluirse asimismo en
concentraciones apropiadas serian conocidos a los expertos en el arte. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son las
empleadas previamente con la célula hospedera seleccionada para

expresion, y seran evidentes para el profesional de habilidad ordinaria.
PURIFICACION DE ANTICUERPOS

[00079] Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo
puede producirse intracelularmente, en el espacio peripalésmico, 0 secretarse
directamente en el medio. Si la variante del anticuerpo se produce
intracelularmente, como un primer paso, los desechos de particulado, ya sea
células hospederas o fragmentos lisados, se retiran, por ejemplo, por

centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167
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(1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que se segregan
al espacio periplasmico de E. coli. En pocas palabraé, pasta celular se
descongela en la presencia de acetato de sodio (pH 3.5), EDTA, y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante alrededor de 30 minutos. Los
desechos celulares pueden eliminarse por centrifugacion. Donde la variante
del anticuerpo se secreta en el medio, generalmente los sobrenadantes de
tales sistemas de expresion se concentran primero usando un filtro de
concentracion de proteina disponible en el comercio, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Un inhibidor de
proteasa tal como PMSF puede incluirse en cualquiera de los pasos
anteriores para inhibir proteolisis, y antibiéticos pueden incluirse para

prevenir el crecimiento de contaminantes adventicios.

[00080] La composicion de anticuerpo, preparada de las células,
puede purificarse usando, por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita,
electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia de afinidad, siendo la
cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida. l.a idoneidad

de la proteina A como ligando de afinidad depende de la especie e isotipo

de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que estd presente en la -

variante del anticuerpo. La proteina A puede usarse para purificar
anticuerpos que se basan en cadenas pesadas humanas IgG1, 1gG2 o [gG4
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). La proteina G se
recomienda para todos los isotipos de raton y para Ig(G3 humana (Guss et
al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la cual se une el ligando de
afinidad es muy a menudo agarosa, pero se encuentran disponibles otras
matrices. Matrices mecdnicamente estables, tales como cristal de poro
controlado o poli(estirendivinil)benceno, permiten velocidades de flujo mas
rapidas y tiempos mas cortos de procesamiento de los que pueden lograrse
con agarosa. Donde la variante del anticuerpo comprende un dominio Cy;3,
la resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) es atil para
purificacion. Dependiendo de la variante del anticuerpo a recuperarse, se

encuentran disponibles también otras técnicas para purificacion de proteinas
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tales como fraccionamiento en columna de intercambio idnico,
precipitacion en etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia en silice,
cromatografia en heparina, cromatografia en SEPHAROSE™ o una resina
de intercambio aniénico o cationico (tal como una columna de acido
poliaspartico), cromatoenfocado ("chromatofocusing’), SDS-PAGE, vy

precipitacion en sulfato de amonio.

[00081] Luego de cualquier paso(s) preliminares de purificacion, la
mezcla que comprende la variante del anticuerpo de interés y los
contaminantes puede someterse a cromatografia de interaccion hidrofoba
con pH bajo usando una solucién amortiguadora de elucién con un pH entre
alrededor de 2.5-4.5, efectuada preferiblemente con bajas concentraciones

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

[00082] Formulaciones terapéuticas del polipéptido o anticuerpo
pueden prepararse para almacenamiento como formulaciones liofilizadas o
soluciones acuosas mezclando el polipéptido, que tiene el grado deseado de
pureza, con vehiculos, excipientes o estabilizantes opcionales
"farmacéuticamente aceptables", empleados tipicamente en el arte (todos
los cuales se designan como "excipientes"). Por ejemplo, agentes
amortiguadores, agentes estabilizantes, preservantes, isotonificantes,
detergentes no idnicos, antioxidantes y otros aditivos miscelaneos. (Véase
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed. (1980)).
Tales aditivos tienen que ser atoxicos a los destinatarios en las posologias y

concentraciones empleadas.

[00083] Los agentes amortiguadores ayudan a mantener el pH en el
rango que se aproxima a las condiciones fisiologicas. Estan preferiblemente
presentes en una concentracion que varia desde alrededor de 2 mM a

alrededor de 50 mM. Agentes amortiguadores apropiados para uso con la
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presente invencion incluyen &acidos tanto organicos como Inorganicos y
sales de los mismos, tales como amortiguadores de citrato (por ejemplo, una
mezcla de citrato monosodico-citrato disodico, una mezcla de dcido citrico-
citrato trisodico, una mezcla de de acido citrico-citrato monosodico, etc.),
amortiguadores de sucinato (por ejemplo, una mezcla de acido sucinico-
sucinato monosodico, una mezcla de de acido sucinico-hidréxido de sodio,
una mezcla de Acido sucinico-sucinato disédito, etc.), amortiguadores de
tartrato (por ejemplo, una mezcla de &acido tartarico-tartrato sodico, una
mezcla de acido tartdrico-tartrato potasico, una mezcla de acido tartarico-
hidréxido de sodio, etc.), amortiguadores de fumarato (por ejemplo, una
mezcla de acido fumarico-fumarato monosddico, etc.), una mezcla de acido
fumarico-fumarato disodico, una mezcla de fumarato monosodico-fumarato
disodico, etc.), amortiguadores de gluconato (por ejemplo, una mezcla de
acido glucénico-gluconato sédico, una mezcla de acido gluconico-
hidroxido de sodio, una mezcla de acido gluconico-gluconato potasico,
etc.), amortiguadores de oxalato (por ejemplo, una mezcla de acido oxalico-
oxalato sodico, una mezcla de acido oxalico-hidréxido de sodio, una mezcla
de acido oxdlico-oxalato potasico, etc.), amortiguadores de lactato (por
ejemplo, una mezcla de acido lactico-lactato sodico, una mezcla de acido
lactico-hidroxido de sodio, una mezcla de acido lactico-lactato potasico,
etc.) y amortiguadores de acetato (por ejemplo, una mezcla de acido acético
—acetato sddico, una mezcla de acido acético-hidroxido de sodio, etc.).
Adicionalmente, pueden mencionarse amortiguadores de fosfato,

amortiguadores de histidina y sales de trimetilamina tales como Tris.

[00084] Preservantes pueden agregarse para retardar el crecimiento
microbiano, y en cantidades que varian desde 0.2%-1% (p/v). Preservantes
apropiados para uso con la presente invencion incluyen fenol, alcohol
bencilico, meta-cresol, metil parabeno, propil parabeno, cloruro de
octadecildimetilbencil amonio, haluros de benzalconio (por ejemplo,
cloruro, bromuro, yoduro), cloruro de hexametonio, alquil parabenos tales

como metil o propil parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, y 3-
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pentanol.

[00085] Isotonicificantes, conocidos a veces como "estabilizantes"
pueden agregarse para garantizar la isotonicidad de las composiciones
liquidas de la presente invencion e incluyen alcoholes de azucar
polihidricos, preferiblemente alcoholes de azucar trihidricos o superiores,

tales como glicerina, ertritol, arabitol, xilitol, sorbitol y mannitol.

[00086] Los estabilizantes se refieren a una amplia categoria de
excipientes que pueden variar en funcién desde un agente para impartir
volumen hasta un aditivo, que solubiliza el agente terapéutico o ayuda a
impedir la desnaturalizacion o adherencia a la pared del recipiente.
Estabilizantes tipicos pueden ser alcoholes de azicar polihidricos
(enumerados mas arrtba); aminoacidos tales como arginina, lisina, glicina,
glutamina, asparagina, histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina,
acido glutamico, treonina, etc., azicares organicos o alcoholes de azucar,
tales como lactosa, trehalosa, estaguiosa, mannitol, sorbitol, xilitol, ribitol,
mioinisitol, galactitol, glicerol y similares, incluidos ciclitoles tales como
inositol; polietilen glicol; polimeros de aminoacidos; agentes reductores con
contenido de azufre, tales como urea, glutationa, acido tioctico, tioglicolato
sodico, tioglicerol, .alpha.-monotioglicerol y tiosulfato sédico; polipéptidos
de bajo peso molecular (es decir, <10 residuos); proteinas tales como .
albimina sérica humana, albumina sérica bovina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como monosacaridos de
polivinilpirrolidona, tales como xilosa, mannosa, fructosa, glucosa;
disacaridos tales como lactosa, maltosa, sacarosa y trisacaridos tales como
rafinosa; polisacaridos tales como dextran. Stabilizers may be present in the

range from 0.1 to 10,000 weights per part of weight active protein.

[00087] Tensioactivos no idnicos o detergentes (también conocidos
como "agentes humectantes") pueden agregarse para ayudar a solubilizar el

agente terapéutico, asi como para proteger la proteina terapéutica contra
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agregacion inducida por agitacion, lo cual permite asi mismo que la
formulacion se exponga a esfuerzo de superficie de cizalladura sin causar
desnaturalizacion de la proteina. Tensioactivos no ionicos apropiados
incluyen polusorbatos (20, 80, etc.), polioxameros (184, [88 etc.),
Pluronic.RTM.polioles, monoéteres de  polioxietilen sorbitdn
(Tween.RTM.-Z'O, Tween.RTM.-80, etc.). Tensioactivos no idnicos pueden
estar presentes en un rango de alrededor de 0.05 mg/ml a alrededor de 1.0

mg/ml, preferiblemente alrededor de 0.07 mg/ml a alrededor de 0.2 mg/ml.

[00088] Excipientes miscelaneos adicionales incluyen agentes para
impartir volumen, (por ejemplo, almidén), agentes quelantes (, por ejemplo,
EDTA), antioxidantes (por ejemplo, acide ascorbico, metionina, vitamina
E), v co-disolventes. La formulacidn contemplada en esta especificacion
puede contener igualmente mas de un compuesto activo, seglin sea
necesario, para la indicacidn particular que se esta tratando, preferiblemente
aquellos con actividades complementarias que no se afectan negativamente
entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proveer ademas un agente
inmunosupresor. Tales moléculas estdn convenientemente presentes en
combinacion en cantidades que son efectivas para los propésitos previstos.
Los ingredientes activos pueden atraparse también en microcapsulas,
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de co-acervacion o mediante
polimerizacion interfacial, por ejemplo, MICROCAPSULA DE
hidroximetilcelulosa o gelatin y microcapsula de poli-(metilmetacilato),
respectivamente, en sistemas coloidales de aplicacion de medicamentos
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones,
nano-particulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Tales técnicas se

divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A.

Osal.Ed. (1980).

[00089] Las formulaciones a usarse para administracion in vivo tienen
que ser estériles. Esto se obtiene facilmente por filtracién a través de

membranas de filtracion estériles. Pueden elaborarse preparaciones de

-’
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liberacion sostenida. Ejemplos apropiados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semi-permeables de polimeros hidrofobos
solidos que contienen la vanante del anticuerpo, mqtrices que estan en la
forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.
Ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), 0
poli(vinilalcohol)), polilactidos (US 3773919), copolimeros de acido L-
glutamico y gamma-etil-L-glutamato, etilen-vinil acetato no degradable,
copolimeros degradables acido lactico-acido glicélico tales como el
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero
acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico. Aunque polimeros tales como etilen-vinil acetato y acido
Jactico-acido glicolico permiten la liberacion de moléculas durante mas de
100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo
mas cortos. Cuando anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo
durante un tiempo prolongado, se pueden desnaturalizar o agregar como
resultado de la exposicion a humedad a 37°C, lo cual se traduce en una
pérdida de actividad bioldgica y posibles cambios en inmunogenicidad.
Estrategias racionales pueden disefiarse para la estabilizacion, dependiendo
del mecanismo involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo
de agregacion es la formacion de puentes S-S intermoleculares mediante
intercambio tio-disulfuro, la estabilizacion puede lograrse modificando
residuos sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas, controlando
el contenido de humedad, usando aditivos apropiados y desarrollando

composiciones especificas de matriz polimérica.

{00090] La cantidad de polipéptido terapéutico, anticuerpo o
fragmento del mismo, que sera efectiva en él tratamiento de un trastorno o
afeccion particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y
puede determinarse por técnicas clinicas estandar. Donde sea posible, es
deseable determinar la curva de respuesta a la dosis y las composiciones

farmacéuticas de la invencidon primeramente in vitro y, luego, en sistemas
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de modelos animales utiles, antes de probarlas en humanos.

{00091} En una incorporacion preferida, una solucion acuosa del
polipéptido terapéutico, anticuerpo o fragmento del mismo se administra
mediante inyeccion subcutanea. Cada dosis puede variar desde alrededor de
0.5 pg a alrededor de 50 pg por kilogramo de peso corporal o, mas
preferiblemente, desde alrededor de 3 pg a alrededor de 30 pg por

kilogramo de peso corporal.

[00092]} La pauta posloégica para administracion subcutanea puede
variar desde una vez al mes a diariamente, dependiendo de un namero de
factores clinicos, incluidos el tipo de enfermedad, la gravedad de la

enfermedad y la sensibilidad del sujeto al agente terapéutico.
USOS PARA EL ANTICUERPO HUMANIZADO

[00093] Los anticuerpos humanizados de la presente invencion son
utiles en analisis de diagndstico, por ejemplo, para detectar la expresion de
una diana de interés en células especificas, tejidos o suero. Para
aplicaciones de diagnostico, la variante del anticuerpo se etiquetara
tipicamente con una fraccion detectable. Se dispone de numerosas etiquetas.
Técnicas para cuantificar un cambio en fluorescencia se describen mas
arriba. El sustrato quimioluminiscente se excita electronicamente mediante
una reaccion quimica y puede emitir entonces luz, la cual puede medirse
(usando un quimioluminémetro, por ejemplo) o dona energia a un aceptor
fluorescente. Ejemplos de etiquetas enzimaticas incluyen luciferasas (por
ejemplo, luciferasa de luciémaga y luciferasa bacteriana; Patente de los
Estados Unidos No. 4,737,456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinadionas,
malato dehidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de rabano
(HRPO - horseradish peroxidase), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, sacérido oxidasas (por ejemplo, gilucosa oxidasa,

galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato  dehidrogenasa), oxidasas
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heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa,
microperoxidasa, y similares. Técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos
se describen en O'Sullivan et al., Methods for the Preparation of Enzyme-
Antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay, in Methods in
Enzym. (Ed. J. Langone & H. Van Vunakis), Academic press, New York,
73:147-166 (1981).

[00094] A veces, la etiqueta se conjuga indirectamente con la variante
del anticuerpo. El profesional experto tendra conocimiento de varias
técnicas para lograrlo. Por ejemplo, la variante del anticuerpo puede
conjugarse con biotina, y cualquiera de las. tres categorias amplias de
etiquetas mencionadas mas arriba puede conjugarse con avidina, o
viceversa. La biotina se une selectivamente a avidina y, por consiguiente,

la etiqueta puede conjugarse con la variante del anticuerpo en esta manera

indirecta. Alternativamente, para lograr la conjugacion indirecta de la -

etiqueta con la variante del anticuerpo, la variante def anticuerpo se conjuga
con un pequeflo hapteno (por ejemplo, digloxina) y uno de los diferentes
tipos de etiquetas mencionadas mas arriba se conjuga con una variante del
anticuerpo anti-hapteno (por ejemplo, anticuerpo anti-digloxina). En
consecuencia, puede obtenerse la conjugacion indirecta de la etiqueta con la

variante del anticuerpo.

[00095] En otra incorporacion de la invencion, la variante del
anticuerpo no necesita etiquetarse, y su presencia puede detectarse usando

un anticuerpo etiquetado que se une a la variante del anticuerpo.

[00096] Los anticuerpos de la presente invencion pueden emplearse en
cualquier método de analisis conocido, tal como analisis de unidn
competitiva, analisis sandwich directos e indirectos, y analisis de
inmunoprecipitacion.  Zola, Monoclonal Anbodies: A Manual of

Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc. 1987).
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[00097] Los analisis de union competitiva se basan en la capacidad de
un estandar etiquetado de competir con la muestra de prueba por la union
con una cantidad limitada de la variante del anticuerpo. La cantidad de
diana en la muestra de prueba es inversamente proporcional a la cantidad de
estandar que se une a los-anticuerpos. Para facilitar la determinacién de la
cantidad que se une, los anticuerpos generalmente se insolubilizan antes o
después de la competicion. Como resultado el estandar y la muestra de
prueba que se unen a los anticuerpos pueden separarse convenientemente

del estandar y la muestra de prueba que quedaron sin unirse.

[00098] Analisis sandwich implican el uso de dos anticuerpos, cada
uno capaz de unirse a una porcion inmunégena diferente, o epitopo, o la
proteina a detectarse. En un analisis sandwich, la muestra de prueba se une
por un primer anticuerpo que se inmoviliza en un soporte solido vy,
posteriormente, un segundo anticuerpo se une a la muestra de prueba,
formando asi un complejo insoluble de tres partes. Véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos No. 4,376,110. El segundo anticuerpo puede
etiquetarse €l mismo con una fraccion detectable (analisis sanwich directos)
o puede medirse usando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que se etiqueta
con una fraccidon detectable (analisis sanwich indirecto). Por ejemplo, un
tipo de analisis sandwich es un andlisis ELISA, en el cual la fraccion

detectable es una enzima.

[00099] Para inmunohistoquimica, la muestra del tumor puede ser
fresca o congelada, o puede incrustarse en parafina y fijarse con un

preservante tal como, por ejemplo.

[000190] Los anticuerpos pueden usarse también en analisis
diagnésticos in vivo. Generalmente, la variante del anticuerpo se etiqueta
con un radiontclido (tal como "n, 99Tc, e, '3'1, 151, °H, *?P o 35S), de
modo que el tumor pueda localizarse usando inmunoescintiografia. Por

ejemplo, un anticuerpo anti-IgE de alta afinidad la presente invencion puede
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utilizarse para detectar la cantidad de IgE presente en, por ejemplo, los

pulmones de un paciente asmatico.

[000101] El anticuerpo de la presente invencion puede suministrarse en
un kit, es decir, una combinacién empacada de reactivos en cantidades
predeterminadas con instrucciones para llevar a cabo el andlisis diagndstico.
Donde el anticuerpo esta etiquetado con una enzima, el kit puede incluir
sustratos y cofa_ctorc}s requeridos por la enzima (por ejemplo, un precursor
sustrato que proporcione el croméforo o fluoréforo detectable). Ademas,
pueden incluirse otros aditivos tales como estabilizantes, amortiguadores
(por ejemplo, un amortiguador de bloqueo o amortiguador de lisis) y
similares. Las cantidades relativas de los diferentes reactivos pueden
variarse ampliamente para permitir concentraciones en solucion de los
reactivos, que sustancialmente optimicen la sensibilidad del analisis.
Particularmente, los reactivos pueden proporcionarse en la forma de polvos
secos, usualmente liofilizados, incluidos excipientes que, al disolverse,

suministraran una solucion de reactivos con la concentracion apropiada.

USOS IN VIVO PARA EL ANTICUERPO

[000102] Se contempla que los anticuerpos de la presente invencion
puedan usarse para tratar un mamifero. En una incorporacion, el anticuerpo
se administra a un mamifero no humano para los propésitos de obtener
datos preclinicos, por ejemplo. Mamiferos ejemplares no humanos a
tratarse incluyen primates no hurhanos, perros, gatos, roedores y demas
mamiferos en los cuales se realizan estudios preclinicos. Tales mamiferos
pueden establecerse en modelos animales para una enfermedad a tratar con
el anticuerpo o pueden usarse para estudiar la toxicidad del anticuerpo de
interés. En cada una de estas incorporaciones, estudios de dosis escalonada

pueden llevarse a cabo en el mamifero.

[000103] El anticuerpo o polipéptido se administra por cualquier medio
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apropiado, incluida la  administracion parenteral, subcutanea,
intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para tratamiento
inmunosupresor local, administracion intralesional. Infusiones parenterales
incluyen  administracion  intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, o subcutanea. Ademas, la variante del anticuerpo se
administra  convenientemente mediante  infusion de  pulsacion,
particularmente con dosis decrecientes de la variante del anticuerpo.
Preferiblemente, la posologia se administra mediante inyecciones, muy
preferiblemente inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en

parte de si la administracion es breve o cronica.

[000104] Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la posologia
apropiada de anticuerpo o polipéptido dependera del tipo de enfermedad a
tratarse, la gravedad y ciclo de la enfermedad, si la variante del anticuerpo
se administra con fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, la
historia clinica del paciente y respuesta al anticuerpo, y la discrecion del

médico a cargo del paciente.

[000105} Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, alrededor
de 0.1 pg/kg a 150 mg/kg (por ejemplo, 0.1-20 mg/kg) de anticuerpo es una
posologia candidata inicial para administracion al paciente, ya sea, por
ejemplo, por una o mas administraciones separadas, o por infusion
continua. Una posologia diaria tipica podria variar desde alrededor de 1
ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores ya mencionados.
Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de
la enfermedad, el tratamiento se sostiene hasta cuando ocurra una supresion
deseada de los sintomas de la enfermedad. EI avance de esta terapia se
monitorea facilmente por técnicas y analisis convencionales. Un régimen

posologico ejemplar se divulga en WO 94/04188.

[000106] Las composiciones de anticuerpo pueden formularse,

dosificarse y administrarse en una manera consistente con la buena practica
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médica. Factores a tenerse en cuenta en este contexto incluyen el trastorno
particular que se esta tratando, el mamifero particular q-ue se esta tratando,
el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de
aplicacion del agente, el método de administracion, la_pauta de
administracion, y demas factores conocidos por los médicos. La "cantidad
terapéuticamente efectiva" del anticuerpo a administrarse se regira por tales
consideraciones, y es la cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar o
tratar una enfermedad o trastorno. El anticuerpo no necesita formularse,
pero se formula opcionalmente con uno o mas agentes corrientemente
utilizados para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. [a cantidad
efectiva de tales otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo
presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento, y demas
factores discutidos mas arriba. Aquellos se usan generalmente en las
mismas dosificaciones y por vias de administracién como las usadas hasta
la fecha o alrededor de desde 1 a 99% de las dosificaciones empleadas hasta

ahora.

[000107] Los anticuerpos de la presente invencion, que reconoceﬁ el
Factor D como su diana, pueden usarse para tratar trastornos mediados por
complemento. Estos trastornos estdn asociados con activacidén excesiva o
incontrolada de complemento. Ellos incluyen: activacién de complemento
durante operaciones de bypass cardiopulmonar; activacion de complemento
debida a isquemia-reperfusion luego de infarto agudo del miocardio,
aneurisma, apoplejia, choque hemorragico, lesion por aplastamiento,
insuficiencia multiorganica, choque hipobolémico, isquemia intestinal u
otros episodios causantes de isquemia. Se ha demostrado asi mismo que la
activacion de complemento esta asociada con enfermedades inflamatorias
tales como quemaduras graves, endotoxemia, choque septicémico, sindrome
disneico del adulto, hemodialisis; choque anafilactico, asma grave,
angioedema, enfermedad de Crohn, anemia drepanocitica, glomerulonefritis
pos-estreptocdcica y pancreatitis. El trastorno puede ser el resultado de una

reaccion adversa a medicamentos, alergia por medicamentos, sindrome de
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fuga vascular inducida por IL-2 o alergia a medio de contraste radiogréafico.
Incluye ademas enfermedad autoinmunitaria tal como lupus eritematoso
sistémico, miastenia grave, artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer y
esclerosis multiple. La activacion de complemento se asocia igualmente con
el rechazo de transplantes. La activacion de complemento se asocia también
con rechazo de transplantes. Recientemente se ha demostrado con una
fuerte correlacion entre la activacion del complemento y las enfermedades
oculares tales como degeneracion macular relacionada con la edad,

retinopatia diabética.
EJEMPLOS

[000108] Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y no

a modo de limitacion.
Ejemplo 1: Humanizacion de MAb 166-32 Murino Factor D

[000109] Las secuencias de la region variable (V) de cadena pesada y
la region variable (V.) de cadena ligera del mAb 166-32 murino se
compararon con secuencias de linea germinal del anticuerpo humano,
disponibles en las bases de datos publicas. Se utilizaron varios criterios al
decidir una plantilla, como se describe en el paso 1 mas arriba, incluidos la
longitud total, posicion CDR similar dentro de la estructura, homologia
general, tamafio de la CDR, etc. La totalidad de estos criterios tomado
conjuntamente aportaron un resultado para elegir la plantilla humana
optima, como se muestra en la alineacion de secuencias entre las secuencias
de cadenas ligeras y cadenas pesadas de MAb 166-32 MAb y las secuencias

de la plantilla humana respectiva ilustradas en Figuras 3 y 4.

[000110] En este caso, se empled mas de una plantilla de estructura
humana para disefiar este anticuerpo. La plantilla humana elegida para la

cadena Vy era una combinacion de VI-4.1 b+ (locus 7-04.1) (acceso #
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X62110) (familia VH7) y JH4d (véase Figura 3). La plantilla humana
elegida para la cadena V| era una combinacion de DPK4 (familia VK I)

combinado con JK2 (véase Figura 4).

[000111] Una vez elegida la plantilla, se construyé una bib}idteca'Fab
mediante sintesis de ADN y PCR traslapante. La biblioteca se cbmpom’a de
CDRs de MAb 166-32 sintetizadas con las respectivas plantillas humanas
seleccionadas. Los nucledtidos traslapantes que codifican secuencias Vy y
V| parciales se sintetizaron en el rango de alrededor de 63 a alrededor de 76
nucledtidos con 18 a 21 traslapos de nucledtidos. Se construyeron vectores
que expresan una biblioteca de Fabs humanizados contra el antigeno de
Factor D, y se transformaron en E. coli DH10B luego se esparcieron sobre

césped bacteriano XL-1B.

[000112] Se evalud la calidad de la biblioteca en cuanto a tamaiio (el
namero de clones independientes) y la diversidad (la distribucion de las
mutaciones). Los clones individuales con insercidén doble de ambas cadenas
ligeras y pesadas se secuenciaron alrededor de 14 de 20. Las mutaciones de
titubeo ("'wobble mutations') de la estructura se distribuyeron

uniformemente.

[000113] La amplificacion PCR del gen V| y Vy se realizé utilizando
un cebador directo ("forward primer') biotinilado que contenia la
secuencia especifica a la region de la estructura FR1 y una secuencia
protuberante ("overhanging sequence') apareada al extremo de la
secuencia lider (Genelll) y un cebador inverso de la region constante
conservada (Ck o CH1) bajo condiciones PCR estandar. El producto PCR
se purificd mediante electroforesis en gel de agarosa, o mediante el kit dé
purificacion PCR comercial para eliminar cebadores biotinilados no

incorporados y PCR no especifica.
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EJEMPLO 2: Cribado de la Biblioteca

[000114] Se utilizé Transferencia con Filtro de Captura ("Capture
Filter Lift") para el cribado primario. El cribado actual dimensionado es
mas de 3 veces mas grande que el tamafio tedrico de la biblioteca. Los
candidatos se cribaron aiin mas mediante analisis ELISA de un solo punto.
Los mejores ligantes ("binders') se confirmaron adicionalmente mediante
titulacion directa del antigeno usando el Factor D basandose en la

concentracion de Fab.

[000115] Cribado con Transferencia de Captura

[000116] Se empleo el Analisis de Transferencia con Filtro de Captura
para el cribado primario de la uniéon de Fab al Factor D. Bacteriofagos de
alta titulacion se estriaron e incubaron a 37°C hasta el momento del uso
(alrededor de 6-8 horas). Kappa anti-humano en cabra se diluyo a 10ug/m!
en 10 ml PBST; se prepararon filtros de nitrocelulosa para placas de
transferencia ("lifting plaques’’) de acuerdo con procedimientos estandar
con placas de transferencia y luego se sumergieron en 10ml de
amortiguador de bloqueo durante 2 horas en un agitador. Los filtros se
enjugaron 3x con PBST. Los filtros de aplicaron a un césped de placa y se
incubaron a temperatura ambiente (RT) durante aproximadamente 15-24
horas. A continuacion se retiraron los filtros de las placas y se enjugaron

con TBST 3x.

[000117] Factor D (50ug/ml) se diluyé en PBST a 0.1 ug/ml y se
agregaron 4ml por filtro. Los filtros se incubaron en la solucién durante 2
horas en un agitador a temperatura ambiente, seguido por enjuage 3x, cada
vez 5 minutos. Se agrego 166-222-HRP diluido (1:10. 000 con PBST) en
un volumen de 4 m! por filtro y los filtros se incubaron durante 1 hora en un
agitador. Los filtros se enjugaron 4x. Los filtros se secaron y luego se
sumergieron en sustrato TMB, seguido por inmersion en agua para detener

la reaccion. Se identificaron los clones positivos.
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EJEMPLO 3: Cribado con ELISA de Punto Unico

[000118]  Se utilizé una analisis ELISA de punto anico para el cribado
secundario. Placas Immulon II se recubrieron con Fab anti-humano en
cabra (1:12.000, 50ul/pocillo) de un dia para otro a temperatura arribieﬁte.
Al dia siguiente las placas se lavaron 4x con lavador de placas. Se agregé
amortiguador de bloqueo en un volumen de 100ul por pocillo y las placas
se incubaron durante 1 hora a temperatura de la sala. Las placas se lavaron

entonces 4x.

[000119] Cada Fab a cribarse se agregoé en un volumen de SOul por
pocillo (o bien de la preparacion periplasmatica de 15ml o bien del
sobrenadante) y se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron 4x, seguido por la adicion de SOul/pociltlo de Factor D biotinilado a
0.01ug/ml. Las placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
y luego se lavaron 4x. Se agregd estreptavidina-HRP (1:10.000 en PBST) y
se incubd durante lhora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 5x y
luego se desarrollaron agregando sustrato TMB a 50ul/pocillo. Se agrego
amortiguador de detencion ("stop buffer') en un volumen de 50ul luego de
estar bien desarrollada (10-45 minutos) y luego se leyeron las placas a

450nm.
Ejemplo 4: Secuenciacion de clones de anti-Factor D humanizados

[000120]  Se secuenciaron 16 clones humanizados con excelente afinidad
de unién para el Factor D humano (véase Tabla 1). Entre éstos, la posicion
2 (100% humano) y 49 (100% raton) en la cadena ligera, y la posicion 93
(100% raton) en la cadena pesada son altamente conservadas, indicando

que son importantes en mantener la capacidad de uni6n del anticuerpo.

Tabla 1. Analisis de secuencias de aminoacidos de clones humanizados de
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la biblioteca de humanizacion

VK 214 | 1343149 (64|69 |VH| 2 | 9 |38]93 |97
Raton TIVIM|P|S|S]A I P K{T]|E
Humanoj T M| A |V IY |G| T VIS|RIV A
7 IfTMIM| VIS |S|T I | P K|V }|E
30 I|VIA|V|S}|S|A VI IP|IK|TI|E
45 IV M|V ]S |G| A Il S|{R|VIE
46 IfVI MV ]S IS|T I S| R |V |E
47 I VIA|IV IS |S|T I'{S|R| V]| E
48 IV M|V |[S|S|T VIP|R|V|E
50 I[NV M| VIS |G| A V|P|R|T]|E
51 I[M|{M[V]|S|[G]|T [|S|K|T]|E
56 I/ V|A[IV|S|G|T V|IP|K|T|E
57 IITMIM[V|S|S]|A VIS |R|V|E
58 IV  M|[P|S |G| A VI IP|R|V]|E
59 I|ViA[P|S|S|T VI IPJIK|V ]| E
60 [If VI IM[P | S |[G|T V]iPIRIV]|E
63 I[f VI MV |S |S|T VIS | R|T]|E
74 IV M VIS |8 |T Il | S| R|V]|E
[000121] El clon #56 se evaludé mediante analisis BIAcore y analisis de

inhibicién hemolitico. El analisis BIAcore mostré que el clon #56 tiene una
afinidad similar al Factor D humano que el Fab 166-32 quimérico (véase
Tabla 4). El analisis de inhibicién hemolitico mostr6é que el clon #56 es en
cierta forma mas potente que el Fab 166-32 quimérico (véase Figura 6). El
clon # 56 contiene dos residuos murinos en la estructura de cadena ligera y
cuatro residuos murinos en la cadena pesada, (véase Tabla 1). Basandose en

estos resultados, se llevd a cabo una optimizacion posterior.

58



WO 2008/055206 PCT/US2007/083172

Tabla 2. Anpdlisis de secuencias de aminoacidos de anticuerpos

optimizados de la biblioteca de humanizacion/optimizacion de CDR3s

Posiciones VK 2 14 113 |43 |49 (64 (69 [CDR-L3|92 193 |97
166-32 TIVMIP S |S |A D IN |T
Plantilla Humana |[I IM|A |V Y |G |T

104 LIV IMIP (S |S |T D IS |T
109 I [VIA IV IS |G |A M IN (T
111 I [VIA [V IS |G [T D[S |T
112 [ [VIA [V |S |G |T D (S |T
114 I [\VIA IV IS |G |T D |C |T
121 I [VIA IV S |S |A D [N |T
125 I [VIAIP |S |S |T D [N |T
130 [ \VIA [V S |S|T D [N |S
Posiciones VH |2 [9 [38 [93 [97 [CDR-H3[98 [99 [100
166-32 I |P|K |T |E V ID |N
Plantilla Humanal|V |S |[R |V |A

104 VIS R {V |E VvV (D |T

109 VIS IR [V [E |V IN [N

111 VIS IR |V |E V [N [N

112 VIS |R |V |E V [N |N

114 VIS |[K |V |E V [N [N

121 I ISR |V |E V [N |T

125 VIS IR |V |E P |D [N

130 VIS IR |V |E V |D |H

[000122] Los clones #111 y #114 se caracterizaron mediante analisis
BlAcore (véase Tabla 4). Los clones #104, #111, #114 y #I30 se
caracterizaron asi mismo mediante analisis de inhibicion hemolitico (véase
Figura 6). Estos clones tienen afinidades mas elevadas que el 166-32
quimérico, y son mas potentes que el Fab quimérico en inhibir la via
alternativa, como se muestra por el analisis de inhibicion hemolitico (Figura

7). El clon #111 contiene los mismos dos residuos murinos en la cadena
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ligera (posiciones 4 y 49) que ¢l clon # 56. Contiene igualmente el residuo
murino conservado en la posicion 97 de la cadena pesada que se.encuentra
en el clon #56. Hay una mutacion benéfica en las dos CDR3 de cadenas
ligeras y pesadas en el clon #111. De dos bibliotecas independientes
cribadas (biblioteca de humanizacidon, y biblioteca de humanizacion
/optimizacion de CDR3s), descubrimos que los mejores clones tienen

residuos de consenso similares.

[000123] Para optimizar ain mas la afinidad del clon #111, se
construyé una biblioteca de anticuerpos introduciendo mutaciones
individuales en las CDR-H1 y CDR-L2 simultineamente. En sintesis, se
empled6 la metodologia de mutagénesis dirigida al sitio para construir tales
bibliotecas apareando oligonucledtidos que codifican mutaciones
individuales a la plantilla del clon #111. Se secuenciaron un total de 24
clonas con muy alta afinidad al Factor D humano. Entre estos 24 clones, se
identificaron varias mutaciones benéficas redundantes. Los clones #250,
#315, #345 y #416 se seleccionaron mediante andlisis BIAcore (véase Tabla
4). Los datos BlAcore mostraron que estos clones tienen una mayor
afinidad al Factor D humano que el clon inicial #111. Los clones #250,
#315, #348 y #416 se probaron igualmente en el andlisis de inhibicion

hemolitico (véase Figura 6) e inhibicion de la via alternativa (Figura 7).
Ejemplo 5: Analisis de Hemolisis AP

[000124]  Se determind la funcién bioldgica de los clones humanizados
utilizando el andlisis de inhibicion hemolitico y el analisis BIAcore (véase
Ejemplo 6 a continuacion). El andlisis hemolitico se llevé a cabo de acuerdo
con el siguiente procedimiento. 20 ul de globulos rojos de conejo diluidos
1:20 (RRBC - rabbit red blood cells) (0.5 ml + 9.5 ml amortiguador
GVB/Mg-EGTA) en 20 ml de solucion salina (0.9% NaCl) con una
dilucion de aproximadamente 1: 2x10* se contaron con un contador Coulter.

A continuacion se ajusto la concentracion de las células a alrededor de 2-5
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x10* células/ml. Cada placa recibio alrededor de 500x10%RRBC o
alrededor de 1 ml RRBC/placa (500x10°/2-5 x10%.

[000125] Las células se diluyeron en 6 ml amortiguador GVB/Mg-
EGTA/placa, se mezclaron y se lavaron 3 veces agitando a 1360 rpm x 4

minutos a 4 °C. El sedimento celular RRBC se suspende en 3 ml

amortiguador GVB/Mg-EGTA/placa y se conservé en hielo.

[000126] Suero humano congelado -80°C se descongeld justo antes del
uso. El suero se diluyé a una concentracion de 20% suero en amortiguador

GVB/Mg-EGTA, 5 ml/placa (final es 10%) y se mantuvo en hielo.

Tabla 3

1 2 3 S SB
GVB/Mg-EGTA: 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
mAb: 50 ul mix 50 ul l} 50 ul A} S0ul e e
20% suero humano: 50 ul 50 ul 50 ul SO ul 50 ul

Agitar 30 segundos a 5-6°, mantener luego a temperatura ambiente durante 7 minutos

RBC de conejo: 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

[000127] Las muestras se agitaron durante 30 segundos a 5-6°C y luego
durante 40 minutos a 37 °C. Se enfriaron las muestras a 5-6°C -agitando
simultaneamente y luego se centrifugaron a 2.000 rpm x 3 minutos a 4 °C.
Aproximadamente 80 ul de sobrenadante se transfirieron a una placa de 96
pocillos de fondo plano y se ley6 el valor OD a 590 nm usando un lector de
placas estandar. La inhibicién porcentual se calculd en la siguiente forma:
% Inhibicion = {[(S-SB) - (U-SB)] / (§-SB)} x 100%. (U =muestra 1,2 0 3

(columnas 1, 2 0 3 de Tabla 3, respectivamente).
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Ejemplo 6: Analisis Cinético del Fab de Factor D anti-Humano

mediante BiaCore

[000128]  Immobilizacién — Factor D humano (Advanced Research Inc,
0.1 mg/ml) se inmovilizé directamente en la matriz ("chip’) CMS5
(BiaCore) empleando el método  de acoplamiento con amina. El
procedimiento se describe brevemente como el siguiente: (1) Flujo
constante (PBS) es a 5 pul/min. (2) Inyeccion de 35 pl EDC/NHS (1:1). (3)
Inyeccion de 35 upl de Factor D humano en amortiguador de acetato, pH
4.5. (4) Bloquear el grupo activado mediante inyeccion de 35 pl etolamina.
(5) Limpiar la superficie por 5 ul 10 mM Glicina pH 1.5. El nivel de
inmovilizacion del ligando (Factor D humano) es de alrededor de 1.000
RU. El ciclo de la prueba empleando un Factor D a-humano (huDi, 40 pl,
31.5 pg/ml) arroj6 una respuesta relativa alrededor de 900 RU.

[000129] Analisis Cinético — Todos los Fabs de Factor D anti-humano
se diluyeron en amortiguador PBS. Cada muestra se prepard en una serie de
.concentraciones: 12.5 nM, 25 nM, 50 nM, 75nM, 100 nM, 125 nM, y 150
nM, con pulsacion de inyeccién de 40 pl con una alta tasa de adquisicion.
Se llevd a cabo regeneracién aplicando una pulsaciéon de 5 pl de 10 mM
glicina a pH 1.5. Se obtuvieron parametros cinéticos ajustando trazas de
union de Fabs a un modelo de union 1:1 bajo seudo cinética de primer

orden usando Factor D de version BlAvaluation.

Tabla 4 Resultados BlAcore

Clon Fab ka(M-Is-1) kd(s-1) Kd (M)

Anti-factor D Fab 315 7.1x10° 2.7x107%  3.7x107"°
Anti-factor D Fab 416 8.2x10° 1.8x10*  3.3x10™"°
Anti-factor D Fab 345 6.8x10° 3.5x10%  5.1x107"°
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Anti-factor D Fab 250 5.7x10° 1.9x10" 3.3x107"°
Anti-factor D Fab 56 3.6x10° 9.8x107 2.7x107
Quimérico 4.4x10°  1.2x10°  2.7x10°

Anti-factor D Fab 111 3.3x10° 3.7x10*  1.14x10”

[000130] Los expertos en el arte reconoceran, o estaran en capacidad de
verificar, empleando no mas que experimentaciéon rutinaria, muchos
equivalentes de las incorporaciones especificas de la invencion descritas en
esta especificacion. Se pretende que tales equivalentes queden abarcados

por las siguientes retvindicaciones.
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Reivindicamos:

l. Un anticuerpo murino que comprende una secuencia de dominio

variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 1.

2. Un anticuerpo murino que comprende una secuencia de dominio

variable de cadena ligera SEQ ID NO: 2.

3. Un anticuerpo murino que comprende la secuencia de dominio
variable de cadena pesada de la reivindicacién 1 y la secuencia de dominio

variable de cadena ligera de la reivindicacion 2.
4, Un anticuerpo que comprende SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

5. Un anticuerpo quimérico que comprende SEQ ID NO: 1 y SEQ ID
NO: 2.

6. Un dominio variable de un anticuerpo humanizado que comprende
una secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada
seleccionada del grupo conformado por: SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: §;
SEQ ID NO: 10; y SEQ ID NO: 12.

7. Un dominio variable de un anticuerpo humanizado que comprende
una secuencia de aminodcidos de dominio variable de cadena ligera
seleccionada del grupo conformado por SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 7;
SEQ ID NO: 9y SEQID NO: 11.

8. Un anticuerpo anti-Factor D humanizado que comprende la secuencia
de dominio variable de SEQ ID NO: 5 y la secuencia de dominio variable

en SEQ ID NO: 6.

9. Un anticuerpo anti-Factor D humanizado que comprende la secuencia
de dominio variable de SEQ ID NO: 7 y la secuencia de dominio variable

en SEQ ID NO: 8.
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10.  Un anticuerpo anti-Factor D humanizado que comprende la secuencia
de dominio variable de SEQ ID NO: 9 y la secuencia de dominio variable

en SEQ ID NO: 10.

1. Un anticuerpo anti-Factor D humanizado que comprende la secuencia
de dominio variable de SEQ ID NO: 11 y la secuencia de dominio variable

en SEQ ID NO: 12.

12.  Un anticuerpo anti-Factor D humanizado, que tiene una cadena ligeré
variable que comprende una CDR-L1 que tiene la secuencia de SEQ ID
NO: 16; una CDR-L.2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 17,21,023,y
una CDR-L3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 18, 22 o 24.

13.  Un anticuerpo anti-Factor D humanizado que tiene una cadena

pesada variable que comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 13 o0 25; una CDR-H2 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 14; y
una CDR-H3 que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 15 0 20.

14. Un polipéptido que comprende la siguiente secuencia - de
aminoécidos: |

QX;QLVQSGX,E LKKPGASVKV SCKASGYTFT SYGMNWVX;0A
PGQGLEWMGW INTYTGETTYADDFKGRFVF SLDTSVSTAY
LQISSLKAED TAX4YYCXsREG GVNNWGQGTL VTVSS (SEQ ID
NO: 27),

endonde X;esloV;XsesPoS; X;esKoR; XyesToV;yXsesEoA.

15. Un polipéptido que comprende la siguiente secuencia de
aminodcidos:
DIQXTQSPSSLSX,SVGDRVTITCITSTDIDDDMNWY QQKPGK X3PK
LLIXgDGNTLRPGVPSRF SX10SGSGX,,DFTLTISSLQPEDVATYYCLQ
SDSLPYTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO: 26),

endonde X¢esVoM; X;esMoA; XgesPoV; XgesSoY; XgesSo
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GyX;;esAoT.

16.  Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO: 6, 8,10,0 12.

17.  Un polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ

IDNQO:5,7,9,011.

18.  Un anticuerpo humanizado que comprende el polipéptido de la

reivindicacion 14.

19.  El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 18 que comprende

ademas el polipéptido de la reivindicacion 15 o 33.

20. Un fragmento de anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-13, 18-19, 31 0 32.

21 Un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de SEQ 1D

NO: 3.

22.  Un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de SEQ 1D

NO: 4.

23. Un 4cido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-13, 18-19, 31 o 32.

24.  Un acido nucleico aislado que codifica el polipéptido de una

cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17.
25.  Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 23.
26.  Un vector que comprende ¢l acido nucleico de la reivindicacion 24.

27. Una linea celular que comprende el vector de la reivindicacion 25 o

26.
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28.  Una composicion que comprende el anticuerpo de una cualquiera de

las reivindicaciones 1-13, 18 0 19.

29.  Uso de la composicion de la reivindicacion 28 para tratar trastornos

mediados por complemento.

30. EIl uso de acuerdo con la reivindicacioén 29, en donde ¢l trastorno es
una enfermedad ocular tal como degeneracion macular relacionada con la

edad o retinopatia diabética.

31. Un dominto variable de la reivindicacion 7 en donde el aminoacido

en la posicion 104 de SEQ ID NO: 7 es una valina o una leucina.

32.  Un anticuerpo anti-Factor D humanizado de la reivindicacion 9 que
comprende la secuencta de dominio variable de SEQ ID NO: 7 en donde el
aminoacido en la posicion 104 de SEQ ID NO: 7 es una valina o una

leucina y la secuencia de dominio variable de SEQ ID NO: 8.

33.  Un polipéptido de la reivindicacion 15 en donde el aminoacido en la

posicion 104 de SEQ ID NO: 26 es una valina o una leucina.

34.  Un polipéptido de la reivindicacion 17 en donde el aminoacido en la

posicion 104 de SEQ ID NO: 7 es una valina o una leucina.

35. El método de elaborar un anticuerpo anti-Factor D humanizado o su

fragmento de cualquiera de las reivindicaciones 1 -13, 18-19, 31 .0 32.

36.  Un anticuerpo que compite con el anticuerpo 166-32 murino y/o el
clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56, #111, #250 o #416 y/o
un anticuerpo que comprende el dominio variable o las secuencias HVR del

clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56, #111, #250 o #416.

37.  Un anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 166-32

* murino y/o el clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56, #111,
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#250 o #416 y/o un anticuerpo que comprende el dominio variable o las
secuencias HVR del clon del anticuerpo anti-Factor D humanizado #56,
#111,#250 o #416.
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FIGURA 1A

Secuencia de Aminoacidos de la Cadena Pesada Variable del MAb 166-32
Murino

QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLKWMGWINT
YTGETTYADDFKGRFVFSLETSASTAYLEINNLKNEDMATYFCEREGGVDNWG
QGTTLTVSS (SEQ ID NO: 1)

FIGURA 1B

Secuencia de Aminoacidos de la Cadena Ligera Variable del MAb 166-32
Murino

ETTVTQSPASLSMAIGEKVTIRCITSTDIDDDMNWYQQKPGEPPKLLISGGNTLR
PGVPSRFSSSGYGADFVFTIDNMLSEDVADYYCLQSDNLPYTFGGGTRLEIK
(SEQ ID NO: 2)
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FIGURA 2A

Secuencia de Acido Nucleico Murino para la Region Variable de Cadena .
Pesada del MAb 166-32

CAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGAGAGACA
GTCAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGGTATACCTTCACAAACTATGGAATGA
ACTGGGTGAAGCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAAGTGGATGGGCTGGATAA
ACACCTACACTG GAGAGACAACATATGCTGATGACTTCAAGGGACG GTTTGT
CTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAGCACTGCCTATTTGGAGATCAACAACCTCA
AAAATGAGGACATGGCTACATATTTCTGTGAAAGAGAGGGGGGGGTTGACAA

CTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 3)

FIGURA 2B

Secuencia de Acido Nucleico Murino para la Region Variable de Cadena Ligera
del MAb 166-32

GAAACAACTGTGACCCAGTCTCCTGCATCCCTGTCCATGGCTATAGGAGAAAA
AGTCACCATCAGATGCATAACCAGCACTGATATTGATGATGATATGAACTGGT
ACCAGCAGAAGCCAGGGGAACCTCCTAAGCTCCTTATTTCAGGAGGCAATACT
CTTCGTCCTGGAGTCCCATCCCGATTCTCCAGCAGTGGCTATGGTGCAGATTTT
GTTTTTACAATTGACAACATGCTCTCAGAAGATGTTGCAGATTACTACTGTTTG
CAAAGTGATAACTTGCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAGGCTGGAAATAA

AA (SEQ ID NO: 4)
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FIGURA 5

#56 VK
DIQVTQSPSSLSASVRDRVTITCitstdidddmnWYQQKPGKVPKLLISggntiipGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDVATYYClgsdnipytFGQGTKLEIK

#56 VH

QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKASgwtftnyamnWVKQAPGQGLEwmawintytgetivaddfk GRFVF
SLDTSVSTAYLQISSLKAEDTATYYCEReggvdnWGQGTLVTVSS

#111 VK
DIQVTQSPSSLSASVGDRVTIT CitstdidddmnWYQQKPGKVPKLLISggntirpGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDVATYYClasdsIipytFGQGTKLEIK

#111 VH
QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKASgytftnygmnWVRQAPGQGLEwmgwintytgettyaddfkGRFVF
SLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCERegavnnWGQGTLVTVSS

#250 VK
DIQVTQSPSSLSASVGDRVTIT CitstdidddmnWYQQKPGKVPKLLIShantipGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDVATYYClgsdslpytFGQGTKLEIK

#250 VH
QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKASgytftnyginWVRQAPGQGLEwmgwintytgettyaddfk GRFVFS
LDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCEReqgqvnnWGQGTLVTVSS

#416 VK
DIQVTQSPSSLSASVGDRVTIT CitstdidddmnWYQQKPGKVPKLLISdantipGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDVATYYClgsdslpytFGQGTKLEIK

#416 VH
QVQLVQSGPELKKPGASVKVSCKASgytftsygmnWVRQAPGQGLEwmgwintytgettyaddfkGRFVF
SLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCERegavnnWGQGTLVTVSS
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..ATENT COOPERATION TREAT 1o
c;)poﬂl, yo w dlen Opoanan (of QF\) Oue q/ield‘(

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY ' - PCT

To:

' NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
JONES DAY THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

Attn. George, Nikolaos '
222 East 41st ‘Street
New Yeork, NY 10017

ETATS-UNIS D’AMERIQUE | ‘ JUN 11 20[]8
Z'Iq 20‘-4 ZZ?

(PCT Rule 44.1)

"[Date of maiting

- ' ) ' | (day/month/year) 26 / 06 / 9 O-O 8
Applicant’'s or agent’s file reterence 7 ‘
12279-2 04 228 - . FOR FURTHER ACTION - See paragraphs 1 and 4 below
International application No. International filing date .
 PCT/US2007/083172 : o (day/month/year) 39 /10/2007

Applicant

. | GENENTECH, INC.

1. EI The applicant is hereby notified that lhe internationai search report and the written opinion of the International Searchmg
Authority have been established and are transmitted herewith,

Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the ctaims of the International Application (see Rule 46):

When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
Internatlonal Search Heport

Where? Directly to the international Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (4 1-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. D The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

3. I:] With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40 2, the appllcant is notified that:

EI the protest together with the decision thereon has been transmitted to the international Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

no'decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Reminders
. Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international, application wili be published by the
International Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice ot withdrawal of the international
application, or of the priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectwery
before the completlon of the technical preparations for international publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the International Searching Authonty to the
International Bureau. The International Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
internationa! preliminary examination report has been or is to be established. These comments wouid aiso be made avallabie to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase betore those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is hled within 19 -
months.

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the apblicable time limits, Office by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Volume I, National Chapters and the WIPQO Internet site.

Name and rriailing address of the International Searching Authority | Authorized officer

T <\ European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 .
NL-2280 HV Rijswijk Sabina Maretto
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

—w=o? _ Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCT/ISA/220 (October 2005) . : (See notes on accompanying sheet)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

D

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Reguilations and the Administrative Instructions
ungier that Treaty. In case.of discrepancy between these Notes and those reguirements, the latter are applicable. For more -
detailed mformatlon  see also the PCT Applicant’s Guide, a publication of WIPQ. .

In these No!es "Article®, "Rule”, and "Section” refer to the prowsuons of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Adrministrative Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONC‘ERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized
that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the:
international preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the ¢taims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume |/A, Annexes B1 and B2).

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments to the claims under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be
established (see PCT Applicant's Guide, Volume I/A, paragraph 296).

What parts of the international application may be amended?

Under Article 19, only the claims may be amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the
International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under
Articie 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international appllcallon may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41

When?' Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments-will be considered as having
been received on time if they are received by the Internaticnal Bureau after the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparations for international publication {(Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the recewmg Office or the
International Searching Authonty (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has beenfis filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entiré claims, by adding one or more hew claims or by amending the text of one
- or more of the claims as filed. '

A replacement sheet must be submltted for each sheet of the ciaims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed. :

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents mi.lstlmay accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)): ' _ ‘
The amendments must be submitted with z letter.

The letter will not bé published with the international application and the amended claims. it should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)" (see'below, under “Statement under Articlé 19(1)").

The letter must be in English or Frénch at the choice of the applicant. However, if the language of the
international application is English, the letter must-be in Engllsh it the language of the international application
is French, the letter must be in French.

N

Notes to Form PCT/ABA/220 (first sheet) (October 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY-
| PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

- (PCT Article 18 and Rules 43 and-44)

Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER see Form PQTIiSN_220
12279-204-228 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/monthiyear) - (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2007/083172 - 31/10/2007 _ 02/11/20606
Applicant ) ;

GENENTECH, INC.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 5 sheets.
1t is also accompanied by a copy of @ach prior art document cited in this‘report,

t. Basis of the report o ‘
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:
the international application in the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b}))

b. This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
: autharized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis{a)). '

C. With.regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclbsed in the international application, see Box No. |.
2. . Certain claims were found unsearchable (See Box No. 11}
3. []  unityof invention is tacking (see Box No Il

4, rWit'h regard to the title, .
D the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:
HUMANIZED ANTI—FACTOR D ANTIBODIES

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the appiicant

[ ]  the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With reQard to the drawings, )
a. the figure of the drawings to be published wlt_h the abstract is Figure No. _6 )
as suggested by the applicant
D " as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better chéracterizes the invention
b. [:] none of the fi.gures i$ to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 {first sheet) (April 2007}
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(..'f o . _ ( mernational application No.

INTEFINATIONAL SEARCH REPORT POT/US2007 /083172

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disclosed in the international applncat:on and necessary o the claimed
invention, the international search was carrled out on the basxs of:

a. type of material

. asequence listing

' D table(s) related to the sequence listing -

b. format of material

on paper
©in electronic form

c. time of filingAurnishing
. contained in the international application as filed
filed together with the international application in electronic form’
I:l - turnished subsequently to this Authority for the purpose of search
2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or tablé relating thereto has been filed -

or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/21 0 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)
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national application No

: . | INTEF "*ATIONAL SEARCH REPORT
h PCT/US2007/083172

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

?NV C07K16/36 A61P37/00 A61P27/02

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

CO7K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent thal such documents are included in the fields searched

Elecironic dala base consulied during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

‘EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE FIELE\;'ANT

Category® | Citation of document, with indication. where apprdpriate‘ of the relevant passages Relevant to claim No.

._ X . TANHEHCO E J ET AL: "The anti-factor D I 1-37
-antibody,. MAb 166-32, .inhibits the

alternative pathway of the human
complement system."
TRANSPLANTATION PROCEEDINGS AUG 1999
vol. 31, no. 5, August 1999 (1999- 08),
pages 2168-2171, XP002454359
ISSN: 0041-1345 '
page 2168, left-hand column
page 2170, right-hand column

Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent family annex.

. ecial categories of cited documents :
. Speci 9 'T* later document pubiished after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but

*A" document defining the general staie of the an which is not ciled to Understand the principle or theory underlying the

considered o be of particular relevance

invention
SE" earlier document but publlsned on or after the international ' *X* document of panicular relevance; the claimed invention -
filing date cannot be considered novel or cannot be considered to
"Lt documem which may throw doubls on priorily claim(s) or : involve an inventive step when the documeni is taken alone
y

which is cited to establish the publication date of another

dhipd . . 'Y* document of particular relevance; the claimed invention
citation or other special reason {as specified)

cannct be considered to involve an inventive step when the

*O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such docu-
other means ments, such combination being obvious to a person skilled
*P* document published prior to the internationat filing date but in the art.
later than the priprity date claimed *&' document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the intemational search repon
20 June 2008 ‘ - 26/06/2008
Name and mailing address of the ISA/ . ’ Authorized officer -

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

" Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, . .
2 Fax: (+31-70) 340-3016 Le Flao, Katell

Form PCT/1SA/210 {sacond sheet)} (April 2005)

page 1 of 2



- ational application No

INTEP™*ATIONAL SEARCH REPORT (?
IVFCT/USZO'ONOSSITZ

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages . o Relevant to ctaim No.

) S HARBOE M ET AL: "The quantitative role of 1-37
alternative pathway amplification in '
classical pathway induced terminal
complement activation." :
CLINICAL AND EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY DEC
2004, : ,
vol. 138, no. 3, December 2004 (2004-12),
pages 439-446, XP002454358

ISSN: 0009-9104

abstract

Form PCT/ISA/210 {continuation of second-sheel) (April 2005)

page 2 of 2
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N B .. .iternational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2007/083172

Box No.ll  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This internationa! search report has not been established in respect of certain claims under Aricie 17(2)(a} for the following reasons:

- Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely

A1though claims 29 and 30 are directed to -a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the a11eged
effects of the. compound/compos1t1on

2. [ | craims nos:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are depandent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity.of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers allsearchable
claims.

2. I_____| As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authonty did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this mternatxonal search reportcovers
only those claims for which fees were pald specifically claims Nos.:

4. l:l No required additionat search fees were timely paid by the applicant. Censequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applncant‘s protest and where applicable, the

payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation,of first sheet (2))-{April 2005) .
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From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To: _ ' | o . P

» . WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(day/monthiear) see form PCTASAZ210 (second sheet)

Applicant's or agent's file referénce : : : FOR FURTHER ACTION

see form PCTASAR20 ’ : ’ See paragraph 2 below

International applic_ation Ne. International tiling date (daysnonthyear) - Priority date (day/monthiear)
PCTAS2007083172 31.10.2007 02.11.2006

Intermaticnal Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. CO7K16/36 A61P3700 AB1P2702

A;;)plicant
GENENTECH, INC.

1.  This opinion contains indications relating to the following items:

B BoxNo.l  Basis of the opinion
[0 BoxNo.ll  Priority '
X Box No. lll  Non-establishment of opmnon with regard to novelty. mvenhve step and industrial appl:cablllty '
O Box No. IV  Lack of unity of invention .
Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i} with regard to novelty, inventive step or industrial
) apphcablhty, citations and explanations supporting such statement
D Box No. VI Certain documents cited
O Box No. VIl Certain defects in the international application .
Box No. VIII  Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

if a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usuaily be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority otheér than this one to be the IPEA and the chosen {PEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered. . .

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the pricrity date,
whlchever expires later.

For further options, see Form PCTASA/220.

3. For further det'f.\ils, see notes to Form PCTASAR220.

Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Authorized Officer © . -
P this opinion . G,

&

' S %
1 European Patent Office - P.B. 5818 Patentldaan 2, torm ' M %
,-9)) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas PCT/IOSAmo Le Flao, Katell H 0 z
—— Tel. 431 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epa nl - %, N
Fax: +31 70 340 - 3016 . Telephone No. +31 70 340-1040 ‘ g s

. Form (PCTASAR237) (Cover Sheet) {April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE o International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORlTY PCTAIS2007/083172

"Box No.| Basis of the opinion

1. Wlth regard to the language, this oplnlon has been establlshed on the basns of:
. B the international application in the Ianguage in Wthh it was flled

O a translation of the internationai application into , ‘which is the Ianguage of a translation furnished for the
purposes of mternatlonal search (Rules 12. 3(a) and 23.1 (b)). .

2.-00 This opinion has been established taking into account the rectlflcatlon of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1{a)}

3. With regard to any n.uclebtide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invéention, this opinion has been established on the basis of:

© a. type of material:
7. B a séquence listing
o table(s) related to the sequence listing
b. format of material: -
& on paper
X in e<lectronic form
c. time of filingfurnishing:
4 contained in the international application as filed.
X filed tOgether with the international application in electronic form.
0 furnished subsequently to this Authority for the purpoées of search.
4. [ In addition, in tﬁe case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
' has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the appllcatlon as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furntshed

5. Addltronal comments‘

Form PCTASA/ 237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY ' PCTAS2007/083172
Box No:. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questlons whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
cbvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of _

I
=

the entire international application

claims Nos. 29,30

because:

X

o O

the said international application, or the said claims Nos. 29,30 refate to the following subject matter which
does not require an international search (specify): ‘ .

~ see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so uncléar
that no meaningful opinion could be formed (specify): :

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

no international search report has been estabhshed for the whole apphcatlon or for said claims Nos.

- a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant dld not within the

prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C'of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the Internauonal Searching
-Authority in a form and manner acceptable to it. ‘

U furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provuded forin Annex C
- of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it. :

[J pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide and/r amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative instructions.

See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 {April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE - International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY , PCTAUS2007/083172

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement .

Novelty (N) | Yes: Claims
- No: Claims 1-4

Inventive step (IS} . ' Yes: Claims
' No: Claims 1-37
industrial applicabiiity ({A) Yes: Ciaims 1-37

No: Ciaims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the ciaims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supportéed by the description, are made: . '

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF T‘HE : _ | International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING ' ’ :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) _ : PCT/US2007/083172
Re ltem Hll

Claims 29 and 30 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the |
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no cpinion will be formulated with respect io -
the patentability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

ReltemV.

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

,R'efefence is made to the following documents:

D1: TANHEHCO E J ET AL: "The anti-factor D antibody, Mab 166-32, inhibits the alternative

: pathway of the human 'complement system.” TRANSPLANTATION PROCEEDINGS,
val. 31, no. 5, August 1999, pages 2168-2171, XP002454359 | ~

D2: HARBOE M ET AL: "The quantitative role of alternative pathway ampilification in classical
pathway induced terminal complement activation:" CLINICAL AND EXPERIMENTAL
IMMUNOLOGY, vol. 138, no. 3, December 2004, pages 439-446, XP002454358

" For the assessment of the present claims 29 and 30 on the question whether they are

" patentable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can also
be dependent upon the formulation of the claims. The EPOQ, for example, does not recognize
as patentable the subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but
may allow, however, claims to a known compound for-first use in medical treatment and the
use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

- Novelty

The prese'nt application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-4 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

The document D1 discloses (the references in parentheses applying to this document) the

monoclonal antibody 166-32 which inhibits Factor D (p.2168, left-column, §2-§3). Even if the
sequences of its heavy and light chain variable domains are not disclosed in D1, they are

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheef 1) (EPO-April 2005)
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consmiered 1o be intrinsic propemes of the antibody, thereby antimpatlng the novelty of claims
1-4. Dlscovenng a new feature of a known product is indeed not establishing novelty of the
product

The same reasoning applies with D2, which is also disclosing the antibody. 166-32 and its
_selective blockade of the alternative pathway of complement activation (see the abstract).

inventive step

"The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
. | subject-matter of claims 5-37 does not involve an inventive step in the sense of Article 33(3)
PCT.

The document D1 is regarded as being the ciosest prior art to the subject-matter of claim 5,
and discloses the murine anti Factor D antibody 166-32 capable of inhibiting Factor D. The
subject-matter of claim 5 therefore differs from this known antibody in that it is a chimeric
antibody. The problem to be solved by the present invention-may therefore be regarded as
providing an alternative form of a known antibody. :

The solution proposed in claim 5 of the present application cannot be considered as involving

~an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons. Providing a chimeric or
‘humanized antibody is considered to be a matter of routine. Wlthout unexpected propertles'
"derivatives" of a murine antlbody are not inventive.

The same.reasoning applies, mutatis mutandis to the subject-matter of the corresponding
independent claims 8-11, which therefore are also con3|dered not inventive. The same apphes
to dependent claims 19- 37.

Present claims 6, 7 and 12-18 are not defining antibodies by a heavy chain variable domain
AND a light chain variable domain. Those claims are therefore not solvung the problem posed,

thereby not involving an inventive step.

‘Re ltem VI

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) {Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Itis clear from the description on pages 2 that the followmg features are essential ta the defini-
tion of the invention:

(1) the antibody is an anti Factor D anhbody
- (2) it contains a heavy chain variable region and a light chain variable reg|on

Since independent claims 1, 2, 4-7, 14-18, 21 and 22 do not contain these features they do
not meet the requirement fotloWing'from Article 6 PCT taken in combination with Rule 6.3(b)
PCT that any independent claim must contain all the technical features essential to the
definition of the invention. '

‘The clone numbers used in claims 36 and 37 are internal designations having no clear
meaning, thereby rendering the definition of these claims unclear, Article 6 PCT.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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Possible steps after receipt of the international search report (I1SR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-1SA)

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR -It is accompanied by the WO-ISA Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-18A the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of W|PQO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/ISA/220 and the correspondmg Notesto form PCT/1SA/220.

In principle, the WO-ISA will be considered as the written opinion of the
| PEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/ WO-ISA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination- is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed

- by the IPEA into an |PRP (International Preliminary Report on Patentability)

which would merely reflect the content of the WO-18A. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR/'WO-18A the applicant may file informal comments

. on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPCQ. These

will be communicated to the designated Offices together with the IPRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-1SA or, if a.demand was filed, the written opinion of the

1PEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possibie

informal comments to the designated Offices. The IPRP replaces the former

IPER (international prellmmary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 1172003, OJ 12/2003
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Bitte beachten Sie, dass angeflhrte Nichtpatentliteratur (wie z.B.
wissenschaftliche oder technische Dokumente) je nach geltendem Recht
dem Urheberrechtsschutz und/oder anderen Schutzarten fir schriftiiche
Werke unterliegen konnte. Die. Vervielfaltigung urheberrechtlich
geschitzter Texte, ihre Verwendung in anderen elektronischen oder
gedruckten Publikationen und ihre Weitergabe an Dritte ist ohne
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-titulaire du droit d'auteur.

Please be aware that cited works of non-patent literature such as

scientific or technical documents or the like may be subject to copyright
protection” and/or any other protection of written works as appropriate
based on applicable laws. Copyrighted texts may not be copied or used
in other electronic or printed publications or re-distributed without the

'express permission of the. copyright holder

. BNSDOCID: <XS_____

X5 CPRTENFRDE

2006100103CF _|_>

1o



e

BNSDOCID: <XP,

“rabbit erythrocytes.®

XP-002454%

ELSEVIER

The Anti-Factor D Antibody, MAb 166-32, Inhibits the Alternatlve

Pathway of the Human Complement System

E.J. Tanhehco, K.S: Kilgore, D.A. Liff, K.L. Murphy, M.S. Fung, W.N. Sun, C. Sun, and B.R. Lucchesi

CTIVATION of the complement system contributes

to hyperacute rejection and may occur as a result of
binding of complement-fixing antibodies, the direct activa-
tion of complement via the alternative pathway on foreign
cell surfaces, and/or the failure of complement regulation
by the foreign organ.'! Depending on the particular species-
species interaction, complement activation, either through
the classical or alternative pathway predominates, although
in some cases both pathways may be operative.? Reperfu-
sion.of a xenograft results in the depletion of both xenore-

-active antibodies and.complement from. the recipient’s

serum.? Previous studies have shown that hyperacute rejec-
tion can occur in the absence of anti-donor antibodies via

Aactivation of the alternative pathway.*

Factor D, a serine protease, is essential for the activation
of the alternative pathway of complement activation.” The
enzyme normatly is found in low concentrations in the
circulation.® Its importance is reflected in that nine times
the physiologic concentration of factor D is necessary for it
to become non-rate-limiting, thereby makmg the enzyme
an ideal target for regulation of the alternative pathway.”
Depiletion of factor D from human serum prevents lysis of
Monoclonal antibodies-against factor
D also inhibit rabbit erythrocyte hemolysis by human serum
as well as prevent the cleavage of C3 to C3b by cobra venom
factor.?

We previously demonstrated that damage to the rabbit
myocardium perfused in the presence of human plasma is

" due to the activation of the alternative pathway of the

complement cascade.'® We employed this model in the

- present study. The primary purpose of this investigation was
to determine if inhibition of factor D, with the specific-

monocional antibody (MAb 166-32) could prevent activa-
tion of human complement. The efficacy of MAb 166-32 is
demonstrated in this study, as evidenced by a reduction in
the extent of organ damage in an experimental model
mimicking the phenomenon of hyperacute organ rejection.

'METHODS

Guidelines for Human and Animal Research

The procedures used in this study are in agreement with the
guidelines of the Institutional Review Board of the University of
Michigan and with the regulations of the United States Depart-
ment of Health and Human Services for the Protection of Human

0041-1345/99/8~see front matter

Pl S0041-1345(99)00297-3

2168

2454359A__|_»>

Research Subjects (part 46 of title 45 of the Code-of Federal
Regulations, as amended); and the University of Michigan Com-
mittee on the Use and Care of Animals. Veterinary care was

‘provided by the University of Michigan Unit for Laboratory

Animal Medicine. The University of Michigan is accredited by the

" American Association of Accreditation of Laboratory Animal

Health Care, and the animal care use program conforms to the
standards in “The Guide for the Care and Use of l..aboratory
Ammals,” DHEW Publ. No. (NIH) 86-23. ’

Antibodies

MADb 166-32, MAb G3-519, and MAb 137-76 were provided by
Tanox, Inc. (Houston, Tex). MAb 166-32 is murine 186, yoppa-
specific to human factor D. The antibody was generated by

- immunizing male A/J mice with human factor D purified from

human serum. MAb G3-519 is a murine 18G, juppa-specific to
HIV-1 external glycoprotein gp120. The latter antibody was used as
an isotype-matched negative control in the study, MAb 137-76 is a
murine IgG, . pp,-Specific to human C5 and inhibits complement- .
mediated hemolysis.

Preparation of Human Serum

Whole blood was collected in vacutainers and allowed to clot at
room temperature for 15 minutes. The vacutainers were then
centrifuged at 1500 X g for- 20 minutes at 4°C to separate the serum -
from other blood elemeats. The serum was snap-frozen and stored
at —80°C until use.

Human Factor D ELISA

The reactivity of MAb 166-32 with purified human factor D
(Advanced Research Technologies, San Diego, Calif) was tested by
an enzyme-linked immunoassay (ELISA). Each well of a microtest
plate was coated with purified human factor D. The nonspecific
sites in the wells were then saturated with a blocking/dilution buffer -
(phosphate-buffered saline containing 0.05% Tween 20 and 2%
BSA). Serially diluted MAb 166-32 was added to the wells. As a
negative control, anti-HIV gp120 MAb G3-519 was used. The

From the Department of Pharmacology, University of Michigan
Medical School (E.L.T., KS.K, DAL, KLM., BRL) Ann
Arbor, Michigan and Tanox, inc. (M SF., W N.S., C.5)), Houston,
Texas.

This work was supported by Tanox, Inc., Houston, Texas.

Address reprint requests to Benedict R. Lucchesi, MD, PhD,
Dept. of Pharmacology, University of Michigan, 1301 MSRB !,
Ann Arbor, Mi 48109-0632, E-mail: benluc@umich.edu.
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bound antibody was detected by incubating Lhe wells with dituted
horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse 1gG. Peroxi-
dase substrate solution containing 0.1% 3', 3' 5, 5’-tetramethyl
benzidine (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) and 0.003% H,0,
was added to each well for color development. The reaction was
stopped by addition of 2 mole H,S0,, and optical density (OD)
measured at 450 nm.

Alternative and Classical Pathway Hemolytic Assays

Hemolytic assays were used to study the activity of MAb 166-32 in
Iinhibiting complement activation. For the alternative pathway,
normal rabbit red blood cells (RBCs) were used and incubated with
10 mM EGTA to inhibit the classical pathway.'' Serialty diluted
MAD 166-32 was added to EGTA-treated human serum in dupli-
cate wells of a microtest plate. The final serum concentration was
90% For the negative control, the anti-HIV gp 120 MAb G3-519
was used. Washed rabbit RBCs were ther added to each weli and
mcubalcd for 30 minutes at 37°C. Supernatants were then collected
for measurement of OD at 405 nm. The percent inhibition of
hemolysns is defined as 100 x [(ODwulhnul MADB-ODscrum color hack®

le'“u) - (ODw!lh MADL-CDscrum  colur h.mkguund)]/(Olemml MAb-‘

ODsesum color hn:kgxnund).

Chicken RBCs were sensitized with rabbit anti-chicken RBC -

antibody (Accurate Chemicai and Scientific Corp., San Diego,
Cahf) and used for the classical pathway hcmolytic assay. Serially
dlluled MADb 166-32 was mixed with 39 human serum in microtest
plale wells. A neutralizing anti-human C5 MAb 137-76 was used as
a posmvc control; and MAb G3-519 was used as a negative control,
Sensitized chicken RBCs were added to the mixture, and superna-
tants were collected for measurement of OD at 405 nm. The
percent inhibition of hemolysis was calculated as described above.

Langendorff Perfused Rabbit Heart

M:‘nle, New Zcaland White rabbits (2.2 1o 2.4 kg) were cuthanized
by |cervical dislocation. The hearts were perfused with modified,
oxygcnatcd Krebs-Henseleit buffer on a Langendorff apparaltus as
dcscnbed previously.!® Coronary perfusion, left ventricular end-
diastolic, and left ventricular developed pressures were monitored.

Experimental Protocol

T'hclT control group (group 1) consisted of hearts perfused with 4%
human plasma in the presence of 0.3 pg/mL of MAb G3-519 (n =
6). ?‘realmenl group (group 2) consisted of hearts perfused with
4% human plasma in the presence of 0.3 pg/mL MAb 166-32 (n =
6). The percentage of human plasma was chosen because it severely
impaired myocardial function over a reasonable length of time and
allowed one 10 assess the efficacy of a potential inhibitor of
complement activation as reflected by alterations in cardiac func-
tion!

Measurement of Bb: A Determinant of Alternative
Palhway Activation

The concentralion of complement component Bb in the fym'phalic
fluidiwas measured using a commercially available ELISA ki
(Quidel Corp., San Diego, Calif).

Memprane Afttack Complex Immunofiuorescence: Evidence
of Complement Activation

Heart: sections were incubated with 1% BSA to minimize nonspe-
cific staining. Sections were incubated with a murine anti-human

2454359A_ 1 >
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Fig 1. Inhibition of alternative pathway hempolysis by MAb

166-32 in 80% human serum.

membrane attack complex (MAC) monoclonal‘antibody (Quidel
Corp.) then incubated with a goat anti-muriné FITC conjugated
antibody (Sigma Chemical Co.) The slides were then observed
under a fluorescent microscope.

Statistical Analysis

The data presented in the text and figures are expressed as mean =
SEM followed by Student’s ¢ test for the indicated number of
determinations. P < .05 was considered significant and is denoted
by an asterisk in the figures. .

RESULTS
Anti-Factor D Activity and Inhibition of
Complement-Mediated Hemolysis

MAD 166-32 bound factor D in a dose- dependent manner
in the ELISA, whereas the irrelevant control antibody,
G3-519, did not display reactivity with human factor D.

MADb 166-32 inhibited the lysis of rabbit RBCs via the
alternative complement pathway in 90% human serum (Fig
1). MAb 166-32 did not inhibit the lysis of sensitized
chicken RBCs via the classical pathway, whereas the anti-
human C5 MADb 137-76 was able to effectively prevent
hemolysis in this assay. The results indicate that MAb
166-32 is specific against human factor D and is an cflective
inhibitor of the altemative pathway of human complement
activation.

Hemodynamic Variables of Rabhit Hearts Perfused With
Human Plasma

MADb 166-32 attenuated the increase in coronary perfusion
pressure CPP when compared to hearts treated with MAb
G3-519. A rise in. CPP indicates coronary vascular resis-
tance which is often associated with myocardiai tissue
damage. ‘

Rabbit isolated hearts perfused in the presence of MAb
166-32 (0.3 wg/mL) maintained left ventricular end-dia-
stolic pressure (LVEDP) when exposed to 4% human
plasma, in marked contrast to the results obtained with
MAb G3-519 (0.3 pg/mL) (Fig 2). The latter greup of
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hearts developed a progressive increase in LVEDP after
exposure to 4% human. plasma indicating contracture or a
failure of the ventricle to relax during diastole (Fig 2). MAb
166-32 (0.3 pg/imL) also attenuated the decrease in lefi-
ventricular developed pressure (LVDP) compared to hearts
treated withMAb G3-519 (0.3 pg/mLY} after exposure to 4%
human plasma (Fig 2). _

The data’indicate that MAb 166-32 protects the rabbit
isolated hearts from human complement-mediated injury as
manifested by an overall maintenance of myocardial func-
tion after challenge with human plasma.

8b Content of Lymphatic Efiuent From Isofated Hearts

Factor D catalyzes the cleavage of bound factor B; yielding
the Ba and.Bb fragments. The concentration of Bb present
serves as an index of factor D activity. Ten minutes after
perfusion with 4% human plasma and at every time point
thereafter, a significantly (P < .05) lower concentration of
Bb was present in lymphatic effluents from hearts treated

with MAb 166-32 as comparcd to hearts treated with MAb

G3-519 (Fig 3). .

MAC Immunofluorescence

Heart sections from MAb 166-32 and MAb.G3-519 treated
hearts were examined for human' MAC deposition via
immunofluorescence staining. MAb 166-32 treated hearts

2454350A__|_>
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exhibited a reduction in MAC deposition as compared to
MADb G3-519 treated hearts.

DISCUSSION

" Previous studies have shown that both depletion of factor D

from human plasma and anti-facier D antibody inhibit lysis
of rabbit erythrocytes by human plasma.®®. The present
study extends these observations by demonstrating the
efficacy of MAb 166-32 in inhibiting activation of the human
complement system, as evidenced by preventing tissue
injury in human plasma perfused rabbit hearts. The results
of this study indicate that MAb 166-32, by blocking the

Aca(alytlc activity of factor D, specifically inhibits the alter-

native complement pathway.

The use of MAb 166-32 may provide an effective means
of inactivating the alternative pathway of complement, as
opposed to previous methods of factor D depletion and
heat treatment of plasma. I[nhibition of the alternative
pathway in this manner leaves the .components of the
classical pathway intact, which may be desirable under
certain experimental or clinical situations.

Jor

Inhibition of complement activation has been shown to .

prolong the survival of xenografts.'? MAb 166-32 could

" potentially be used as an adjunctive therapeutic agent to

protect xenografts from destruction by human plasma,
Studies are underway to determine the ability of MAb

'166-32 to inhibit complement activation in vivo.
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SUMMARY

Complement activation with formation of biclogically potent mediators like C5a and the terminal C5b-
9 complex (TCC) contributes essentially to development of inflammation and tissue damage in a num-

_ ber of autoimmune and inflammatory conditions. A particular role for complement in the ischaemia/

reperfusion injury of the heart, skeletal muscle, central nervous system, intestine and kidney has been
suggested from animal studies. Previous experiments in C3 and C4 knockout mice suggested an impor-
tant role of the classical or lectin pathway in initiation of complement activation during intestinal
ischaemia/reperfusion injury while later use of factor D knockout mice showed the alternative pathway
to be critically involved. We hypothesized that aliernative pathway amplification might play a more crit-
ical role in classical pathway-induced C5 activation than previously recognized and used pathway-
selective inhibitory mAbs to further elucidate the role of the alternative pathway. Here we demonstrate
that selective blockade of the alternative pathway by neutralizing factor D in human serum diluted
1:2 with mAb 166-32 inhibited more than 80% of C5a and TCC formation induced by solid phase IgM
and solid- and ftuid-phase human aggregated IgG via the classical pathway. The findings emphasize the
influence of alternative pathway amplification on the effect of initial classical pathway activation and
the therapeuuc potential of inhibiting the alternative pathway in clinical condmons w1th excessive and

uncontrolled complement activation.

INTRODUCTION

complement system with its central posil‘ion in innate and
tive immunity mediates a vanety of effector functions. Dur-
1e past decades it has become evident that it is also an impor-
mediator of tissue damage in disease [1,2], in particular in
emia/reperfusion (VR) injury [3,4]. Clinical evidence points
mplement and immune complexes as critical players in medi-
reperfusion injury [S]. Intestinal ¥R injury can also be ini-

1 by clonally specific natural IgM antibodies via the classical

vay [6].

\esults from earlier studies using C3 and C4 knockout (—/-)

suggested an important role of the classical or lectin pathway
ducing complement activation during intestinal I/R injury.
ever, in a separate study in the same model using factor D
nice the alternative pathway was shown to be critically
ved in the I/R injury {7]. We hypothesized that absence of
ification via the alternative pathway in factor D -/~ mice

yrrespondence: Professor Tom Eirik Mollnes, Institute of Immunol-
.ikshospitalet University-Hospital, NO-0027 Oslo, Norway.
mail: t.e.molines@labmed.uio.no
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could reduce the inflammatory response and tissué injury trig-
gered by initial activation of the classical pathway and used

pathway-selective inhibitory monoclonal antibodies (mAbs) to

further elucidate the role of the alternative pathway in the acti-
vation of the complement system. Selective blockade of the alter-
native pathway was induced by neutralizing factor D with mAb
166-32 [8,9] and the classical pathway was blocked by anti-
C2 mAb 175-62 after initial activation of the classical pathway

induced by solid phase lgM and solid- and fiuid phase human.

aggrepated IgG

MATERIALS AND METHODS

Monoclonal antibodies )

Mouse mAbs against human factor D (clone 166-32, IgG1), C2
(clone 175-62, IgGl), and an isotype-matched control mAb
(clone G3-519; anti-HIV gp120, [gG1) were generated and puri-

_ fied under idéntical conditions as described previously [8,9].

Normal human serum’ ‘
Complement-sufficient normal human serum (NHS) was col-
lected from Rve healthy volunteers and stored as aliquots at

439
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—t’IO“C‘ To approach physiological conditions NHS was tested at a
final dilution as low as 1:2 and in further two-fold dilutions. In
activation and inhibition experiments, the amounts of activating
substance or purified antibody in the well are recorded as trans-

formed to amount/m] of undiluted serum.

Complement reagents

Cllq depleted (ClgD) human serum and purified human Clq
were obtained from Quidel (Saa Diego, CA, USA), C2-
depleled (C2D) human serum and factor B-depleted (fBD)
hdman serum from Advanced Research Techniologies (San
Dlego CA, USA)

Assay of class:cal pa!hway comp{emenl aclivation by human
lgM an solid phase
ﬂ]:c assay was performed according to Roos ef al. [10) with slight
modifications. Purified polyclonal human lgM (Sigma-Aldrich,
St.|Louis, MO, USA) in phosphate-buffered saline (PBS) pH 74,
at 40 pg/mi NHS and in further two-fold dilutions, were coated
_-on|Costar 3590 fiat-boitomed polystyrene 96-well plates {(Corn-
ing Inc, Corning, NY, USA) overnight at 20°C, washed thor-
oughly in PBS with 0-1% Tween 20 (Sigma-Aldrich). The
remaining binding sites in the wells were then saturated with a
blo'ckmg buffer (PBS containing 1% bovine serum albumin
(BSA) and (-1% Tween 20) for 1 h at 37°C. Following washing,
NHS (diluted 1:2) in veronal buffer pH 7-5 (100 ul) comaining
0-5 mM MgCl,, 2 mMm CaCl,, 0-05% Tween 20 and 0-1% gelatin
was added to each well for complement activation for 60 min at
37°C To stop further activation the microtitre plate was incu-
bated on ice and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was
immediately added to cach well to a final concentration of
20 rll;lM. Terminal complement complex (TCC) in fluid phase was
measured by an ELISA based on reaction with mAb aE11 spe-
cific|for a neoepitope exposed when C9 is incorporated in the
complex, as described previously [11]. An aliquot of the superna-
tant Aluid was pipetted off from each well for quantification based
on comparison with a standard curve prepared by dilutions of
Zymlosan (Sigma-Aldrich) activated human serum defined to
contam 1000 AU TCC/mi. The supernatant fluid was tested in gif-
ferenl dilutions to ensure that the O.D. values fell on the steep
part :of the standard curve, the deduced TCC value being multi-
plied with the dilution to calculate the TCC value in each well
transformcd as AU/mI of undiluted NHS. To measure the amount
ofTCC deposited on the surface of the washed wells, mAb aEt!
dllute(d 1: 5000 was added 1o the wells. The bound antibody was
detected with HRP conjugated sheep antimouse immunoglobulin
(Amérsham Biosciences, Little Chalfont, UK) using 2,2'-azino-
di- [3-ethylbenz(hlazohnc sulphonate] (ABTS) (Sigma-Aldrich)
as subslrate OD values were used to represent the relative
amount of deposited TCC in the wells.

Assay,of classical pathway activation by aggregated human IgG
on solid phase

Solub]e human aggregated IgG (HAIGG) was prepared by heat-
ing human IgG (Gammaglobulin Pharmacia & Upjohn, Stock-
holm, |Sweden) 10 mg/ml in PBS pH 7-4 for 10 min at 63°C,
immediatefy followed by cooling on ice. The protein was then
stored|in aliquots at 4°C. Activation of NHS 1: 2 for 30 min at
37°C apd assay for generation of TCC in Auid phase and deposi-
tion of TCC on solid phase were identical to the procedures for
human igM on solid phase described above.

P. _12454350A | >
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Assay of classical pathway activation by aggregated human lgG
in fluid phase

Serially diluted HAIGG {from 200 pg/ml) was added 1o 100 ul
NHS 1 : 2 for complement activation for 30 min at 37°C. TCC was
measured in fluid phase as for the solid phase IgM experiment
dcscribed above.

Assay of classical pathway activation by aggregared human IgG
in whole blood

Whole blood from a complement-sufficient healthy individual
was collected using the thrombin-specific hirudin analogue lepi-
rudin (Refiudan, batch 18261611C, Hoechst, Frankfurt am Main,
Germany, 50 ug/ml blGod) as anticoagulant [12]). In contrast to
heparin, lepirudin does not interfere with complement activation.
The procedure for complement activation was identical to that for
NHS. Plasma TCC levels were then measured.

Assay of other activation products

C3be, C5a and C3bBbP comptex were measured by ELISA as
described by Garred et al. [13], Bergh ef al. [14] and Molines et al.
(12],

Haemolytic assay of classical pathway complement activation
Serially diluted NHS (from 1:2) in veronal buffer-pH 72 con-
taining 0-5 mM MgCl; and 0-2 mM CaCl, was mixed with sheep red-
blood cells (RBCs) sensitized with rabbit antisheep RBC anti-
body (Institut Virion\Serion GmbH, Wiirzburg, Germany) in a V-

bottomed Sero-Wel96-well microtitre plate (Bibby Sterilin Ltd, -

Stone, Staffordshire, UK) for incubation at 37°C for 1 h. Then the
microtitre plate was centrifuged at 300 x g and supernatant from
each well was collected 10 a flat-bottomed 96-well Costar microti-
tre plate (Corning) for reading of OD at 405 nm. Percent haemol-
ysis was calculated according 10 Fung er al. [8].

Haemolytic assay of alternative pathway complement activation
Senally diluted NHS (from 1:2) in veronal buffer pH 72 con-
taining 7mm EGTA and 3-5 mM MgCl; and 3 mg BSA/ml were
mixed with washed unsensitized rabbit RBCs in a V-bottomed
microtitre plate (Bibby Sterilin) for incubation at 37°Cfor 1 h fol-
lowed by centrifugation and guantification ofhaemolysm asin the
¢lassical pathway assay.

Inhibin'on assays

mAbs were added 1o serum followed by incubation for 5 min at
room temperature prior 10 activation and assay. Percentage
remaining activity after inhibition was calculated as follows:

TCC after inhib. in HAIGG
sample - TCC after inhib. in Ty, buffer control
TCC without inhib. in HAIGG sample - TCC

without inhib. in Ty, buffer control

x 100

RESULTS

Inhibition of alternative pathway activation by antifactor D
mAb 166-32

Factor D is a rate-limiting serine protease in the amplification
loop of the alternative pathway [15)]. Therefore it is a target of
choice for effective inhibition of the alternative pathway. Anti-
factor D mAb 166-32 was generated by immurizing mice with

© 2004 Blackwell Publishing Lid, Clinical and Experimental Immunology, 138:439-446
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aan factor D and was shown to be effective in inhibiting com-.

nent activation [8,9]. Camponent C2 is specific for the classi-
and lectin pathways in the complement cascade. Anti-C2 mAb
-62 was generated by immunizing mice with purified human
1 obtained by digesting human C2 with human Cis. The anti-
ly binds both C2 and C2a (Fung eral. unpublished observa-
is). To characterize the specificity of the antifactor D mAb
-32 and anti-C2 mAb 175-62 used in this study, haemolytic
lys were conducted using normal human serum (NHS), C2-
leted {(C2D) and factor B-dcpleted (IBD) human sera.

Anti-factor D, anti-C2 or isotype-matched control mAbs were
ed to NHS at 100 pg/ml and the serum was serially diluted for

moiytic alternative pathway and classical pathway assays. The -

factor D mAb inhibited alternative pathway in NHS very
ctively while the anti-C2 mAb had no effect on alternative
wway haemolytic activity (Fig. 1a). The antifactor D mADb had
:ffect on classical pathway haemolytic activity while the anti-
mAb- inhibited classical pathway efficiently from serum
tion 1: 8 (Fig. 1b). The marginal effect of anti-C2 in serum
tions'l : 2 and 1: 4 is consistent with the high sensitivity of
Cs 1o complement lysis by the classical pathway. Normal alter-
ve pathway haemolytic activity was lost at serum dilution
6 while classical pathway haemolysis in NHS was lost at

im dilution 1 : 1024, consistent with the well-known difference .

1e sensitivity of haemolysis in the two assay systems.

To further characterize the specificity of the antifactor D and
-C2 mADs, haemolytic assays were conducted with C2D and
) human sera. First, the pathway specificity of the sera was
:d. The C2ZD serum showed mormal alternative pathway
nolytic activily but no classical pathway haemolytic activity

. 1c). Conversely, the (BD serum had no alternative pathway-

molytic activity but normal classical pathway haemolytic
vity (Fig. 1d). In inhibition experiments, the antifactor D, the
-C2, or the isotype-matched control mAb at 100 ug/ml was
ed to the C2D and fBD $era which were then two fold serially
ted from {:2 for haemolytic assays. The antifactor D mAb
pletely inhibited' altematwe pathway haemolytic activity in
) serum while the anti-C2 mADb had no effect on the alterna-
pathway (Fig. le). The anti-C2 mAb completely inhibited
sical pathway haemolytic activity in fBD serum while the anti-
ar D mAb had no effect on the classical pathway (Fig. 1f).

Alternative pathway haemolysis was used to delermine the

:entration of antifactor D mAb required to completely neu- .

ze factor D in NHS at 1: 2 dilution. Complete inhibition of
nolysis was achieved at 5 ug/mi of the antibody. Thus, 10 ug/

vas chosen to ensure complete inhibition of the alternative. -

way in NHS at 1 :2 dilution in the subsequent experiments by
SAs. Based on similar experiments to ensure cofnplete inhi-
m of the classical pathway, the anti-C2 mAb was used at
g/mlserum.

alization of the mAb 166-32 reactive epitope in the

sr D molecule

much as the antifactor D mAb 166-32 binds human factor D
not pig factor D, we used pig/human hybrid constructs of fac-
3} to map the binding epitope of the antibody which is focated
fie ‘methionine loop’ of factor D (-CNRRTHHDGAITER
Z-) between Cysi54 and Cys170. Argl56, His159 and Leul68
critical for the "antibody binding. This antibody binding
spe is distant from the catalytic site of the trypsin-like domain
ctor D in which there is extensive homology with other serine

proteases of the complement system (C1r, Cls, MASP1, MASP2)
{Fung et al. unpublished observations). This antibody binding site
may be responsibie for the'interaction between factor D and fac-
tor B. Extensive search in the gene bank revealed no significant
homology of this epitope sequence with other known proteins.
This is consistent with the observations in the haemolytic assays
that mAb 166-32 reacts specifically with factor D and inhibits the
alternative pathway, but does not interfere with classical pathway
components.

Inhibition of solid-phase classical pathwa y activation of normal

human serum

Classical pathway acfivation wasinduced by punﬁed human IgM
adsorbed on the solid phase of microtitre plates in the presence of
NHS at 1: 2 dilution. Deposition of TCC, expressed as OD,

increased with increasing amounts of immobilized IgM (Fig. 2a). .

Similar results were observed for TCC in fluid phase (Fig. 2b).
TCC formation was abolished by the antifactor D mAb as indi-
cated in both assays. Classical pathway activalion was also
induced with human aggregated IgG (HAIGG) on the solid
phase. Similar results were obtained as with IgM. The amount of
TCC on selid phase and in fluid phase was proportional to the
amount of immobilized HAIGG. A reduction of 87% of TCC for-
mation in the fluid phase by the antifactor D mAb was attained at
10 ug HAIGG/m] NHS.

Inhibition of fluid-phase classical pathwa y activation of normal
human serum -

Fluid phase classical pathway complement activation was induced
by adding HAIGG direcily into NHS. TCC formed in the fluid

phase increased with increasing amounts of HAIGG. Inhibition-
by the antifactor D mADb was obtained with a reduction of 80% of.

TCC formation at 20 yg HAIGG/mI NHS and >80% at 10 ug
HAIGG/m! NHS (Fig. 2¢). Inhibition of HAIGG-induced activa-
tion in the fluid phase is illustrated in Fig. 3. To ensure optimal
conditions for these inhibition experiments, an increased amount
of HAIGG was used to induce stronger classical pathway activa-
tion in the control without any antibody added. In this control

200 ug HAIGG/mi NHS induced formation of 66-0 AU (arbitrary:

units) TCC/m! NHS (Fig. 3a). No inhibition was induced by the
isotype-matched control mAb with 66-4 AU TCC/ml being gen-

- erated, The anti-C2 mAb blocked activation with generation of

only 12 AU TCC/mi NHS. Over 90% of TCC generation was

- inhibited by antifactor D with formation of 52 AU TCC/ml, while

inhibition by a combination of the anti-C2 and antifactor D mAbs
was even more profound, with a reduction in TCC to 0-8 AU/m!
which is identical to the baseline level. Similar findings were
obtained for the intermediary activation products C3be and CSa
(Fig. 3b,c).

The results of assay for the fluid phase alternative pathway
convertase C3bBbP were of central importance for evaluating the
effect of HAIGG on the alternative pathway. From a baseline
value of 28 AU C3bBbP/mI NHS a marked increase to 954 AU/ml
was observed after addition of 200 ug HAIGG/mI'NHS (Fig. 3d).
Afler addition of the anti-C2 mAb to block the classical pathway,
formation of C3bBbP was markedly reduced to 108 AU/ml NHS.
Anti-factor D reduced the C3bBbP value to 235 AU/m| NHS, The
combination of the anti-C2 and antifactor D mAbs completely
blocked C3bBbP formation giving a value similar to when the
antifacior D mAb was added to serum without any HAIGG (21
and 26 AU/m] NHS, respectively), indicating that the antifactor D

04 Blackwell Publishing Ltd, Clinical and Experimental lmmunalogy, 138:439-446
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Fig. L. Specificity of inhibition by antifactor D and anti-C2 mAbs in haemolytic assays Anti-factor D mAb 166-32 (@) completely inhibited
alternative pathway haemolytic activity in normal human serum (NHS) white anti-C2 mAb 175-62 (A} and the control mAb (O) had no
effect (a). Anti-factor D showed no inhibition of classical pathway haemolysis in NHS in contrast to anti-C2 (b). Normal alternative pathway
haemaolysis (D) and no classical pathway haemolysis (B) were found in C2-depleted (C2D) serum (c), while the opposite patlern was
obrained in factor B depleted serum (d). Anti-factor D inhibited alternative pathway haemolysis in C2D serum completely while anti-C2
had no effect (e). The opposite pattern was obtained in factor B depleted serum (f),
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mADb also blocks the spontaneous self-activation of the alterna-
tive pathway during the 30 min incubation at 37°C.

To confirm the general notion that HAIGG induces selective
activation through the classical pathway in the present set-up and
to exclude any direct alternative pathway activation by HAIGG,
experiments were performed with Clg-depleted (ClgD) serum.
Assay of the alternative pathway specific C3bBbP convertase is
shown in Fig.4. The baseline value in NHS was 28 AU/ml. The
increased baseline value in ClgD serum {176 AU/ml) is consistent
with in vitro complement activation during immunoadsorption
when the ClgD serum was prepared. Addition of HAIGG to
NHS induced activation -and marked C3bBbP formation in a

dose-response mianner. By contrast, addition of 2 and 20 p-g'

HAIGG/mi to CiqD serum induced no C3bBbP formation,
showing that HAIGG had no direct effect on the alternative path-
way. After reconstituting ClgD serum with 200 ug purified Clg/
ml, C3bBbP was again generated in a dose-response manner with
increasing amounts of HAIGG added, consistent with a restored
classical ‘pathway activity leading to alternative pathway amplifi-

cation. The results of TCC assay corroborated with those on -

C3bBbP {data not shown).

Inhibition- of fluid-phase classical pathway activation in

whole blood ' '

To study whether similar activation was obtained under more
physiological conditions, experiments were repeated with whole
blood from a complement-sufficient healthy individual in the
model using the thrombin-specific hirudin analogue lepirudin as
anticoagulant, In contrast to heparin, lepirudin does not interfere
with complement activation (12). Addition of 100 ug HAIGG/m!
blood induced a substantial TCC formation in plasma which was
inhibited by the anti-C2 and antifactor D mADbs similar té what
was found in the serum experiments (data not shown).

DISCUSSION

Interaction between the classical and alternative pathways may
have different effects depending on the conditions. Antibodics
may, e.g. mask cell-surface controls to facilitate C3b deposition
and alternative pathway activation [16]. Furthcrmore during clas-
sical pathway aclivation, C4b deposition may recruit C3b directly

forming a C2 independent classical pathway convertase [17]. Con-

versely, alternative pathway activation may increase the effect of
initial classical pathway activation, consistent ‘with the well-
known amplification loop of the alternative pathway [18). How-.
ever, surprisingly few cbservations have been reported on the
quantitative. effect of the alternative pathway on classical path-
way-induced activation [19]. Taking into account the important
biological role of C5 activation, our data support a more crucial
role for the alternative pathway in C5a and TCC formation than
previously recognized. The main reason probably influencing the

earlier observations is that classical pathway haemolytic assays

Fig. 2. Anti-factor D inhibition of classical pathway activalion in NHS.

Anti-factor D mAb 166-32 (@) abolished solid phase (a) and flvid phase
(b) formation of TCC induced by human IgM on the solid phase (A; no

antibody added). Similarly, antifactor D (@) profoundly inhibited Auid"

phase formation of TCC induced by human aggregated [gG (HAIGG) in
the fluid phase (A: no amibody added) (c). The points and emror bars
indicate mean values and range from two independent experiments.

)4 Blackwell Publishing Ltd, Clinical and Experiinental Immunology, 138;439—446_
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were unsuitable to demonstrate the involvement of alternative
pathway ampiification when carried out at serum dilutions with
undetectable alternative pathway activity (>1:16, Fig 1a.c.e).
We! used high serum concentration (dilution 1 : 2 in the final reac-
tion mixture) to approach physiological conditions and to ensure
a fully active alternative pathway. In addition, a substantial
amount of the earlier work used complement-depleted serum
with a potential loss of bystander complement components during
immunoadsorption. The reported effects of alternative pathway
vampliﬁcation on the cffect of classical pathway induced activation
vary with different methods, and the results are mostly qualltanve
or semiquanmat:ve

Our observations on the influence of alternative pathway
amplification on the effect of initial classical pathway complement
activation can be explained based on the known mechanisms of
€3 and C5 convertase formation. The classical pathway C3 con-
verl:ase C4b2a splits C3 into C3a and C3b resulting in formation
of the classical pathway C5 convertase C4b2a3b which splits C5
in(o: C5a and C5b. C5a induces reactions with potent pathophys-
iologic effects [20], and formation of C5b is the first step in assem-
bly 'of the later components into ihe inflammatory and lytic TCC.
In the alternative pathway low amounts of spontaneously formed
C3(H10) binds factor B which is cleaved into Ba and Bb by factor
D. CJ(HZO)Bb splits more C3, resulting in self-amplification with
formation of the alternative pathway C5 convertase C3bBb3b.
Incarporation of additional C3b molecules in this complex results
in markedfy increased C5 convertase activity [21]. C3b initially
forrr}cd from C3 cleavage by the classical pathway C3 convertase
augments the formation of alternative pathway C5 convertase.
Thcrleby C3b deposition becomes independent of the initial trig-
ger by the classical and lectin pathways and is a main component
of the alternative pathway convertase, Studies on the formation of
classicai pathway C5 convertase on antibody-coated sheep RBCs

XP___ | 24543sBA | >

Fig. 3. Effect of antifactor D, anti-C2 and control antibody on HAIGG-induced activation in NHS Anti-factor D mAb 166-32 mnhibited
more than Y0% of fluid phase TCC formation induced by human HAIGG whereas anti-C2 and a combination of anti-C2 and antifactor
D completely blocked TCC formation (a). The control antibody had no effect on TCC formation. Similar results were obtained for the
activation products C3bc (b), CSa (c) and C3bBbP (d). The data and error bars as for Fig. 2.

’

indicate that one in every four C4b molecule is bound with a cat-
alytic C2a molecule {22]. On the other hand, every molecule of
C3b deposited on unsensitized rabbit RBCs binds a catalytic Bb
molecule [21]. Therefore every molecute of C3b has the potential
to form an alternative pathway C5 convertase complex. In gen-
eral, fewer classical pathway C5 convertase sites are generated
than alternative pathway C5 convertase sites once the comple-
ment system is activated, explaining the amplification of the clas-
sical pathway by the aliernative pathway.

The complement system is strictly regulated both at the sur.
face and in the fluid phase [23). C3b is rapidly inactivated to iC3b
by factors I and H in the fluid phase. Sine C5 binds only 1o C3b
and not to iC3b, the classical pathway C3 convertase tends to gen-
erate only small amounts of TCC when regulation is kept under
control. Extensive consumption of the terminal components with
formation of substantial amounts of TCC requires C3b 1o be
bound on a ‘protected surface’, facilitating factor B instead of fac-
tor H binding to C3b, thereby generating an alternative pathway
C5 convertase. Evidence for this effect was provided by Reiter
and Fishelson [24] showing that when C3b is coupled to IgG it
becomes highly resistant to inactivation by Factors | and H, i.c.
that 1gG provides a protected surface.

The physiological benefit of alternative pathway amplification
is particularly important when the classical and lectin pathways
are not functioning at their full capacity. For example in new-
borns, maternal 1gG decreases while their immune system is still
nat fully developed. A broad array of antibodies in limited
armounts may still be essential in defense against bacterial infec-
tion when assisted by local alternative pathway amplification. On
the other hand, alternative pathway activation can cause serious
inflammation and tissue damage in various clinical conditiens if
complement is inappropriately activated or if activation occurs
systemically with breakdown of the control mechanisms. These

@ 2004 Blackwell P;.lblishing Lid, Clinical aned Experimental Inununology, |38:439;446



Role of alternative pathway aritp

2400 ¥
.

1600 |~
. 800 - J—I]

320

nUay wnes/iym

200 | -

160

ClaD  C1gD+Cig

\GG 2 -7-'-— -+ - - 4+ - -+ -
MGG 20 - = - = =+ = - 4 = = 4

4. Fluid phase C3bBbP formation after HAIGG-induced activation

'HS, Clqdepleted serum (C1gD) and C1qD reconstituted withpurified
JAddition of HAIGG 10 NHS induced activation and marked C3bBbP
aation in a dose-response manner. By contrast, addition of HAIGG
‘19D serum induced no C3bBbP formation, showing that HAIGG had
direct effect on the alternative pathway. After reconstituting CigD
m with purified Clq, C3bBbP was again generated in a dose~response
mer with increasing amounts of HAIGG, consistent with a restored
iical pathway activity leading to alternative pathway amplification.
paseline value in NHS (left), Cl1gD (middle) ang ClgqD + Clq (rlghl)
data and error bars as for Fig. 2.

il roles’ of the complement system represent a double-edge
td of innate immunity. .

Therapeutic intervention of the complement system is cur-
ly of great'interest. The key issue is to select optimal steps or
wways for safe and effective inhibition. Our findings indicate a
sial role of factor D in the activation of the complement cas-

: since antifactor D mAb 166-32 in addition to inhibiting the ‘

rnative pathway per se, inhibited >80% of classical pathway
1ced CSa and TCC formation. The therapeutic benefits of tar-
ng the alternative pathway should be validated in experimen-
models of various human diseases, including R injury,

wne-complex diseases and sepsis. HAIGG was used in our -

lies as a prototype model similar to previous studies of
wne complex deposition [25] and lupus nephritis [26]. MRL/
mice develop a spontaneous lupus-like disease characterized
mmune complex glomerulonephritis. Decreased tissue dam-
has been demonstrated in factor B-deficient (27] as well as
or D-deficient [28] MRL/lpr mice. In a mouse mode! of arthri-
rriggered by immune complex deposition, manifestation of
ical disease was shown to be dependent of alternative pathway
vation (29]. In the antiphospholipid syndrome [APS]
phospholipid autoantibodies react with lipid-binding proteins
endothelial cells to trigger .complement activation which
ses cell damage, a procoagulant state, thrombosis, and fetal

ification 445
death secondary to placéntal insufficiency [30]. In an experimen-
tal model of APS it was recently shown that both thé classical and
alternative pathways are required to generate sufficient C5 cleav-

age to cause fetal loss [31]. In all these in vivo models the striking -

comman feature is an increased effect of initial classical pathway
activation induced by the alternative pathway.

Terminal complement activation is closely associated with the
development of experimental lethal sepsis {20]. Excessive alter-
native pathway activation has also been documented in patients
with Meisseria infection with poor outcome [32]. It seems appro-,
priate to suggest that uncontrolled alternative pathway activation
during sepsis is @ main cause of the homeostatic breakdown and
lethal outcome in the most severe form' of the disease. Our com-

bined dala indicate that uncontrotied aliernative pathway activa.:

tion is responsible for systemic ‘explosive’ complement activation.
Therefore, selective inhibition of the alternative pathway with
preserved function of ihe initial classical and lectin pathway acti-

vation couid attenuate severe inflammation and tissue injury and -

be an attractive therapeutic approach for these clinical indications,

Together, our studies provide for the first time guantitative
evidence to explain the previous observations and highlight the
predominant role of the altecnative pathway in amplification of
effector functions in the complement system.
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BOGOTA - COLOMBIA

PODER
osotros)
iliado(s) en
rofamos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

EATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO
MAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,
bia, apoderados verdaderos y legales ‘con poder
ial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
jades colombianas administrativas, judiciales y de
I, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
es de invencion, registros de marcas, disefios
riales, modelos de utilidad, depdsitos de nombres
ciales y ensefas, registros de derechos de autor y
tos sobre los mismos, obtencién de certificados de
or de variedades vegetales, asi como sus prorrogas,
iciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
smicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
a y licencias de cualesquiera clases; intervenir como

wdante o como demandado en cualquier instancia y~

¢ ante cualquier juez, corporacion, funcionario publico
oridad en acciones judiciales, administrativas y de
| tales como: oposiciones al registro de marcas;
ies de caducidad, cancelacidon y nulidad; acciones
licatorias, acciones derivadas de la obtencidn o
acion de licencias; acciones de competencia desleal;
jdas penales; acciones de indemnizacion de
sios, reclamos y observaciones a solicitudes de
:es, diseflos industriales, modelos de utilidad, en el
io de medidas cautelares y en olfras acciones o
'as similares.

e efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,

lar descripciones, enmiendas, protestas,
aciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
siones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y

menes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
hos concedidos o en curso de concesion; recibir toda

de documentos y valores, dando el descargo
ctivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
edidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
tros intereses), con todas las demas facultades legales
anas.

facultades para
srados judiciales o extrajudiciales.

ado y firmado en

de ge

e

POWER OF ATTORNEY

I (We) Genentech, Inc.
1 DNA Way
domiciledin  South San Francisco, California 94080- 4990
USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogotd, Colombia, my (our) true and lawful attorneys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utility models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nuility actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; in the exercise
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

Tao that effect they hiereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers.

: 1,r§ettle and compromise on my {our) behalf, and to substltute

this power in whole or in part and to revoke substitutions. At
the same time | (We) hereby appoints JUAN PABLC
CADENA SARMIENTO and/or- BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLO%;H PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso 9,

(our rattorney(s) in fact, with powers to receive

South San Francisco, California

ad and signed in - USA
/day fDECPmb%Oi
/m/ﬂ)
Timothy R. Schwartz, Ph. D,

Section Patent Counsel
Authorized Corporate Signatory
Genentech} Inc.
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AUTHORIZATION

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

August 27, 2002 | Ao ohware

o
Dated Sean A. Johnston
Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

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

E! 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente
Thimoty R. Schwartz

(J a quien conozco personalmente

quien demostré ante mi en base a

" evidencia satisfactoria ser la persona cuyo

Hay un sello que dice: nombre esta suscritc en el instrumento vy

AIDA MICLAT GUIAM quien reconociéo ante mi que ejecutd el

COMI_SION#1455€_5612_ mismo en su capacidad autorizada, y que

Notario Publico-California . . :

Condado de San Mateo : por su firma en el instrumento la persona o

Mi comision expira Dic. @ de 2007 la entidad a nombre de la cual la persona
actug, ejecuto el instrumento.

Atestigua mi firma y sello oficial,

AIDA MICLAT GUIAM

OPCIONAL

Aunque la informacién en esta sectién no es requerida por la ley, puede probar ser valiosa para las personas que se basan en el documento y puede
prevenir la remocion y readhesian fraudulenta de esta forma a otro documento

Descripcion adiciona! de cualquier documento anexo
Titulo o tipo de documento:
Fecha del Documento: - Numero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) arriba:

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

é,‘.
L1 Individuo o
O Funcionario Corporalivo — Titulo{s): 4 3 >
O Socio - O Limitado I General ; ¢ Huella Indice
O Abogade de hecho P derecho del firmante
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LI Guardian o conservador &
0 Otro: '
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AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a su nombre, cualquier solicitud
asociada con presentacion, procesamiento, consecucion, y extension y
mantenimiento de concesidn de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con dep6sitos.
biolégicos con la Coleccion Americana de Tipo de Cultivo, y cesiones a publicistas:

de derechos de autor que cubran los trabajos de autoria de los empleados de

Genentech.

27 de Agosto de 2002 _(Firma)
Fechado Sean A. Johnston

Vicepresidente, Propiedad lntélectual

Genentech, Inc.
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The First State

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

O'CLOCK A.M.

Harriet Smith Wi
AUTHENT

BT Secretary of State

2112549 ATION: 3900384

050426506 DATE: 05-24-05




AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (the “Corporation”), a corporation organized and existing
nnder and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
_does hereby amend the Certificate of Incarporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE}

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLE2

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

ARTICLE 3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawfil act or activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of
the State of Delaware as the same exists or may herealterd#* find ed (“Delaware
Lawn)’ iy ¥

STATE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE

DIVISION OF CORPORATIONS

FILED (0%:00 AM 07/22/1899
991302331 ~- 2112549




ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stack 10 be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred

Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be designated -
common stock, par value $0.02 per share ("Common Stock™) The Common

Stock of the Corporation shall be all of one class.

(b) The number of authorized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vote of a majority in voting power af the
outstanding stock of the Corporation erititled to vote thereon irrespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SecrioN 4.02. Common Stock. (a) Issuance and Consideration. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
time by the Board of Directors.

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,
the holders of the Common Stock shall be entitled to receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock.

(2) -Series and Limits of Variations between Series. Any unissued or
treasury shares of the Prefcrred Stock may be issued from time to time in one or ,

)23




the sharcs of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this
Article 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not lumted to,
the following: :

(1) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such serjes) or decreased (but not below the number of shares (hereof then
outstanding) from time to time by like acuon of the Board of Directors;

(ii) the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cunulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be camulative;

(iif) whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and, if so, the terms of such voting rights;

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the texms and conditions of such conversion, intluding, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be redeemable
and, if 5o, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different redemption dates;

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

(vii) the rights of the shares of such series in the event of
- voluntary or involuntary liquidation, dissolution or winding up of the
Corporation, and the relative rights of priority, if any, of pay e
of that sevies; and

(viii) any other relative rights, preferences adf
series. '




ARTICLL S

SECTION 5.01. Amendment of Bylm&s by Direciors. (a)In furtherance and

not in limitation of the powers canferred by staute, the Board of Directors is
exprassly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

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

{c) Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendced, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitled lo vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thereon.

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealed, or rescinded by the affirnative vote of holders of capital stock entitled
~ to vote therzon representing more than 60% of the shares entitled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Incorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled 10 be voted thereon.

ARTICLE6

SECTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock,

During any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more
series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a specified pumber of

directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the

right to do so, then and during such time as such right continues (i) the then

otherwise authorized number of directors shall be increased by such S‘peclﬁed

number of dlrectors, and the holders of such Preferred Stock or such s

( . i
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divested of such rights to elect a specified number of divectors, voling us a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scries, the terms of office of
all dircctors clected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant to such provisions or elected to fill any vacancies resulring from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directors shall be reduced accorcling[y

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special
mceting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwise. ‘

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability of Directors. (a)
A dirccior of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of ﬁduc:axy duty as a director to
the fullest extent permilied by Delaware Law.

(b} Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatcned to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, admimstrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corparation as a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other enterprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullcst extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law.

The right 1o indemnification confen'ed in this Section 6.03 shall be a comtract
right.

(¢) The Corporation may, by action of its Board of Directors, provide
indemnification te such of the officers, employees and agents of the Corporation
to such extent and to such effect as the Board of Directors shall determinc to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

(d} The Corporation shall have power to purchase and maintain
nsurance on behalf of any person who is or was a director, officer, employee or
agent of the Corporation, ot is or was serving at the request of the 28 oratmn as
a director, officer, employee or agent of another corporatxo n, pifftnexd
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not the Corporalion would have the power to indemnify him against such liability
ander Delaware Law.

(€} The rights and authority confemed in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any person may otherwise have or hcreuﬁer '
acquire.

(f) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent permitted by Delaware Law,
any madification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Secrion 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not to be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLES

SeCTION 8,01, Relationship With Rocke. In anticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will rernain a stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an interest in the same areas of corporate opportunities, and in recognition of
(i) the benefits w be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and business relations with Roche (including service of officers and
directors of Roche as directors of t.he Corporation) and (i1) the d!fﬁcultle

and guide the condnct of certain affairs of the Corporation as 4
Roche and its officers and dircetors, and the powers, i




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

Secrion 8.02. Similar Business Activities. Except as Roche Ho]dmgs
Inc. may otherwise agree in writing, :

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

(b) mneither Roche nor any officer or director thereof shall be liable 1o the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
mattcr that mey be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

SeCTION B.05. Corporate Opportunilies. In the event that a director,
officer or emp[oyee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a patential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
dircctor, otficer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offcr such corporate opportunity to the Corporation’
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstences in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be liable to the Corporation or irs stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure 10 act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employee offered such corporatc
oppomunty to Roche (rather than the Corpcrranon) or did not cmnm Mars
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and W bave consented to the -
provisions of this Asticle 8.

SECTION 8.05. Definitlons. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corperations,
partnerships, joint ventores, associations and other entities in which the
Corporatton beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (ii) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, loc. and all corporations, partmerships,
Joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affiliates” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION 8.06. Terminatlon: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article & njor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the elfect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would accerue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION B.07. 4ricle 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9. .

ARTICLE?9
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meeting of the Board of Directors or committee thereof which authorizes the
contract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification or -
lermination or solely beeause his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,
modification or termination thereof) shall be govemed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche™ have the meanings set forth in Section 8. 05

SecTion 5.02. Quorwm. Directors of the Corporation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in delermining the presence of a
quorum at a meeting of the Board of Directors or of & committee that authorizes
or approves any such contract, agreement, airangement or transaction (or
amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Common -
Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,
agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

Secrion 9.03. No Liability For Good Faith Actions. Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockholders

“for breach of any fiduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not

opposed (o) the best interests of the Corporation or the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of divector thereof
In good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in conncchion with any egreement or contract between Roche and the
Corporation. No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an

actlon of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purpose of any
such agreement or contract.

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

corporation, partership, joint venture, association or other enti
Corporanon beneﬁcxally OWDS (directly or mdu-cctly) ﬁﬁy m




SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reducc the
effect of this Article 9 in respect of any malter occurring, or any cause of action,
suit or claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8, The provisions of this Amcle 9 arc in addmon to
the provisions of Article 8.




IN WITNESS WHEREOQOF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the Genceral Corporation Law of the State of Delaware and by the written
consent of the sole stockholder of the Corporation in accordance with Section 228
of the General Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this
22nd day of July, 1999. - '

GENENTECH, INC.

By: /s/ Stephen G. Juelsgraard
Name: Stephen G. Juclsgaard

Title: Senior Vice President,
General Counsel and Secretary
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)7



RADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacion de Genentech, Inc.

‘ APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor _
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Centificado

en Dover, Delaware
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254030

Sello/timbre 10.  Firma

£

Harriet Smith Windsor (Firmz
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DELAWARE

ElL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
STADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
NA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO 'A
EDACTAR DE “GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL

IGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1999, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
IANANA.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3900384

FECHA: 06-24-05




'CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc (la “Corporacién”), una corporacién organizada y existente
\ajo y por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por la
resente corrige el Certificado de Incerporacion, el fue presentado originalmente el
'3 de diciembre de 198@, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido

.ubsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacion de la

>orporacioén y se corrige aun mas para que diga en su totalidad lo que sigue:
ARTICULO 1
El nombre de la Corporacidon es: Genentech, inc.

ARTICULO 2

La direccidon de la oficina registrada de la Corporacion en el Estado de
Jdelaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de

Nilmington, Condado de New castle, Delaware 19805. El nombre de su agente

= ;"?“ M/f
Aarticipar en .cualqu’i‘;ﬂ"cto 0

ser organizaédas bajo la
,;df;: )

oy Iy !;ai':h‘“ G e Sse
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ARTICULO 4 I

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacidn esta auforizada a
emitir dos clases de acciones que deben designarse, respectivamente, acciones
preferenciales y acciones comunes. El numero total de acciones que la
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos millones (400,000,000)

de acciones. Cien millones (100,000,000) de acciones seran designadas acciones
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referenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accidn Preferencial”).
recientos millones (300,000,000) de acciones seran designadas acciones
omunes, por un valor de $0.02 por accién (“Accion Comun”). La accién comin

e la Corporacién sera toda de una misma clase.

{b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
cciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debajo del nimero del
umero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
firmativo de una mayoria con poder de votacion de las acciones vigentes de la
;orporacién  con derecho a votar por la misma independiente .de las

onsideraciones de la Seccion 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién Comun. (a) Emisién y Consideracion. Cualquier
iccion sin emitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para tal
onsideracién como pueda fijarse de acuerdo con la ley aplicable cada cierto

empo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones

referenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a

?os#activos de la

7
#i¥hdos pagables ya

erie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accion Preferengidl

(a) Series y Limites de Variaciones entre Series. ccic'm no
:mitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puede emitirse cada cierto
iempo en una o mas series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
sierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accion de las
\cciones Preferenciales de cualquier serie particular, se deberd presentar un
sertificado  ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
lesignaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que iran anexas
1 las Acciones Preferenciales de tal serie y tales otras cuestiones como puedan
equerirse, y la Junta Directiva debera fijar y determinar, y por la presente esta

:xpresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los
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articulares de las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean inconsistentes

on las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones

'referenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

(i la designacion distintiva de tal serie y el numero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida {perc no por debajo de! nimero de acciones de las

mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una accién semejante

de la Junta Directiva;

(ii) la tasa anual de dividendos a pagar scbre las acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le

fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que

la Junta Directiva determine que los dividendos seran acumulativos;

(i)  si la serie tendrda o no derechos de voto, ademas de los

derechos de voto provistos por ia ley, y de ser asi, los términos de tales
derechos de voto;

(iv)  si tal serie tendra o no privilegios de conversion y, de ser asi,

los términos y condiciones de tal conversién, incluyendo, pero sin estar

Lonversion en tales

limitado a, la condicidon para ajuste de la tasa de,

(vi)  sital serie tendra o no un foj

0 compra de acciones de esa serie y, de

de tal fondo de inversion:

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

liquidacian, disolucion o cierre voluntaria o involuntaria de la Corporacién, y



los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa

serie; y

(viii) cualguier otro derecho relativo, preferencia y limitacién de tal

serie.
ARTICULO 5 -

SECCION 5.01. Enmiendas a los estatutos por los Directores. (a) En
dicién y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta
xpresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
statutos de la Corporacion, sujetos a las secciones 35.01(b) y 5.01(c) a

ontinuacion,

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 506 de los
'statutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto
ifirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que

epresenten mas del 60% de las acciones con derecho a votar las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos sclo pueden ser alteradas,
:nmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto afirmativo de los accionistas de
;apital con derecho a votar las mismas que representen mas del 90% de las

icciones con derecho a votar las mismas.

©

SECCION 5.02. Enmienda del Certificado de C La seccion
.01 (b) de este Certiticado de Incorporacién solo "f’::lterada enmendada,
epelida, o rescindida por el voto afirmativo g CIonlstas de capita)- con
lerecho a voto- sobre la misma que represente %::Jlones
on derecho a votar la misma. La seccidén 5. ! 9 de este
~ertificado de Incorporacién  solo pueden 4 . repelerse, o
‘escindirse por el voto afirmativo de: los -g AU eng -’*7“ darecho a votar
a misma que representen mas del ;_:'5. Je las Hewte s 5 ' cho a votar la

nisma.

SECCION 6.01. Eleccién del Directorio por los Accionistas de Accion

Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cualquier
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ccién preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
omo una clase, tengan derecho a elegir un nimero especifico de directores, por
3zO6n a atrasos en los dividendas u otras condiciones que les dan el derecho a
acerlo, entonces y durante el tiempo que continGe el derecho (i) el numero de
irectores autorizado de otro modo serd incrementado por tal nimero de directores
specificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
1s mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores
dicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
wcciones Preferenciales o series; (ii) cada uno de tales directores adicionales
ervira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, comao se han de otorgar
:n las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; vy (iii)
iempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
eries de las mismas estdn desprovistos de tales derechos a elegir un nimero
:specifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
ales Acciones preferenciales o series, los términos de oficio de todos los
lirectores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
lue votan como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
:ualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asi
legidos por los accionistas de tales Accicnes Preferenciales o series, terminaran

:n adelante y el niUmero autorizado de directores sera reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Votaciones. Las elecciones de directores en una reuniéon

mual o} espemal de accionistas necesaria no seran por voiglescritos a menos que

lirectores. (a) Un director de la Corporaciéng ante la
sorporacion o sus accionistas por dafios faglon _del deber
iduciario como director hasta donde lo per

(b) Cada persona (y sus her ﬁ{r@@%ﬁtraggré ) tal
»ersona) quien fue o es una parte 0 esta amena BBE! T80 p esta

sompletado, ya sea civil, criminal, administrativo o investigativo, 'por razén del
1echo de que esa persona es o fue un director de la Corporaciéon o es o estaba
sirviendo por solicitud de la Corporacion como un director de otra corporacion,
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, sera

ndemnizado y completamente protegido por la Corporacién hasta donde lo
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ermita la Ley de Delaware. FEl derecho a la indemnizacion concedido en esta
eccidon 6.03 también debe’ incluir el derecho a que la Corporaciéon le pague los
astos incurridos en conexién cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
e su decision final hasta donde los autoriza la Ley de Delaware. El derecho a

idemnizacion conferido en esta seccion 6.03 sera un derecho contractual.

(c) La Corporacidén puede, por accién de su Junta Directiva, proporcionAar

1demnizacion a tales funcionarios, empleados y agentes de la Cor'poracién hasta

al punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice -

1 Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y mantener un segu{*o a

ombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o

gente de la corporacion, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacién

omo director, funcionario, empleado o‘-agente de otra corporacién, sociedad,
ociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cualquier gasto,
2sponsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
urge de su estado como tal, ya sea si la Corporacion tiene o no el poder de

demnizarlo contra tal responsabilidad bajo la ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Secciéon 6.03 no seran
'xclusivos de ningun otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o

idquirir de aqui en adelante.

- JGHHH

"0 Cugres,

,,,,,,

~orporacion elige no ser gobernada por la Seccion 203 de la Ley de Delaware.




ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacién con Roche. Anticipandose a que la Corporacion
ese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
ero que Roche (como se define en la seccion 8.05) permanezca siendo un
ccionista de la Corporacioén, y anticipandose a que- la .Corporacién (como se
efine en la Seccion 8.05) y Roche puede entrar en actividades o lineas de
egocios semejantes o similares y tener un interés en ilas mismas areas de
portunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
erivados por la Corpora’cién a través de sus relaciones contractuales,
orporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
irectores de Roche como directores de la Corporacidon) y (ii) las dificultades
oncomitantes a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
ompletamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
ompleto de tales deberes en cualquier situacidén particular, las condiciones de
ste articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
uestiones de la Corporacién ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros

directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de la

orporacion y sus funcionarios, directores y accionistas en conexién con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepfo que Roche

ioldings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

(a) Roche no tendra el deber de abstenerse de entrar»lrectamente o]

:omo para la Corporacion, Roche no tendra el deber de comunlge?rTofrecer tal

portunidad  corporativa a la Corporacién y no sera responsable ante la
sorporacion o sus accionistas por violar ningun deber fiduciario como accionista

le la Corporacion o la persona que controla a un accionista por razén del hacho
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ue Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
il oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacion

sspecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En el evento que un director,
Incionario o empleado de la Corporacion quien tambien es director, funcionario o
mpleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccion o materia potencial
ue pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
sta transaccion ¢ materia potencial es propuesta por un tefcero o es concebida
or tal director, funcionario o empleado de la Corporacion o no), tal director,
incionario o empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa

la Corporacion o Roche como tal director, funcionario o empieado los considere
propiado bajo las circunstancias de su discrecién, y tal director, funcionario o
mpleado no sera responsable a la Corporaciéon o sus accionistas por violar
ingun deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (o no oponerse a)
>s mejores intereses de la Corporacidon o la derivacidbn de ningun beneficio
ersonal inapropiado por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
mpleado ofrecié tal coportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
sorporacion) o no comunicé informacion respecto a tal oportunidad corporativa a

a Corporacion o (ii) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si

nisma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica

SECCION 8.05, Definiciones. Para

:ntidades en las cuales la Corporacion posee con beneficio (directa o
ndirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciones con voto, poder de
roto o intereses de voto similares, y (i) el términc “Roche” debe significar Roche
joldings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo
;ompartido, asociaciones y otras entidades (diferentes a la Corporacidn, definida

le acuerdo con la clausula (i) de esta seccién 8.05) que son “afiliados” (como se




efine en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como

s enmendd) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.06, Finalizacion: Efecto Obligante.- Son consideracion con
ada en este Certificado de Incorporacién que lo contradiga, las condiciones
nteriores de este Articulo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
oseer con beneficios Acciones Comunes gue repréSEnten al menés 5% del
umero de acciones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporaciéon y nadie
ue se director o funcionario de la Corporéci(’)n sea también director o funcionario
e Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteracién, enmienda, cambio o rechazo de
Ilguna de las condiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicion
e este Certificado de Incorporacién Enmendado y Vuelto a Redactar
consistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminara o reducira
| efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
ccidn, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o

urgir, antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Articulo 9. Las condiciones de este Articulo son

dicionales a las condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningun contrato, acuerdo, arreglo o
‘ansaccion (o cualquier enmienda, modificacién o finalizacion ‘de los mismos)
:ntre la Corporacion y Roche sera nulo u anulable solamente por razén de que
loche es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
uncionarios de la Corporacion quienes estan afiliados a Roche estan presentes en

) partlc:lpan en la reunién de la Junta Dlrect|va o omlte de la misma que autoriza

jeccidon 8.05.
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SECCION 9.02. Qudrum. Los Directores de la Corporacién que son
imbién directores o funcionarics de Roche pueden contarse al determinar la
resencia de un quérum en una reunion de la Junta Directiva o de un comité que
utoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transacciéon (o
ualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
é las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
1 presencia de un quorum en una reunioén de accionistas que autorice ¢ apruebe
il contrato, acuerdo, arreglo o transaccidn (o cualquier enmienda, modificacién o

nalizacidon del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ingun funcionario o director de la misma sera responsable ante la Corporacién o
us accionistas por viclar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes de
:altad o por fallar en actuar en (o0 no oponerse a) los mejores intereses de la
.orporacion o por derivacidon de cualquier beneficio personal por razén del hecho
ue Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualguier
ccidn o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
onexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacion. - Ningun
oto dado u otra accién tomada por cualquier persona que es un funcionario,
irector o representante de Roche, donde el voto o accién es tomado por tal
iersona en su capacidad como director de esta Corporacion, constituira una

iccion de o el ejercicio de un derecho o un consentimiento de Roche para los

ropositos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento estimado de Jos accionistas. Se

:onsiderara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera

s . .
"Corporacién ha tenido

llgun interés en cualquiera de las acciones de capjtg

P

a@cion con la Corporagibn o cualquier

conjunto, asociaciu otra entidad en

ectamente) el cincuenta

o . . A" 10 Wetariy oo Yol )
or ciento o mas de las acciones gf e‘ggﬁt_bg@ggﬁﬁm % "P intereses de voto
_— . . 001 908 39 b 1 ngde ¢
similares  vigentes se consideraf ntpoBtgatS,e"' o O ftransaccion con la

~orporacion.
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SECCION 9.06. Efecfo obligante. Ni la alteracion, enmienda, cambio o
achazo de alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcidn de alguna
ondicion inconsistente con cualquier condicién de este Articulo 9 eliminara o
aducira el efecto de este Articulo 9 respecto a cualquier materia que ocurra, o
ualquier causa de accién, demanda o reclamo que, a no ser por este Articulo 9,

ueda acaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmienda, cambio, rechazo o
dopcidn.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las condiciones de este Articulo 9 son
dicionales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacién'

:nmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
ecciones 242 y 245 de la Ley General de Corporaciéon del Estado de Delaware y
or consentimiento escrito de el Unico accionista de la Corporacion de acuerdo

on la seccidn 228 de Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, ha
ido ejecutado este 22 de Julio de 1999.

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente

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

acting in the éapacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254031

Seal/Stamp: 10. Signature:
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED
IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5

O'CLOCK P .M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 3900385

2112549

050426506 ™} DATE: 05-24-05




SeAtl O DELAWARE
. SECRETARY OF STATE

: . el L. 001245251 — 2112549
‘ CERTIFICATE OF AMENDMENT

' OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

senentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
‘orporation Law of the Statc of Dclaware.

YOES HEREBY CERTIFY:

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

{ESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
mended by changing “Section 4.01{a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
aid Section of said Articte shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000} shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock”). Six hundred million (606,000,000) shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share-(“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shail be all of one class.”

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

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

OURTH: That the capital ot said corporation shall not be reduced under or by reason of said
mendment.

N WITNESS WHEREOF, said Gerentech, Inc. has causcd this Certificate of Amendment to be
igned by Stephen G. Juelsgaard, an Autharized Officer, this 15th day of Ma000.

i

GENENTECH, INC. g7 4

AR &
Ry: )\‘Er\p ool

Name: Stephen G. J sgaard
Title: Senior VlCC es1dent General CounSel
angd bcc b‘ ry

441

DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 05/15/72000
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'RADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacion de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

-ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254031

Sello/timbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado
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DELAWARE
El. PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
STADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
INA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
EDACTAR DE “GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
'ECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTC DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 05-24-05




CERTIFICADOC DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Senentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

Seneral de Corporacién del Estado de Delaware.
SERTIFICA POR LA PRESENTE:

)RIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
idoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
sertificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
leclarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunién de

accionistas de dicha corporacion para consideracién de la misma. La resolucion

astablece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
asta corporacion se enmiende cambiando “la Seccion 4.01(a)’ del Articulo alli
wmerado ‘4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea

e la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El

numero total de acciones que la Corporacion esta autorizgsa a emitir

dhsthillones
(100,000,000) de acciones seran i acciones
preferenciales, por un valor de $0.02 :
Preferencial’).  Seiscientos millones (600,000% S/
seran designadas acciones comunes, porf-‘ 2

accion ("Accién Comun”). %

toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con i G : Directiva,

“dglbidamente

Corporacion det Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

eé"'/
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ERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

revisto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacion de! Estado de

lelaware.

UARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo 0 por razoén
e dicha enmienda

‘N TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

-ertificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
‘uncionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titula: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America

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

“acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

begars the seal/stamp of Office cf Secretary of State

Wertifien

at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D: 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

£

No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Signature:




The Tirst Stale

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF 'THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, A.p. 2004, AT 7:39
" O'CLOCK P.M.
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Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900387
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, State of Delaware
. Secretary of State

~ Division of Corporations

(e

Delivered 07:44 BPM 04/16/2004

FILED 07:39 PM 04/16/2004

CERTIFICATE OF THIRD AMENDMEN ISRV, 040281669 - 2112549 FILE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting ol the Board of Directors of Genentech, Tnc. tesolutions were duly
adopted setling forth a proposed amendment of the Amended and Restated Cerlificate of
[Incorperation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
reeting of the stockholders of said corporation for consideration thereol. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered *“4” 5o (hat, as amended,
suid Section of said Article shall be and read as follows:

Saction 4.01, Capital Stock. (0) The Corparation is authorized to issue two classes of stock 1o be
designated, respeetively, preferred gock and common stock. The iotal nuimber of shares which the
Carporation is authorized to issuc is three billion vne hundred million (3,100,000,000 shares. Ove hundred
million (100,000.000) sharcs shall be designated preferred stoclk, par value $0.02 per share ("Preferred
Stock™). Three billion (3,000,000,000) shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share
("Common Stock™). The common stock of the Corporation shall be all of ane class,

SECOND: That thereafter, pursuant to tesolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders af said corporation was duly called and held upon notice in accotdarice with
Seciion 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at whicl meeting the
necessary numberof shares as required by statute were ;vat_ed in favor of the amendment.

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

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

IN WITNESS WHEREOT, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificaie of Amendment
to be signed by Stephen G, Juelsgaard, aa Authorized Officer, this 16l day of April, 2004,

SuE
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TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 3 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
ste documento publico
2. ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware
4. lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

. Certificado + : -

an Dover, Delaware

o o

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

-J

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8. No. 0254033

9. Selloftimbre 10. Firma

LS

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA' DE ESTADO -DEL
=STADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QL:JE EL ANEXO ES
JNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
'‘GENENTECH, INC”, PRESENTADQ EN ESTA OFICINA EL. DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A. D. 2004, A LAS 7:38 EN PUNTO DE LA TARDE. ;

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriat Smith Windsar Sacrataria de Fatadn
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'CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genen»tech, Inc. Una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacion del Estado de Delaware.

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente rescluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de dicha Corporacic’)n,'
declarando dicha enmienda como'k aconsejable y llamando a una reunidn de

accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. la resolucién

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera;

RESUELVE, que el Certificado de incorporacion Carregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccidén 4.01(a)" del Articulo alli

numerado "4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea

de la siguiente manera:

SECCION 4.01.. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta

autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,

¥ acciones. Cien

millones (100,000,000) de acciones . -\;
preferenciales, por un valor de $087 por accion (“Acgi
2

Preferencial”). Tres mil millones (3,08 3 D,OOQ) de acciong

¥ designadas acciones#

ta Directiva,

¥ debidamente.

s e 18 o s b r2s o b A8 e e
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TERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacién del kstado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo o por razén

. 3 -
L '

de dicha enmienda

EN TES,TIMONIQ OE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Slephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Aulorizado, esie 16 de Abril de 2004.

GENENTECH, INC.
Por: (Firma)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Cpnsejo

y Secretaria General.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signped by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(T ertitied

at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254032

Seal/Stamp: Signature:
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05

J'CLOCK P.M.

/6]

Harriet Smith Windsor, Secretary of State

2112549 ° AUTHENTICATION: 3900386

050426506 DATE: 05-24-05
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" BY Sandy Miller

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

snentech, Inc. a corporation organized and existing under and by wvirtuz of the General
>rporation Law of the State of Delaware,

OES HEREBY CERTIFY:

RST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
lopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restaied Cemificaie of
corporation of said corporation, decluring said amendment to bk advisable and calling a
eeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution seuing
rth the proposed amendment iy as {ollows:

ESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
nended by changing “Section 4.01(2)” of the Article rhereof numbered 4" so that, as amended,
1d Section vl suid Article shall be aud sead as follows:

“Section 4.0). Capiral Stock.  (a) The Corporation is aurhoriz2d 1o issue
wo classes of stock to be designated, respecnively, prefermred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 1o issue 1s
one billion three hundred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designatcd preferred srock, par value 30.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)
shares shall be designaced common stock, par value $0.02 per share {(“Cammon
Stock™). The Cornmon Stock of the Carporation shall be all of one class.”

ECOND: That thereafter, pursuant to resolution of ity Board of Directors. the regular mecing
“the stockholders of said corporation was duly called and held upon norice in accordance with
rcuon 222 of the General Corporation Law of the State of Deluware ar which meeting the
scessary number of shares as required by statute were vored in favor of the amendment.

HIRD: That suid amendment was duly adopred in uccordance with the provisions of Section
12 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

JQURTH: Thar the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
nendrent,

f:/

Agn‘éndmem w he
37 2001

L

{ WITNESS WHEREQF, said Genentech, Inc. has caused this Certific®
gned by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 10th day

By: _
Name: Siephen (7
Title.  Senior,)

737
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RADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

APQSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado

en Dover, Delaware

/" el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254032

Selloftimbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
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DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
.STADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
INA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
SENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL. DECIMC DIA DE
1AYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900386

FECHA: 05-24-05
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CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDQ Y VUELTO A REDACTAR

ienentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

ieneral de Corporacion del Estado de Delaware.
ERTIFICA POR LA PRESENTE:

'RIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
doptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
ertificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
eclarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
ccionistas de dicha corporacién para consideracién de la misma. La resolucién

stablece la enmienda propuesta de |a siguiente manera:

LESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
:sta corporacién se enmiende cambiando “la Seccidn 4.01(a)” del Articulo alli
wumerado “4” tal que, como se enmienda, dicha Seccidn de dicho Articulo se lea

le la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones cogunes~ El

nimero total de acciones que la Corporacion esta ay#ér ‘ %2 emitir

/ se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccidén 222 de la Ley General de

Sorporaciéon del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones

‘equerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.




s
[}

'ERCERO: Que dicha enmienda se adoptd debidamente de acuerdo con lo

revisto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacidén del Estado de

)elaware.

JUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén
e dicha enmienda

N TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

-ertificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
‘uncionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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Mo P‘”ENTEJYH w9 _Dap 2020 1A
Cto41 PRESENTAC’ON v:_; 378 %'s"é’ﬁfgochnom
REQUISITOS MINIMOS PARA ADMiore . - ‘
PCT ' -
PATENTE DE INVENCION [ }/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente %8
@ Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la sohCItud (4
€ Descripcion de la invencién [T
€ Dibujos de ser estos pertinentes [/f/
4 Comprobante de pago de |as tasas establecidas []
COMPLETA [ ] . INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
4 Datos de identificacién del salicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
€ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del [ ]
material que incorpora el disefio

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1
COMPLETA { ] INCOMPLETA [ 1]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

4 Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [ ]
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
€ Representacion grafica del esquema trazado [ ]
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
GENENTECH INC

REFERENCIA Radicacién No. 9 55632
Solicitud internacional PCT/US2007/083172
Fecha inicio fase nacional 02/06/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidén 430 ”
Oficio No. . 891‘3

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articuleo 27 del Tratado de
Cecoperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a 1la patente del inventor al scolicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulec 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgades en el extranjero, estos
deberédn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinarid segiin indiguen
claramente una cesidn de derechos del inventor al sclicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimientc de 1o dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentro del términe de dos meses sgiguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requigitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perderd su prelacién.

Notifiguese el presente 1dio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quipto g¢él titulec primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CE#PEDES DE VERGEL ) .
Jefe de la divigidn de Nuevas Creaciones

El anterior reguerimiento fue notificado por fijacidén en lista de

fechaand ;9 "'mf i‘znng -

jfern




