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ANTICUERPOS 0OX40 ANTAGONISTAS Y SU USO EN EL TRATAMIENTO DE

ENFERMEDADES INFLAMATORIAS Y AUTOINMUNES

CAMPO DE LA INVENCION

Se proporcionan en la presente anticuerpos que se
enlazan inmunoespecificamente a un polipéptido de 0X40
humano, un fragmento de polipéptido de 0X40 u otro epitopo
de OX40. La invencidn también es concerniente con
anticuerpos humanizados que se enlazan
inmunoespecificamente a un polipéptido de 0X40 humanc, un
fragmento de polipéptido de 0X40 o epitopo de IX40. También
se proporcionan acidos nucleicos aislados que codifican
anticuerpos que se enlazan inmunoespecificamente a un
polipéptido de 0X40, fragmento de polipéptido de 0X40 o
epitopo de 0X40. La invencidn proporciona ademds vectores y
células huésped que comprenden Aacidos nucleicos gue
codifican acidos nucleicos que se enlazap
inmunoespecificamente a un polipéptido de 0X40 humano,
fragmento de polipéptide de 0X40 o epitopo de 0OX40, también
como métcdos para fabricar los anticuerpos. También se
proveen métodos para usar los anticuerpos anti-0X40
provistos en la presente para inhibir 1la actividad
bioldgica de un 0X40 y/o para tratar o prevenir una

enfermedad moderada por 0X40.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Nuestro sistema inmune defiende nuestro cuerpo

contra patégenos extrafios, una funcidn que requiere un
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equilibrio de activacién inmune contra agentes extrafios y
tolerancia a tejidos propios. Las infecciones agudas
provocadas por, por ejemplo, un patégenc viral, inducen dos
tipos de memoria a large plazo: inmunidad humoral, en 1la
cual los B-linfocitos (células B) producen anticuerpos para
impedir la infeccidén por estos patdgenos extrafios e
inmunidad celular, en 1la cual T-linfocitos {células T)
activadas por antigenos especificos exterminan las células
infectadas y también producen citoquinas. Las células T
funcionan principalmente en inmunidad célula-moderada vy
comprenden aproximadamente el 70% de los linfocitos. La
mayoria de las células T son células T “auxiliares” CD4+ y
estdn involucradas principalmente en 1la activacidén de
células B y macrdfagos. Las células T CD8+ o linfocitos T
citotdxicos {CTL) estan involucradas en reaccicnes
citotdxicas célula-moderadas que comprenden aproximadamente
el 35% de la poblacidén de células T. Las células T pueden
gser divididas en tres pocblaciones distintas: c¢élulas
naturales, efectoras y de memoria. Las células T naturales
gon activadas y se convierten en células efectoras en
presencia de antigeno. Las moléculas de clase I de complejo
de histocompatibilidad mayor (Clase I MHC) juegan un papel
principal en esta respuesta efectora al ‘“presentar”
antigenos de invadir patégencs a receptores de célula T,
que a su vez reconocen los patégenos y los atacan.

Muchas interacciones receptor-ligando estén
involucradas en la induccidn, esgtablecimiento y modulacién
de respuestas inmunes dirigidas contra antigenos extrafios.

Por lo menos dos seflales son necesarias para activar una

=
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respuesta de célula T de CD4+ o CD8+ a un antigeno. La
primera sehal es administrada por medio del receptor de
célula T‘(TCR) mediante un antigeno enlazado a una molécula
de clase I o clase II de histocompatibilidad wayor (MHC)
sobre la superficie de una célula gue presenta antigeno
(APC) . La segunda sefial involucra el enlace- de un ligando
presente sobre la superficie de la APC a una segunda
molécula receptora sobre la superficie de la célula T. Esta
segunda seflal es denominada co-estimulacién y el ligando de
APC es denominado frecuentemente como una molécula co-
estimulatoria (Lenschow, et al., Annu. Rev Immunol 14: 233
{1996)). Las moléculas de seflalizacidn co-estimulatorias
incluyen los miembros de la superfamilia de
inmunoglobulinas, miembros de la superfamilia de receptor
de factor de necrosis de tumor (TNFR) y receptcres de
citoquina (véase rgvisién de Croft, Cytokine Growth Factor
Rev 14: 265 (2003); Kroczek, et al., J Allergy Clin Immunol
116: 206 (2005)). En combinacidén, las dos seflales activan
la célula T, que a su vez segrega citoquinas y prolifera.
Un ejemplo de una molécula co-estimuladora es el
receptor 0X40 (CD134), un miembro de la superfamilia de
TNFR, que estd enlazado a la membrana Yy es expresado
principalmente sobre células T CD4+ activadas (esto es, en
sitiog de inflamacidn) (Paterson, et al., Mol Immuncl 24:
1281 (1987)). El1 1ligando (OX40L) es una proteina de
membrana tipo II perteneciente a la familia de TNF y es
expresado sobre células que presenten antigenos, tales como
células B activadas, células dendriticas y <células

endoteliales {Stuber, et al., Immunity 2: 507 (1995);
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Weinberg, et al., J Immunol 162: 1818 (1999); Nohara et
al,, J Immunol 162: 2108 (2001); Malmstrom, et al., J
Immunol 166: 6972 (2001)). La sefializacidén por medio del
receptor de 0X40 ({(de agui en adelante en la presente
“0X40”) es coestimuladora a las células T efectoras vy
provoca la proliferacidén de células T (Weinberg, J Immunol
152: 4712 (1994), véase revisidn de Watts, Annu Rev Immunol
23: 23 (2005)). Bstudios de O0X40 sugleren gue su papel
principal es determinar el namerc de células T efectoras
que se acumulan en respuestas inmunes primarias Yy
consecuentemente para gobernar el numerc de células T de
memoria gue se desarrollan subsecuentemente y sobreviven
(véase revisién de Croft, Cytokine Growth Factor Rev 14:
265 (2003)).

Un nimerc de estudios in vitro han demostrado que
0X40 proporcicna wuna seflal co-estimulatoria dando como
resultado proliferacién de células T mejoradas y produccién
de c¢itoguinas (Baum PR et al., EMBO J, 199%4; Akiba H et
al., Biochem. Biophysic ﬁes, 1998). Se ha sugerido gue en
ciertas circunstancias la interaccidén de O0X40/0X40L puede
jugar un papel preferencial en el desarrollo de células Th2
(Ohshima, et al., Blood 92: 3338 (1998); Flunn, et al., J
Exp Med 188: 297 (1998)). Cuando la activacién inmune es
excesiva o es incontrolada, se puede presentar alergia
patoldgica, asma, inflamacidén, enfermedades autoinmunes vy
otras enfermedades relacionadas. En tales instancias, la
activacién y diferenciacién de células T Jjuegan un papel
importante. Debido a que 0X40 funciona para mejorar

respuestas inmunes, puede exacerbar las enfermedades
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autoinmunes e inflamatorias. La interaccidén de O0X40-0X40L
ha sido implicada en la patogénesis de varios modelos de
enfermedad. Un gran cuerpo de evidencia sugiere que la
interaccidén de O0X40-0X40L Jjuega un papel importante en
alergia, asma y enfermedades anunciadas con autoinmunidad e
inflamacién, que incluyen esclerosis wmGltiple, artritis
reumatoide, enfermedad de intestino inflamatorio,
enfermedad de inserto contra huésped, encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE}, leishamiasis experimental,
artritis colageno-inducida, colitis {tal como colitis
ulcerativa), reacciones de hipersensibilidad al contacto,
diabetes, enfermedad de Crohn vy enfermedad -de Grave
(Arestides, et al., Eur J Immunol 32: 2874 (2002); Jember,
et al., J Exp Med 193: 387 (2001); Kiczek, et al., J
Allergy Clin Immunol 116: 906 (2005);Pakala, et al., Eur J
Immunol 34: 3039 (2004); Xiacyan, et al., CLin Exp Immunol
143: 110 (2006); Weinberg, et al., J Immunol 152: 4712
(19%4); Weinberg, et al., Nat Med 2: 183 (19%6); Malmstrom,
et al., J Immunol 166: 6972 (2001) ; Higgins, et al., J
Immunol 162: 486 {(1999); Akiba, et al., J Exp Med 191: 375
(2000) ; Stuber, et al., Gastroenterology 115: 1205 (1998);
Tsukada, et al., Blood 95: 2434 (2000); Yoshiocka, et al.,
Eur J Immunol 30: 2815 (2000); Stuber, et al., Eur J Clin
Invest 30: 594 (2000); Bossowski, et al., J Pediatr
Endocrinol Metab 18: 1365 (2005); véase revisidn de Watts,
Annu Rev Immunol 23: 23 (2005)).

Las terapias actuales para la enfermedad
autoinmune e inflamatoria incluyen la administracidén a

largo plazo de esterocides solos o©o en combinacién con
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farmacos y/o biolégicos citotdxicos. Anticuerpos contra
TNF-a estan actualmente siendo prescritos para un nuimerc de
enfermedades, en los que se incluyen artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn vy enfermedad inflamatoria del
intestino. Ademds, una nueva terapia experimental en
evaluacién clinica es wuna proteina de fusidén CTLAR4-Ig
(antigeno-4 1linfocito T «citotdxico asociado en forma
soluble) para artritis reumatcide. A ©pesar de estas
alternativas, la mayoria de las terapias inmunosupresoras
provocan efectos secundarios serios, en los que se incluyen
el estado inmunocomprometido del paciente. Idealmente, el
tratamiento de enfermedades wmoderadas por células T
apuntaria a las células que provocan la enfermedad
[antigenc-especifica] pero evitaria el resto del repertorio
de células T (Weilnberg, Trends Immuncl 23: 102 (2002)). Por
consiguiente, hay una fuerte necesidad de terapias
alternativas para enfermedades autoinmunes e inflamatorias.

Ademas de estos métodos, muchos anticuerpos anti-
0X40 agonistas han sido desarrollados dque estimulan al
receptor a incrementar la poblacién de cé&lulas T. El primer
anticuerpo monoclonal‘(mAb) anti-0X40 publicado, MRX 0X-40,
era un anticuerpo de ratén que identificaba el receptor
como un antigeno de superficie celular sobre células T
activadas de CD4+ de rata (Paterson, et al., Mol Immunol
24: 1281 (1987)). El anticuerpo tiene un efecto moderado en
estimular andlisis de proliferacidn de células T. Desde
entonces, muchos mAb anti-0X40 agonistas han sido
producidos y usados para reforzar la respuesta inmune

(Weatherill, et al., Cell Immunol 208:63 (2001); Banal-
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Pakala, et al., Nat Med 7: 907 (2001); De Smedt, et al., J
Immunol 168: 661 (2002); Pan, et al., Mol Ther 6; 528
{2002); Curti, et al., Blcocod 101: 568 (2003); Nakae, et
al., Proc Natl Acad Sci, EUA 100: 5986 (2003); Lustgarten,
et al., Eur J Immunol 34: 752 (2004); So, et al., J Immunol
172: 4292 (2004); Koga, et al., Cancer Sci 95: 411 (2004);
Lanthrop, et al., J Immunol 172: 6735 (2004); Pcolymenidou,
et al., Proc Natl Acad Sci, EUA 101 Suplemento 2: 14670
(2004); Lustharten, et al., J Immunol 173: 4510 (2004);
Valzasina, et al., Blood 105: 2845 (2005); Cuadros, et al.,
Int J Cancer 116: 934 (2005); Sharma, et al., Exp Gerontol
41 78 (2006)) . Sin embargo, en las enfermedades
autoinmunes e inflamatorias mencionadas previamente, 1la
estimulacién de 1la poblacidén de células T no es el
resultado deseado. |

Una terapia es bloquear la sefializacidn de 0X-40-
0X40L por medio del uso de anticuerpos anti-0X40L. Un
numero de anticuerpos monoclonales mAb que apuntan al OX40L
han sido generados y probados para elucidar la ruta de
sefializacidén de 0X40, sus efectos sobre otras rutas y el
papel de 0OX40 en varias enfermedades (véase, por ejemplo,
Blazar, et al., Blood 101l: 3741 (2003); Ukyo, et al.,
Immunologf 109: 226 (2003); Wang, et al., Tissue Antigens
64: 566 (2004); Chou, et al., J Immunol 174: 436 (2005)).
Otros métodos para inhibir la sefial de 0X40 incluyen el uso
de inmunotoxinas amnti-0X40, proteinas de fusidn de 0X-40-
IgG y liposomas de 0X40 (Weinberg, et al., Nat Med 2: 183
(1996); Higging, et al., J Immunol 162: 486 (199%); Satake,

et al., Biochem Biophys Res Commun 270: 1041 (2000};



10

15

20

25

Taylor, et al., JILeukoc Biol 72:; 522 (2002); Boot, et al.,
Arthritis Res Ther 7: R604 (2005)).

Una alternativa para apuntar el ligando es
desarrollar una terapia dirigida contra el receptor de 0X40
(CD134). Ha habido intentos por generar un antagonista
contra el anticuerpo anti-0X40. Stuber y colegas utilizaron
un anticuerpo O0X40 anti-ratén de conejo policlonal para
inhibir la interaccidn entre 0X40 y O0X40L (J Exp Med 183:
979 (1996)). Imura, et al., produjeron anticuerpos O0X40
anti-ratén 131 y 315, gque inhibieron la adhesidn de células
T CD4+ a células endoletiales vasculares y la proliferacién
de células T, procesos moderados por la ruta de 0X40. El
anticuerpo OX40 anti-0X40 humano revelado por Weinberg
exhibia la habilidad para desplegar las c¢élulas T CD4+
activadas; sin embargo, dependia de la conjugacidn del
anticuerpo a una molécula tdéxica, tal como una cadena de
Ricino-A ({Patente Estadounidense No. 5,759,546). Otros
anticuerpos antri-0X40 revelados no tenian ninguna afinidad
funcional, tal como el L106 disponible comercialmente.

Asi, hay necesidad por un verdadero anticuerpo
antagonista funcional gque apunte a 0X40 humanc con 1la
capacidad de interferir en la ruta de 0X40. Tal anticuerpo
tendria el potencial para tratar una plétora de
enfermedades que actualmente tienen una gran necesidad sin
satisfacer. La presente invencidén resuelve esta necesidad

médica sin satisfacer.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En unn  aspecto, la  presente invencidén es

/7L
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concerniente con anticuerpos antagonistas dirigidos contra
el receptor de 0X40 humano ({(CD134) y fragmentos del mismc.
Otra modalidad incluye 1las secuencias de aminodcidos de
anticuerpos antagonistas vy los 4&cidos nucleicos que
codifican los anticuerpos.

También incluidas en la presente invencidn se
encuentran regiones de enlace de antigenoc (CDR) derivadas
de las regiones variables de cadena ligera y/o pesada de
dichos anticuerpos. Los anticuerpos de la invencidédn pueden
ser un anticuerpc recombinante. Los anticuerpos de 1la
invencidén pueden monoclonales y un anticuerpo monoclonal
puede ser un anticuerpo humanc, un anticuerpo quimérico o©
un anticuerpo humanizado.

La presente invencidén incluye un anticuerpo que
comprende una regidn variable de cadena pésada (VH) que
tiene una CDR1 de VH que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 17; una CDR2 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y/o una CDR3 de VH gue tiene
la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 19 y/o una regidn
variable de cadena ligera (VL) que tiene una CDR1 de VL que
tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 12, 15 o
61; una CDR2 de VL que tiene la secuencia de aminocdcidos de
SEQ ID NO: 13 y/o una CDR3 de VL que tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 14 o 16. En una modalidad, el
anticuerpc comprende dos CDR de VH gue tienen la secuencia
de aminodcidos seleccicnadas de SEQ ID NO: 17, 18 o 19 vy/o
dos C(CDR de VL gqgue tienen la secuencia de amino&cidos
seleccicnadas de SEQ ID NO: 12, 13, 14, 15, 16 o 61.

La presente invencidédn incluye un anticuerpo que

)
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comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) gque
comprende una CDR1 de VH gue tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17; CDR2 de VH que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 de VH
que tiene la secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO: 19 y/o
una regidn variable de cadena ligera (VL) que comprende una
CDR1 de VL que tiene la secuencia de amincacidos de SEQ ID
NO: 12; una CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminocdcidos de SEQ ID NO: 13 y una CDR3 de VL que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.

La presente invencién incluye un anticuerpo que
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) que
comprende una CDR1 de VH gue tiene 1la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 17; una CDR2 de VH que tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 de VH
que tiene la secuencia de amincdcidos de SEQ ID NO: 19 vy/o
una regidén variable de cadena ligera (VL) gque tiene una
secuencia de aminodcidos de una CDR1 de VL que tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 12; una CDR2 de VL
que tiene la secuencia de amincacidos de SEQ ID NO: 13 vy
una CDR3 de VL que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16.

La presente invencidn incluye un anticuerpo gque
comprende una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende una CDR1 de VH gque tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 17, una CDR2 de VH que tiéne la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 de VH
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 y/o

una regidn variable de cadena ligera (VL) gque comprende:

=
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una CDR1 de VL que tiene la secuencia de aminocacidos de SEQ
ID NO: 15, una CDR2 de VL gque tiene la secuencia dé
aminodcidos de SEQ ID NO: 13 y una CDR3 de VL que tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 14.

La presente invencidén incluye un anticuerpc que
comprende una regidn variable de cadena pesada (VH) que
comprende wuna CDR1 de VH que tiene 1la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17, una CDR2Z de VH gue tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 de VH
que tiene la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1% y/o
una regidén variable de cadena ligera (VL) gque comprende una
CDR1 de VL gue tiene la secuencia de aminocacidos de SEQ ID
NO: 15, una CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminocdcidos de SEQ ID NO: 13 y una CDR3 de VL que tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 16.

La presente invencién incluye un anticuerpo que
comprende una regién variable de cadena pesada (VH) que
tiene la secuencia de aminoacidos revelada en cualguiera de
SEQ ID NO: 10 o 11 y/o una regién variable de cadena ligera
(VL) que tiene la secuencia de aminoadcidos revelada en
cualquiera de SEQ ID NO: 7, 8 o 9.

La presente invencidn incluye un anticuerpo dque
comprende una regidén variable de cadena pesada (VH) que
tiene la secuencia de aminocacidos revelada en cualgquiera de
SEQ ID NO: 25, 26 o 27 y/o una regidén variable de cadena
ligera {VL) que tiene la secuencia de aminoacidos revelada
en cualquiera de SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23 o 24.

La presente invencién incluye un anticuerpo que

comprende una VH que tiene la secuencia de aminodcidos
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revelada en cualquiera de SEQ ID NO: 10 y una VL gue tiene
la secuencia de aminodcidos revelada en cualquiera de SEQ
ID NO: 7 o 8;

una VH gue tiene la secuencia de aminodcides revelada en
cualguiera de SEQ ID NO: 11 y una VL revelada en SEQ ID NO:
9; una VH codificada por la secuencia de acidos nucleicos
de SEQ ID NO: 25 y una VL codificada por la secuencia de
dcidos nucleicos de SEQ ID NO: 20 o 21; una VH codificada
por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 26 y una
VL codificada por 1la secuencia de &acidos nucleiccos de SEQ
ID NO: 22, 23 © 24 o una VH codificada por la secuencia de
dcidos nucleicos de SEQ ID NO: 27 y una VL codificada por
la secuencia de &acidos nucleicos de SEQ ID NO: 22, 23 o 24.

La presente invencidn incluye un anticuerpo en
donde la VH comprende la secuencia de amincdcidos ilustrada
en SEQ ID NC:10 y la VL comprende la secuencia de
aminoadcidos ilustrada en SEQ ID NO:7.

La presente invencidén incluye un anticuerpo en
donde la VH comprende la secuencia de aminocacidos ilustrada
en SEQ ID NO:10 vy 1la VL comprende la secuencia de
aminodcidos ilustrada en SEQ ID NO:8.

La presente invencidn incluye un anticuerpo en
donde la VH comprende la secuencia de aminocdcidcs ilustrada
en SEQ ID NO:11 vy la VL comprende la secuencia de
aminodcidos ilustrada en SEQ ID NO:9.

La presente invencidén incluye un anticuerpo en
donde la VH es codificada por una secuencia de nucleotidos

que se hibridiza bajo condiciones severas al complemento de

" una secuencia de nucleotidos gue codifica la secuencia de
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amincdcidos de SEQ ID NO:1¢, 11, 17, 18 o 1% y/o una VL
codificada por wuna secuencia de nucleotidos que se
hibridiza bajo condiciones severas al complemento de una
secuencia de nucleotidos que codifica 1la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16 o 61.

La presente invencién incluye un anticuerpo en
donde la VH es codificada por una secuencia de nucleotidos
que se hibridiza bajo condicicnes severas al complemento de
una secuencia de nucleotidos como se ilustra en cualquiera
de SEQ ID NO:25, 26 o 27 y/o una VL codificada por una
secuencia de nucleotidos que se hibridiza bajo condiciones
severas al complemento de una secuencia de nucleotidos como
se ilustra en cualquiera de SEQ ID NO:20, 21, 22, 23 o 24.

La ©presente invencidn incluye un anticuexpo
antagonista aislado que se enlaza especificamente a un
epitopo de 0X40 humano con una constante de disociacidn de
entre aproximadamente 1 x 107'* M a aproximadamente 1 x 1071
M, 1 x 10 M a aproximadamente 1 x 107 M, 1 x 10" a
aproximadamente 1 x 10° M, 1 x 1077 a aproximadamente 1 x
100* M o 1 x 10°® a aproximadamente 1x10™’ M.

La presente invencién incluye una secuencia de VL
que tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
aquella resumida en SEQ ID NO:7 y una secuencia de VH que
tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
aquella resumida en SEQ ID NO: 10.

La presente invencién incluye una secuencia de VL
que tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
aquella resumida en SEQ ID NO:8 y una secuencia de VH que

tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
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aquella resumida en SEQ ID NO: 10.

La presente invencidn incluye una secuencia de VL
que tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
aquella resumida en SEQ ID NO:9 y una secuencia de VH que
tiene por lo menos 95% de identidad de secuencia con
aquella resumida en SEQ ID NO: 11.

La presgente invencién  también incluye una
molécula de anticuerpo que comprende una regidn variable de
cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 17 (CDR-H1l), SEQ ID
NO: 18 (CDR-12) vy SEQ ID NO: 19 (CDR-H3}) y/c una regidén
variable de cadena ligera dque comprende SEQ ID NC:12, SEQ
ID NO: 15 o SEQ I]j NO:61 (CDR-L1); SEQ ID NO:13 {(CDR-L2) Yy
SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO:16 (CDR-L3).

La presente invencidén incluye fragmentos de
anticuerpo de enlace de antigeno humanos de los anticuerpos
de la presente invencidén en los que se incluyen, pero no
limitados a Fab, Fab’ y F{ab’),, Fd, Fv de una sola cadena
(scFv), anticuerpos de una sola cadena, Fv disulfuro-
enlazados (sdFv), diacuerpos, triacuerpos © minicuerpos. La
invencidén también incluye anticuerpos de un solo dominio
que comprende ya sea un dominio VL o VH.

La presente invencién incluye secuencias
humanizadas de anticuerpo wonoclonal Al0(TH)hu336F vy
variantes del mismo. Acidos nucleicos que codifican estas
variantes incluyen SEQ ID NO: 20-27. Al0(TH)hu336F
comprende una regidn variable de cadena ligera que
comprende SEQ ID NO: 9 y una regidn variable de cadena
pesada que comprende SEQ ID NO: 11. La regidén de cadena

pesada variable puede comprender ademas por lo menos un
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dominio de los dominios CH1, CH2 y CH3 de una regidn
constante. La regién constante de cadena pesada puede ser
un anticuerpec IgG, en donde el anticuerpo IgG es un
anticuerpo IgGl, un anticuerpo IgG2, un anticuerpo IgG3 o
un anticuerpo IgG4.

Los anticuerpos de la invencidn pueden comprender
cualquier secuencia de dominio variable de estructura
apropiada, a condicidn de que la actividad de enlace a 0X40
sea retenida sustancialmente. Por ejemplo, en algunas

modalidades, los anticuerpos de la invencién comprenden una

secuencia de consenso de estructura de cadena pesada de

sub-grupo ITIT humana. En una modalidad de estos
anticuerpos, la secuencia de consenso de estructura
comprende sustitucién en posicidén 71, 73 y/o 78. En algunas
modalidades de estos anticuerpos, la posicidén 71 es A, 73
es T y/o 78 es A. En una modalidad, estos aﬁtiéuerpos
comprenden secuencias de estructura de dominio variable de
cadena pesada de huMAb4D5-8 (HERCEPTINQ, Genentech, 1Inc.,
Sur de San Francisco, CA, USA) (al que también se hace
referencia en las patentes estadounidenses 6,407,213' Y
5,821,337 y Lee et al., J. MoI. Biol. (2004), 340(5): 1073-
93). En una modalidad, estos anticuerpos comprenden ademas
una secuencia de consenso de estructura de cadena ligera kI
humana. En una modalidad, los anticuerpos comprenden una
combinacién de IGHV1-46 del subgrupo V1 (nimero de acceso
Gene Bank X92343) y linea germinal IGHJ4 (Numero de acceso
Gene Bank J00256) mostrados en la figura 12B (secuencia de
IGHV1-46). En una modalidad, ia secuencia de estructura

comprende sustitucidn en posicidn 69. En algunas
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modalidades, la posicidén 69 es L. La plantilla humana
escogida para la cadena Vp fue una combinacién de IGKV4-1
(nimero de acceso Gene Bank Z00023) y plantilla de linea
germinal J IGHJ1l (nGmero de acceso Gene Bank J00242)
mostrada en la figura 12A (secuencia de IGKV4-1).

En una modalidad, un anticuerpo de la invencidn
comprende un dominio variable de cadena pesada, en donde la
secuencia de estructura comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47 y/o 48. En una modalidad, un anticuerpc de
la invencidén comprende un dominio variable de cadena
ligera, en donde la secuencia de estructura comprende la
secuencia de SEQ ID N0O:49, 40, 51 y/o 52.

En una modalidad, un anticuerpo de la invencidn
comprende un dominio variable de cadena pesada, en donde la
secuencia de estructura comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 57, 58, 59 y/o 60. En una modalidad, un anticuerpo de
la invencidn comprende un dominioc variable de cadena
ligera, en donde la secuencia de estructura comprende la
secuencia de SEQ ID NO: 53, 54, 55 y/o 60.

En una modalidad, un anticuerpo de la invencién
comprende un dominio variable de cadena pesada, en donde la
secuencia de estructura comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 30, 31, 32, 33, 24, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47 y/o 48 y las secuencias de H1l, H2 y H3 de
HVR son SEQ ID NO: 17, 18 y/o 19, respectivamente. En una
modalidad, un anticuerpo de 1la invencidn comprende un
dominio variable de cadena ligera, en donde la secuencia de

estructura comprende la secuencia de SEQ ID NO: 49, 50, 51
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y/ 52 y las secuencias de L1, L2 y L3 de HVR son SEQ ID
NO: 12, 13 y/o 16, respectivamente.

En una modalidad, un anticuerpo de la invencidén
comprende un dominio variable de cadena pesada, en donde la
secuencia de estructura comprende la secuencia de SEQ ID
NO: 57, 58, 59 y/o 60 y las secuencias de H1l, H2 y H3 de
HVR son SEQ ID NO: 17, 18 y/o 19, respectivamente. En una
modalidad, un anticuerpo de la invencidén comprende un
dominio variable de cadena ligera, en donde la secuencia de
estructura comprende la secuencia de SEQ ID NO: 53, 54, 55
y/o 56 y las secuencias de Li, L2 y L3 de HVR son SEQ ID
NO: 12, 13 y/o 16, respectivamente.

La presente invencidén incluye un anticuerpo anti-
0X40 gque comprende ademads un marcador detectable. La
presente invencidén incluye ademds un método para la
deteccidén de 0X40 in vivo o en una muestra. Tal método
comprende poner en contacto el anticuerpo de 0X40 con un
sujeto o con una muestra obtenida del sujeto.

La presente invencidén incluye un anticuerpo gque
comprernde ademas un marcador.

La presente invencién incluye 1los anticuerpos
anti-0X40 descritos anteriormente, gue comprenden ademas
una citotoxina o inmunotoxina y su uso en el tratamiento de
enfermedades o condiciones descritas posteriormente en la
presente.

La presente invencidén también incluye anticuerpos
que se enlazan al mismo epitopo como el anticuerpo
A1l0 (TH) hu336F.

La preesnte i1nvencidn incluye una molécula de



acido nucleico aislada gque comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica un anticuerpo de la presente
invencidn.

La presente invencidén incluye un vector que
comprende la molécula de acido nucleico de 1la presente
invencién.

La presente invencidén incluye una célula huésped
gue comprende el vector de la presente invenciodn.

La presente invencién incluye un hibridoma que
produce un anticuerpo de la presente invencidn.

La presente invencidn incluye una molécula de
acido nucleico aislada gque ceodifica un anticuerpo de la
presente invencidén, en donde la secuencia de nucleoctidos
comprende cualquiera de SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23 o 24.

La presente invencién incluye una molécula de
acidc nucleico aislada gque codifica un anticuerpo de la
presente invencién que la secuencia de amincacidos de SEQ
i NO: 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19.

La presente invencién incluye una molécula de
&cido nucleico aislada que comprende una secuencia de
&cidos nucleicos gue codifica una secuencia de aminoacidos
de regidn variable de cadena pesada (VH) resumida en
cualquiera de SEQ ID NO: 10, 11, 17, 18 o 19 o codificada
por la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 25, 26 ©
27 y/o una secuencia de aminodcidos de regidn variable de
cadena ligera (VL) resumida en cualquiera de SEQ ID NO: 7,
8, 9, 12, 13, 14, 15 o 16 o codificada por la secuencia de
adcidos nucleiceos de SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23 o 24.

La presente invencidén incluye una composicidn que
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comprende los anticuerpos de acuerdo con la invencidn
reivindicada en comnbinacién con un portador, diluyente,
excipiente aceptable fisiolégicamente o estabilizador.

La presente invencidén incluye un método para la
produccién de anticuerpos de la invencidén reivindicada, que
comprende cultivar la célula de la presente invencidn bajo
condiciones apropiladas para la produccidn del anticuerpc y
aislamiento del anticuerpo.

Otro aspecto de la presente invencidn es €l uso
de anticuerpos antagonistas anti-O0X40 en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

La presente invencidén incluye un método para la
prevencidén de una alteracidén al inhibir la produccidn de
anticuerpo IgE en un paciente, que comprende administrar al
pacienteuna cantidad efectiva de un anticuerpo de acuerdo

con la presente invencidén. La alteracidn incluye, pero no

estd limitada a asma (tal como asma alérgica), rinitis
alérgica, dermatitis atépica, rechazo de trasplante vy
aterosclerosis.

La presente invencidén incluye un método para
inhibir la produccidén de anticuerpo de IgE en un paciente,
gque comprende administrar al paciente un anticuerpo anti-
0X40 antagonista de acuerdo con la invencién reivindicada.
La inhibicién de produccién de anticuerpo IgE puede impedir
asma bronquial, rinitis alérgica, dermatitis alérgica,
anafilaxis, urticaria y dermatitis atépica.

La presente invencidén incluye un método para el
tratamiento de una alteracidn moderada por O0X-40 en un

paciente, que comprende administrar al paciente una
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cantidad efectiva de un anticuerpo o fragmento de enlace de
antigeno de 1la invencidén reivindicada, en donde el
anticuerpo o fragmento de enlace de antigeno del mismo
blogquea el enlace de O0X40L a OX40 y/o inhibe una o mas
funciones asociadas con el enlace de OX40L a 0X40.

La presente invencidn incluye un método para el
tratamiento de un sujeto que sufre de sintomas asmaticos,
gque comprende administrar al sujeto, por ejemplo un sujeto
en necesidad del mismo, una cantidad de un anticuerpc de
acuerdo con la invencidn reivindicada, efectiva para

reducir los sintomas asmaticos.

El anticuerpo de la presente invencién puede ser’

administrado mediante una o mas de las rutas en las que se
incluyen ruta intravenosa, intraperitoneal, inhalacidn,
intramuscular, subcutdnea y oral. La presente invencidn
incluye un dispositiveo de inhalacién gque administra a un
paciente wuna cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo de acuerdo con la invencidn reivindicada.

La presente invencidédn incluye un métede para
reducir la severidad de asma en un mamifero, que comprende
administrar al mamifero wuna cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo anti-0X40 que tiene por lo mencs
una de las siguilentes caracteristicas: la habilidad para
enlazarse a 0X40 humano con una Kp de entre aproximadamente
1 x 10 a aproximadamente 1 x 10" M; la habilidad para
inhibir una o wmas funciones asociadas con el enlace del
receptor de O0X40 e inhibir el enlace de OX40L a dicho
receptor.

En ciertas modalidades, el anticuerpo se enlaza a

N



10

20

21

0X40 humano con una ccnstante de disociacidén de entre

aproximadamente 1 x 10'* M a aproximadamente 1 x 10 "

M, 1
x 10" M a aproximadamente 1 x 10°*° M, 1 x 10 a
aproximadamente 1 x 107 M, 1 x 10° M a aproximadamente 1 x
10°® M, 1 x 10°® M a aproximadamente 1 x 10~ M.

La presente invencidn incluye un método para
reducir la severidad de asma en un mamifero, que comprende
administrar al mamifero wuna cantidad efectiva de un
anticuerpo, en donde el anticuerpo comprende por 1lo menos
una de las siguientes propiedades: (a) se enlaza a 0X40
humano conn una K, de entre aproximadamente 1 x 10 M a
aproximadamente 1 x 1078 M} (b) inhibe una o m&s funciones
asocliadas con el enlace de 0X40 y (c) inhibe el enlace de
0OX40L a 0X40.

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden
también ser Gtiles para el tratamiento de, perc no
limitados a, alergia, asma, dermatitis atdpica, esclerosis
maltiple, artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de
intestinco inflamatorio, enfermedad de 1injerto contra

huésped, encefalomielitis autoinmune experimental (EAE),

neuropatias autoinmunes (tales como de Guillain-Barré),
ureitis autoinmune, anemia hemolitica autoinmune,
trombocitopenia autoinmune, miastenia gravis, artritis

colageno-inducida, colitis (tal como colitis ulcerativa),
reacciones de hipersensibilidad al contacto, diabetes,
enfermedad de Crchn y enfermedad de Grave.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden
también ser utiles para el tratamiento de sarcoidosis,

leishmaniasis experimental, anemia perniciosa, arteritis

Cng
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temporal, sindrome anti-fosfolipido, vasculitis (tales como
granulomatosis de Wegener) , enfermedad de Behcet,
dermatitis herpetiformis, pénfigo wvulgaris, vitiligo,
cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune, tiroiditis
de Hashimoto, ooforitis y orquitis autoinmunes, enfermedad
autoinmune de la glandula adrenal, lupus eritematoso
sistémico, escleroderma, dermatomiositis, polimisitis,
dermatomiocsitis, espondiloartropatias (tales como
espondilitis anquilosgante), sindrome de Reiter, sindrome de
Sjogren y otros.

La presente invencién incluye el wuso de un
anticuerpo de la presente invencién en la preparacién de un
medicamento.

La presente invencién inéluye el uso del
anticuerpo de la presente invencidén para el tratamiento de
una enfermedad o alteracidén relacionada con 0X40.

La presente invencién  incluye el usoc del
anticuerpc de la presente invencidén para detectar 0X40.

La presente invencidédn incluye un kit gque
comprende el anticuerpo. de la presente invencién en una
cantidad predeterminada en un recipiente y una solucidn
reguladora del pH en un recipiente separado.

La presente invencidédn incluye un kit que
comprende la composicidén de la presente invencidn en una
cantidad predeterminada en un recipiente y una solucidn
reguladora del pH en un recipiente separado.

La presente invencién incluye un dispositivo
médico que comprende el anticuerpo de la presente

invencidn.
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La presente invencidén incluye un dispositivo
médico gque comprende la composicién de la presente
invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A ilustra la secuencia de acidoes

nucleicos para el c¢ADN de OX40 humanco (Namero de Acceso
NM_004295) .

La Figura 1B ilustra la secuencia de aminoacidos
para la proteina 0X40 humana (NGmero de Acceso NM 003318} .

La Figura 2 ilustra el efecto inhibidor del mAb

anti-0X40 de ratdén B66 sobre la produccidén de IL-2 (2A) e
IL-13 (2B) mediante células T D4+ humanas naturales
activadas in vitro.

La

anti-0X40 de

CD4+ humanas

Figura 3 ilustra el efecto inhibidor de mab
ratdé4n B66 sobre la proliferacién de células T

naturales activadas in vitro.

La Figura 4 ilustra el efecto apoptdtico de maAb
anti-0X40 quiméricos Al0 y B66 sobre células Th2 humanas
cebadas in vitro.

La Figura 5 ilustra el efectc inhibidor de mAb
anti-0OX40 quiméricos Al0 y B66 sobre la proliferacidn de
células Th2 humanas cebadas in vitro. Los Cuadros Abiertos
representan CD4 naturales; el Triangulo Abierto represente
CD4+ natural con células L de control; los Triangulos
Sélidosvrepresentan B66 con CD4+ natural y células L 0X40L;
los Cuadros S6lidos representan 204 (IC) con CD4+ natural vy
células L OX40L y los Circulos Sélidos representan Al0 con

CD4+ natural y células L 0OX40L.
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La Figura 6 ilustra el efecto inhibidor de mAb
anti-0X40 cquiméricos Al0 y B66 sobre la produccidn de IL2
(6A) e IL-13 (6B) mediante células Th2 humanas cebadas in
vitro. Los Cuadros Abiertos representan CD4 natural; 1los
Tridngulos Abiertos representan CD4+ naturales con células
L de control; los Tri&ngulcos Soélidos representan B66 con
CD4+ natural vy células I 0X40L; 1los Cuadros Soélidos
representan 2C4 (IC) con CD4+ natural y c¢élulas L OX40L y
los Circulos Sélidos representan Al0 con CD4+ natural vy
células L OX40L.

Figura 7: Tabla que muestra la comparacidén del
efecto inhibidor del mAb anti-0X40 qguimérico B66 y el mAb
anti-0X40 comercial L106 sobre la produccidn de IL-2 e IL-
13 mediante c¢élulas T CD4+ humanas naturales.activadas in
vitro.

Figura 8: Tabla que muestra el efecto inhibidof
mAb anti-0X40 humanizado, quimérico y de ratdn Al0 sobre la
proliferacidén de células T CD4+ humanas naturales activadas
in vitro, también como su produccidn de IL-2, IL-5 e IL-13.

Figura 9: Tabla gque muestra el efecto inhibidor
mAb anti-0X40 humanizado, guimérico y de ratdn Al0 sobre la
proliferacidén de cé&lulas Thl humanas cebadas in vitro,
tampbién como su produccidédn de IL-2, IL-5 e IL-13.

Figura 10: Tabla que muestra el efecto inhibidor
mAb anti-0X40 humanizado, quimérico y de ratdédn Al0 sobre la
proliferacién de células Th2 humanas cebadas in vitro,
también como su produccidn de IL-2, IL-5 e TIL-13.

Figura 11: Tabla gque muestra el efecto inhibidor

mAb anti-0X40 humanizado, quimérico y de ratdn Al0 scbre la
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proliferacién de células Th2 humanas cebadas in vitro,
también como su produccidén de IL-2, IL-5 e IL-13 utilizando
células denditricas mieloides activadas por TSLP
alogénicas.

La Figura 12A ilustra la secuencia de aminoacidos
de cadena ligera variable para anticuerpos murinos AlQ0 ¥y
B66, en comparacidén con la plantilla humana IGKV4-1/1GKJ1l y
la secuencia humanizada resultante de Al0(TH)hu336F. Los
nimeros en subindices indican posiciones de amincacidos de
acuerdo con Kabat.

La Figura 12B jlustra la secuencia de aminoacidos
de cadena pesada variable para el anticuerpo murino Al0 en
comparacién con la plantilla humana IGHV1-46/IGHJ4 y la
secuencia humanizada resultante de Al0(TH)hu336F. Los
ndmeros en subindices indican posiciones de amincdcidos de
acuerdo con Kabat.

La Figura 13 ilustra 1la actividad de enlace
superior del clon humanizado Al0(TH)hu336F (M) en
comparacidén con el anticuerpo murino padre AlO(e)} vy su
forma quimérica (A).

La Figura 14 ilustra las secuencias de 4acidos
nucleicos de las regiones variables murinas y humanizadas
de anti-0X40: A) 252-Al10 variable kappa de cadena ligera;
B) 252-B66 variable kappa de cadena ligera; C) AlO({SN)
variable de cadena ligera humanizada, anticuerpo entero B y
E; D) Al0(S8H) variable de cadena ligera humanizada;
anticuerpo entero A y D; E) Al0(TH)hu336 variable de cadena
ligera humanizada; anticuerpc entero C y F; F) 252-Al10

variable de cadena pesada; G) Al0(TH)hu336 variable de
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cadena pesada, anticuerpos enteros D-F; H) Al0 L70 variable
de cadena pesada, anticuerpo entero A-C.

La Figura 15 muestra gue el c¢len humanizado
Al10(TH) hu336F (EM), murino AlQ(e) y su forma quimérica (A)
compiten igualmente bien por 0X40.

Las Figuras 16A, B y 17A, B ilustran secuencias
de estructura de consensco humanas aceptadas ejemplares para
uso en algunas practicas de la presente invencidn con
identificadores de secuencia.como sigue:

CDR de Kabat menos estructura de consenso del
subgrupc I de VH humano esﬁructuras de consensco de cadena
pesada variable (VH) (FIG. 16A,B) (SEQ ID NO:30; reéiones
hipervariables extendidés menos de estructura de consenso
de subgrupo I de VH humana (SEQ ID NC:31-33); CDR de Kabat
menos estructura de consenso de subgrupo II de VH humano
(SEQ ID NO:34); regiones hipervariables extendidas menos de
estructura de consenso de subgrupo II de VH humanas (SEQ ID
NO:35-37); CDR de Kabat mencs estructura de consenso de
subgrupo III de VH humano extendida menos estructura de
consenso de subgrupo II de VH humano (SEQ ID NO:38);
regiones hipervariables extendidas menos estructura dé
consenso de subgrupo III de VH humanas (SEQ ID NO:39-41);
CDR de Kabat menos estructura de aceptor de VH humana (SEQ
ID NO:42); regiones  hipervariables extendidas  menos
estructura aceptora de VH humana (SEQ ID NO:43-44); CDR de
Kabat menos estructura de aceptor 2 de VH humana (SEQ ID
NC:45); regiones hipervariables extendidas menos estructura
de aceptor 2 de VH humana (SEQ ID NO:46-48); estructuras de

consensc ligera variable (VL) (FIGURAS 17A,B); estructura
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de consenso de subgrupoc I kappa VL humana (SEQ ID NO:49);
estructura de consenso de subgrupo II kappa VL humano (SEQ
ID NO:50); estructura de consenso de subgrupo III kappa VL
humano (SEQ ID NO:51); estructura de consenso de subgrupo
IV kappa VL humano (SEQ ID NO:52}.

La Figura 18 ilustra secuencias de regidn de
estructura de cadenas ligeras y pesadas de huMAb4D5-8. Los
ntmeros en superindices/negritas indican posiciones de
aminodcidos de acuerdo con Kabat.

La Figura 19 1ilustra secuencias de regién de
estructura modificada/variable de cadenas ligeras y pesadas
de huMAb4DS5-8. Los nUmeros en superindices/negritas indican

las posiciones de aminoacidos de acuerdoc con Kabat.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencidn nec estid 1limitada a 1la
metodologia, protocolos, lineas celulares, vectores o
reactivos particulares descritos en la presente debido a
que pueden variar. Ademds, la terminclogia utilizada en la
presente es por el propdésitc de describir‘ modalidades
particulares solamente y no pretende limitar el alcance de
la presente invencidén. Como se usan en la presente y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“uno” y “el” incluyen referencias plurales, a no ser que el
contexto 1lo determine claramente de otra manera, Ppor
ejemplo, la referencia a “una célula huésped” incluye una
pluralidad de tales células huésped. A no ser que se
definan de otra manera, todos los términos técnicos vy

clientificos y cualesquier siglas utilizados en la presente
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tienen los mismos significados como se entienden com@nmente
pcr agquel de habilidad en el arte en el campo de la
invencidn. Aungue cualesquier métodos y materiales
similares o© equivalentes a aquéllos descritos en la
presente pueden ser usados en la practica de la presente
invencidén, se describen en la presente los métodos,
dispositivos y materiales ejemplares.

Todas las patentes y publicaciones mencionadas en
la presente son mencionadas por referencia a 1la extenéién
permitida por la ley por el propdsito de describir vy
reqular las proteinas, enzims, vectores, células huésped y
metodologias reportadas en la presente que podrian ser
usados con la presente invencidén. Sin embarge, nada en la
presente se interpretarada como admisidén de que la invencidn
no tiene derecho a anticiparse a tal revelacidn en virtud

de invenciones previas.

DEF'INICIONES

Los términos utilizados en toda esta solicitud
seran interpretados con el significado ordinario y
representativo para aquéllos de habilidad ordinaria en el
arte. 8in embargo, la solicitante desea que se les dé a los
siguientes términos 1la definicidn particular como se
describe posteriormente en la presente.

La frase “éustancialmente idéntico” con respecto
a una secuencia de polipéptidos de cadena de anticuerpo
puede ser interpretada como una cadena de anticuerpos que
exhibe por lo menos 70% u 80% o 90% o 95% de identidad de

secuencia con la secuencia de polipéptidos de referencia.
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El términc con respecto a una secuencia de Aacidos nucleicos
puede ser interpretado como una secuencia de nucledtidos
que exhiben por lo menos aproximadamente 85% o 90% o 95% o
97% de identidad de secuencia con la secuencia de acidos
nucleicoé de referencia.

El término “identidad” u  “homologia” seran
interpretados para dar a entender el porcentaje de residuos
de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos
con el residuo de una secuencia coxrrespondiente con la cual
es comparada, después de alinear las secuencias e
introducir espacios, si es necesarioc, para obtener el por
ciento de identidad méximo para toda la secuencia y no
considerandc cualesquier sustituciones conservadoras <como
parte de la identidad de secuencia. Ni extensidnes N- o C-
similares, ni inserciones seran interpretadas para reducir
la identidad u homologia. Métodos y programas de
computadora para la alineacién son bien conocidos en el
arte. La identidad de secuencia puede ser medida utilizando
elementos de programacidén y andlisis de secuencias.

El término “anticuerpo” es usado en el sentido
mas amplio, en los gque se. incluyen moléculag de
inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglcbulina, esto es, moléculas que
contienen un sitico de enlace de antigeno gque se enlaza
inmuncespecificamente a un antigeno y cubre especificamente
anticuerpos monoclonales (en los gue se incluyen
anticuerpos monoclonales de plena longitud) anticuerpos
peliclonales y anticuerpos multiespecificos (por ejemplo

anticuerpos bisespecificos). Los anticuerpos (Abs) e
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inmunoglobulinas (Igs) son glicoproteinas que tienen las
mismas caracteristicas estructurales. Mientras que los
anticuerpos exhiben especificidad de enlace a un objetivo
especifico, las inmunoglobulinas incluyen ambos anticuerpos
y otras moléculas semejantes a anticuerpos que carecen de
especificidad de objetivo. Los anticuerpos naturales e
inmunoglobulinas son usualmente glicoproteinas
heterotetraméricas de aproximadamente 150,000 daltons, dJue
consisten de dos cadenas ligeras idénticas (L) 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 (Vy) vy un dominio constante en su
otro extremo. Ademds, el término “anticuerpo” (ab) o
“anticuerpc monoclonal” (mAb) se propone incluir tanto
moléculas intactas, también come fragmentcos de anticuerpo

{tales como, por ejemplb, Fab y F(ab'):) gque son aptos de

enlazarse especificamente a una proteina. Los fragmentos

Fab y Fl(ab’), carecen del fragmento de Fc de anticuerpo
intacto, se despejan mas rapidamente de la circulacidén del
animal o planta y pueden tener menos enlace de tejido no
especifico que un anticuerpo intacto (Wahl, et al., J Nucl
Med 24:3161{1983)).

Como se usa en la presente, “anticuerpo anti-
0X40" significa un anticuerpo que se enlaza a 0X40 humano
de tal manera para inhibir o reducir sustancialmente el
enlace de tal 0X40 a su ligando, ligando de 0X40.

Como se wusa en la presente, el término

*alteracidn moderada por 0X40” incluye condiciones
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asociadas con alergia, asma y enfermedades asociadas con

autoinmunidad e inflamacidn, que incluyen esclerosis
maltiple, artritis reumatcide, enfermedad de intestino
inflamatorio, enfermedad de injerto contra huésped,
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) ,
leishmaniasis experimental, artritis colageno-inducida,
colitis (tal como colitis wulcerativa), reacciones de

hipersensibilidad al contacto, diabetes, enfermedad de

Crohn y enfermedad de Grave. Otras condiciones tales como

sarcoidosis, enfermedades oculares autoinmunes, uveitis
autoinmune, dermatitis atdépica, miastenia grave,
neuropatias autoinmunes (tal comc Guillain-Barré), ureitis
autoinmune, anemia hemolitica autoinmune, anemia

perniciosa, trombocitopenia autoinmune, arteritis temporal,

sindrome anti-fesfolipido, vasculitis {tal como
granulomatosis de Wegener), enfermedad de Behcet, soriasis,
dermatitis herpetiforme, pénfigo vulgaris, vitiligio,
cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune, tiroiditis
de Hashimoto, oforitis autoinmune y orquitis, enfermedad
autoinmune de la glé&ndula adrenal, lupus eritematoso
sistémico, esclerocderma, dermatomiocsitis, polimisitis,
dermatomiositis, espondiloartropatias (tal como
espondilitis anquilosante), Sindrome de Reiter y Sindrome
de Sjogren son también abarcados bajo el alcance de este
término,

El término “variable” en el contexto de dominio
variable de anticuerpo, se refiere al hecho de que ciertas
porciones de los dominiog variables difieren extensamente

en secuencia entre anticuerpos y son usadas en el enlace y

-
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especificidad de cada anticuerpo particular por su cbjetivo
particular. Sin embargo, la variabilidad no esta
distribuida igualmente a través de los dominios variables
de anticuerpos. Estd concentrada en tres segmentos llamados
regiones que determinan la complementareidad (CDR)} también
conocidas come regiones hipervariables tanto en 1los
dominios variables de cadena pesada y cadena ligera. Las
porciones mds altamente conservadas de dominios variables
son llamadas 1la estructura (FR). Como es conocido en el
arte, la posicidn/frontera de aminoacidos que delinea una
regidn hipervariable de un anticuerpo puede variar,
dependiendo del contexto y las varias dimensiones conocidas
en el arte. Algunas posiciones dentro de un dominio
variable pueden ser observadas como posiciones
hipervariables hibridas en gque se puede considerar dgue
estas posiciones estan dentro de una rggién hipervariable
bajo un conjunto de criterios en tanto que se considera que
estan fuera de una regidén hipervariable bajo un conjunto de
criterios diferentes. Una o mas de estas posiciones pueden
también ser encontradas en regiones hipervariables
extendidas. La invencidén proporciona anticuerpos due
comprenden modificaciones en estas posiciones
hipervariables hibridas. Los dominios variables de cadenas
pesadas y ligeras mnaturales cada wuna comprenden cuatro
regiones de FR, que adoptan extensamente una configuracidn
de hoja B, unidas mediante tres CDR, que forman bucles que
unen y en algunos casos forman parte de la estructura de
hoja . Las CDR en cada cadendvson mantenidas conjuntamente

en proximidad estrecha con las regiones de FR y con las CDR

N

\
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de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de
enlace objetive de anticuerpo (véase Kabat, et al.
Sequences of Proteins of Immunological Interest, National
Institute of Health, Bethesda, Md. (1987)). Como se usa en
la presente, la numeracidn de los residuos de amino&cidos
de inmunoglobulina se hace de acuerdo con el sistema de
numeracidén de residuos de aminoacidos de inmuncglobulina de
Kabat, et al., a no ser que se indigque de otra manera.

El término “fragmento de anticuerpo” se refiere a
una porcién de un anticuerpo de plena longitud, en general
la regidén de enlace objetivo o regidn variable. Ejemploé de
fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentcs Fab, Fab’,
F(ab'),, Fv. La frase “fragmento de enlace de antigenc” de
un anticuerpo es un compuesto que tiene actividad biocldégica
cualitativa en comin con un anticuerpo de plena longitud.
Por ejemplo, un fragmento de enlace de antigeno de un
anticuerpc anti-0X40 es uno que se puede enlazar a un
receptor de O0X40 de tal manera para impedir o reducir
sustancialmente la habilidad de tal molécula de tener la
hakbilidad de enlazarse al ligando de 0X40. Como se usa. e€n
la presente, “fragmento funcional” con respecto a
anticuerpos, se refiere a fragmentos de Fv, F(ab}) vy
F(ab’'),. Un fragmento de Fv es el fragmento de anticuerpo
minimo gque contiene un sitio de reconocimiento y enlace
objetivo completo. Esta regidén consiste de un dimeroc de un
dominic variable de cadena pesada y ligera en una fuerte
asociaciédn no covalente (dimero Vy-Vg). Es en esta
configuracién que las tres CDR de cada dominio variable

interactllan para definir un sitic de enlace objetivo sobre
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la superficie del dimero de Vy-Vy,. Colectivamente, las seis
CDR confieren especificidad de enlace de antigeno al
anticuerpe. Sin embargo, atn un solo dominio variablg (o la
mitad de un Fv que comprende solamente 3 CDR especificas
por un objetivo) tiene la habilidad de reconocer Yy
enlazarse al objetivo, aungque a una afinidad més baja que
todo el sitio de enlace. Fragmentos de anticuerpo “Fv de
una sola cadena” o “sFv” comprenden los dominios de Vy y Vi
de una anticuerpo, en donde estos dominios estdn presentes
en una sola cadena de ©polipéptido. En general, el
polipéptido de Fv comprende ademas un enlazador de
polipéptido entre los dominios de Vy y Vi, que permite gue el
sFv forme la estructura deseada para el enlace objetivo.

El fragmento de Fab contiene el dominio constante
de la cadena ligera y el primer dominio constante (CHl) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los
fragmentos Fab por la adicidén de unos pocos residuos en el
término carboxilo del dominio de CH1 de cadena pesada que
incluyen una o mas cisteinas de la regién de engozne de
anticuerpos. Los fragmentos de F{ab’) son producidos
mediante escisidn del enlace de disulfuro en las cisteinas
de engozne del producto de digestidén de pepsina de F{ab’):
acoplamientos guimicos adicionales de @ fragmentos de
anticuerpo son conocidos paré aquéllos de Thabilidad
ordinaria en el arte.

El término “ahticuerpo monoclonal” como se usa en
la presente, se refiere a un anticuerpoc obtenido de una
poblacidén de anticuerpos sustancialmente homogéneos, esto

es, los anticuerpos individuales gque comprenden la
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poblacidén son idénticos excepto por posibles mutaciones que

se presentan de manera estable en la naturaleza gque pueden

estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos

monoclonales son altamente especificos, siendo dirigidos
contra un solo sitio objetivo. Ademas, en contraste con las
preparaciones de anticuerpc (policleonales) convencionales
que incluyen cominmente diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
moncclonal estd dirigideo contra un solo determinante sobre
el objetivo. Ademds de su especificidad, los anticuerpos
monoclonales son ventajosos en que pueden ser sintetizados
a partir del cultivo de hibridoma, sin contaminar por otras
inmunoglobulinas. E1 modificador ™monoclonal” indica el
cardcter del anticuerpo por ser obtenido de una poblacidn
sustancialmente homogénea de anticuerpos v no se
interpretard que requiere la produccién del anticuerpo
mediante algin método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales para uso con la presente invencidn
pueden ser aislados a partir de bibliotecas de fago
utilizando las técnicas Dbien conocidas. Los anticuerpos
moncclonales padres a ser usados de acuerdo con la presente
invencién pueden ser elaborados mediante el método de
hibridoma descrito por primera vez por Kchler, et al.,
Nature 256:495 (1975) o pueden ser elaborados mediante
métodos recombinantes.

El término anticuerpo “quimérico” como se usa en
la presente se refiere a un anticuerpo que tiene secuencias
variables derivadas de inmunoglobulinas no humanas, tal

como un anticuerpo de rata o ratdn y regiones constantes de
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inmunoglobulina  humana, escogidas comunmente de una
plantilla de inmunoglobulina humana .

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no
humancs (por ejemplo, murino) son inmunoglobulinas
quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las
mismas (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’'), u otras
secuencias de enlace objetive de anticuerpos) gque contienen
secuencias minimas derivadas de inmunoglcobulina no humana.
En general, el anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de por lo menos uno y comunmente dos
dominios wvariables, en 1los cuales todas © sustancialmente
todas las regicnes de CDR corresponden a aquéllas de una
inmunoglobulina no humana y todas © sustancialmente todas
las regiones de FR son aquéllas de una secuencia de
consenso de inmunoglcbulina humana. El anticuerpo
humanizado puede también comprender por 1o menos una
porcién de una regién constante de inmuncglobulina (Fc),
cominmente aquélla de una plantilla de inmunoglobulina
humana escogida.

Como se usa en la presente, “anticuerpos humanos”
incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos
de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos
aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de
animales transgénicos para una ©O mas inmunoglobuiinas
humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas, como
se describe infra por ejemplo en la Patente Estadounidense
5,939,598 por Kucherlapati, et al.

Los términos “célula”, “linea celular” y “cultivo

celular” incluyen progenie. También se comprendera que

¢
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todas las progenies pueden nc ser precisamente idénticas en
contenidc de ADN, debido a mutaciones deliberadas o
inadvertidas. La progenie variante gque tiene la misma
funcidn o propiedad bioldgica, tal como es seleccionada en
la célula transfomada originalmente estdn incluidas. Las
“células huésped” usadas en la presente invencidn son en
general huéspedes procariénticos o eucaridnticos.

“Transformacidén” de un organismo celular con ADN
significa introducir ADN a un organismo de tal manera que
el ADN es replicable, vya sea como un elementoc exXtra
cromosomal o} mediante integracidn cromosomal.
“Transfeccidén” de un organismo celular con ADN se refiere a
la absorcidén de ADN, por ejemplo, un vector de expresidn,
por la cé&lula u organismo yva sea dgue las secuencias de
codificacién sean en efecto expresadas o no. Los términos
“célula huésped transfectada” y “transformada” se refieren
a una célula en la cual se introdujo ADN. La célula es
dencminada “célula huésped” Y puede ser va sea
procariéntica o© eucaridéntica. Las células procaridnticas
tipicas incluyen varias cepas de E.coli. Las células
huésped eucaridnticas tipicas son mamiferas, tales ;como
células de ovario de hamster chino o células de origen
humano. La secuencia de ADN introducida puede ser de la
misma especie como la célula huésped o de una especie
diferente de la célula huésped o puede ser una secuencia de
ADN hibrida, que contiene algo de ADN extrafio y algo de ADN
hombélogo.

El término “vector” significa un constructo de

ADN gue contiene una secuencia de ADN que es enlazada
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operativamente a una secuencia de control apropiada apta de
efectuar la expresidén del ADN en un huésped apropiado.
Tales secuencias de control incluyen un promotor para
efectuar la transcripcidn, una secuencia de operador
opclonal para controlar tal transcripcidén, una secuéncia
que codifica sitios de enlace de ribosoma de mARN
aprcopiadeos y secuencias que controlan la terminacién de
transcripcibn vy traduccidén. El1 vector pdede ser un
plasmido, una particula de fago o simplemente un inserto
gendmico potencial. Una vez transformado a un huéspea
apropiado, el vector se puede replicar y funcionar
independientemente del genoma huésped o© puede en algunas
instancias integrarse al genoma mismo. En la presente
especificacidén, “plasmido” vy “vector” son algunas veces
usados intercambiablemente, ya que el plasmido es la forma
mag usada cominmente de vector. Sin embargo, la invencidn
pretende incluir tales otras formas de vector que sirven
para funciones equivalentes y que son o se hardn conocidos
en el arte.

*Mamifero” por propésitos de tratamiento se
refiere a cualquier animal clasificado como mamiferq; en
los que se incluyen humanos, animales domésticos y de
granja, primates no humanos y animales de zoolééico,
deportivos o© de mascota, tales como perros, caballos,
gatos, vacas, etc.

La palabra *“marcador” cuando se usa en la
presente se refiere a un compuesto o composicidn detectable
que puede ser conjugado directa o 1indirectamente a una

molécula o proteina, por ejemplo un anticuerpo. El1 marcador
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puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores
de radicisdtopos o marcadores fluorescentes) o en el caso
de un marcador enzimdtico, pueden éatalizar la alteracién
quimica de un compuesto o composicién sustrato gque es
detectable.

Como se wusa en la presente, “fase sdlida”

significa una matriz no acucsa a la cual el anticuerpc de

la presente invencidén se puede adherir. Ejemplos de fases
s6lidas abarcadas en la presente incluyen aquéllas formadas

parcial o completamente de vidrio (por ejemplo, vidrio de

poro controlado), peolisacarido (por ejemple, agarosa),
poliacrilamidas, poliestireno, alcohol polivinilico vy
siliconas. En ciertas modalidades, dependiendo del

contexto, la fase sblida puede comprender la cavidad de una

placa de andlisis; en otras es una columna de purificacidn

{por ejemplo, una columna de cromatografia de afinidad).

INMUNOGENO

Dos formas del receptor de 0X4C fueron usadas
como inmundgeno para generar anticuerpos anti-0X40 de lé
presente invencién: (1) uno fﬁe la forma soluble del
receptér 0X40 humano expresado como proteina de fusidn que
comprende un Fcyl humano y el dominio  extracelular
codificado por residuos de nucledtidos 105 a 627 y (2) el
segundo fue un inmundégenoc a base de célula gue comprende el
0X40 de plena longitud expresado sobre la superficie de
células L de fibroblasto de ratdn transfectadas
establemente. Receptor de OX40 soluble o fragmentos del

mismo pueden ser usados como inmundgenos para generar los
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anticuerpos de la invencién. Los anticuerpos antagonistas
resultantes son dirigidos contra 0X40 y aptos de impédir
gue OX40L interactle con 0X40, neutralizando mediante esto
la actividad del receptor. Preferiblemente, el inmunégeno
es un polipéptido y  puede ser una molécula de
transmembrana. El inmundégeno puede ser producido
recombinantemente o} elaborado utilizando métodos
sintéticos. El1 inmunégeno puede también ser aislado de una
fuente natural.

El inmundégeno  puede comprender el dominio
extracelular de 0X40. Alternativamente, células que
expresan una proteina de transmembrana que comprende el
dominio extracelular pueden ser usadas como el inmundgeno.
Tales c¢élulas pueden ser derivadas de una fuente natural
(por ejemplo, lineas de células T) o pueden ser células que
han sido transformadas mediante técnicas recombinantes para
expresar el receptor scobre su superficie. Otros inmundgenos
y formas de los mismos uUtiles para generar anticuérpos
seran evidentes para aquéllos experimentades en el arte. La
inmunizacién de un animal huésped, tal como un roedor, con
un inmundgeno de célula entera es bien conocida en el arte.

Alternativamente, un gen o un cADN que codifica
0X40 puede ser clonado a un pléasmido u otro vector de
expresién y expresado en cualguiera de una diversidad de
sistemas de expresidén de acuerdc con métodos bien conocidos
para aquéllos experimentados en el arte. Métodos de
clonacidén y expresidédn de 0X40 y la secuencia de acidos
nucleicos para OX40 son bien conocidos (véase, por ejemplo,

Patente Estadounidense 5,821,332 y 5,759,546). Debido a la
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degeneracidén del cdédigo genético, se pueden producir una
multitud de secuencias de nucledtidos que codifican
polipéptidos de OX40. Se puede hacer variar la secuencia de
nucledtidos al seieccionar combinaciones en base a posibles
elecciones de codén. Estas combinaciones se hacen de
acuerdo con el c¢édigo genético de triplete estandar tal
como es aplicade a la secuencia de nucledtidos que codifica
el polipéptido 0X40 que se presenta de manera estable en la
naturaleza y todas de tales variaciones seran consideradas.
Cualguiera de estos polipéptidos pueden ser usados en la
inmunizacién de un animal para generar anticuerpos gque se
enlazan a 0X40.

El polipéptide de 0X40 inmundbgeno puede ser
expresado, cﬁando es benéfico, comc una proteina de fusidn
que tiene el polipéptido de 0X40 fusionado a otro
polipéptide, tal como una regidén de Fc¢ de inmunoglobulinas.
El polipéptide fusionado ayuda frecuentemente en la
presentacidén de proteina, por ejemplo, al permitir que la
proteina de fusidén sea aislada y purificada mediante
cromatografia de afinidad. Proteinas de fusidn pueden ser
producidas al cultivar una célula recombinante transformada
con una secuencia de A&cidos nucleicos de fusidn que
codifica una proteina gque incluye el segmentc de fﬁsién
anexado ya sea al extremo carboxilo y/o amino terminal de
la proteina. Segmentos de fusidn pueden incluir pero no
estan limitados a, vregiones de Fc de inmunoglobu}ina,
glutationa-S-transferasa, @-galactosidasa, ‘un segmento de
poli-histidina apto de enlazarse a un ion de metal

divalente y proteina de enlace de maltosa.
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En la presente invencidn, 0X40 recombinante fue
usado para inmunizar ratones para generar los anticuerpos
antagonistas. 0X40 recombinante esta disponible

comercialmente de una diversidad de fuentes (véase, por

ejemplo R&D Systems, Minneapoils, M.N.,PeproTech, Inc., NJ, .

and Sanofi Bio-Industries, Inc., Tervose, PA.) Polipéptidos
ejemplares comprenden todas o una porcidén de SEQ ID NO:1 y

variantes de las mismas.

GENERACION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden
ser generados medlante cualquier método apropiado conocido
en el arte. Los anticuerpos de la presente invencidn pueden
comprender anticuerpos policlonales. Métodos para 1la
preparacidén de anticuerpos policlonales son conocidos para
aguél de habilidad en el arte (Harlow, et al., Antibedies:
a Laboratory Manual, Cold spring Harbor Laboratory Press,
2nd ed. (1988), que es incorporada a la presente por
referencia en su totalidad. |

Por ejemplo, un inmundgeno como se describe
anteriormente puede ser administrado a varios animales
huésped, en los que se incluyen pero nc limitados a,
conejos, ratones, ratas, etc., para inducir la produccidn
de suero que contiene anticuerpos policlonales especificos
para el antigeno. La administracién del inmundégeno puede
abarcar una o mas inyecciones de una agente inmunizante y
g1 se desea wun adyuvante. Varios adyuvantes pueden ser
usados para incrementar la respuestas inmunoldgica,

dependiendo de la especie huésped e incluyen pero no estan
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limitados a, medio de Freund (completo e incompleto) sales
;
minerales tales como hidrdxido de aluminio, sustanéias
activas superficiales tales como lisolecitina, poli#les
plurénicos, peolianiones, pébtidos, emulsiones de aceite,
hemocianinas de lata de bucayado, dinitrofenol y adyuvaﬁtes
humanos  potencialmente Gtiles tales como  BCG(Bacilo
Calmette-Guerin) Y Corynebacterium parvum. Ejemplos
adicionales de adyuvantes que pueden ser empleados incluyen
el adyuvante MPL-TDM (monofosforil lipido A,
dicorinomicolatec de trialosa sintética). Los protocolos de
inmunizacién son bien conocides en el arte y pueden ser

efectuados mediante cualquier método gque produzca una

respuesta inmune en el animal huésped escogido. Adyuvantes

|
son también bien conocidos en el arte.

ComGnmente, el inmundgeno (con o sin adyuvante)
es inyectado al animal mediante miltiples inyecc%ones
subcutaneas o intraperitoneales o© intramuscularmente ; por
medio IV. E1 inmunégeno puede incluir un polipéptido de
0X40, una proteina de fusidén o variantes de los ndémos.

Dependiendo de la naturaleza de los polipéptidos (esta es,
i
por ciento de hidrofobicidad, por ciento de hidrofilicidad,
estabilidad, carga neta, punto isoeléctrico, etc.), puede
ser (til conjugar el inmundgenc a una proteina que se . sabe
que es inmundgena en el mamifero gue es inmunizadof Tal
conjugacién incluye ya sea conjugacidén quimica mediante
derivacidn activa de grupos funcionales quimicos tan#o al
inmundgenc como la proteina inmunogénica a ser conjuéada,

de tal manera que se forma un enlace covalente o por medio

de metodologia basada en proteina de fusidén u otros métodos

W,
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conocidos por aquéllos de habilidad en el arte. Ejemplos de
tales ©proteinas inmundgenas incluyen pero no eétén
limitadas a hemocianina de lapa de bocallave, ovalbumina,
suero de albumina, tiroglobulina bovina, inhibidor de
tripsina de soya y péptidos auxiliares T promisgscuos. Varios
adyuvantes pueden ser usados para incrementar la respuesta
inmunoldgica como se describe anteriormente.

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden
comprender anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales son anticuerpos gque reconocen un solo sitio
antigénico. Su especificidad uniforme hace a los
anticuerpos monoclonales  mucho mas atiles que los
anticuerpos policlonales, que contienen usualmente
anticuerpos que reconocen una variedad de diferentes sitios
antigénicos. Los anticuerpos monoclonales pueden ser
preparados al utilizar la tecnologia de hibridoma, tal como
aquélla descrita por Kohler, et al., Nature 256:495(1975);
Patente Estadounidense 4,376,110; Harlow, et al.,

Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, 2nd ed. (1988) y Hammerling, et al.,
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier
(1981), métodos de AND recombinantes u otros métodos

conocidos para aquél de habilidad ordinaria en el arte.
Otros ejemplos de métodos que pueden ser empleados para
producir anticuerpos monoclonales incluyen pero no gstén
limitados a la técnica de hibridoma de célula B hﬁmana
(Kosbor, et al., Immunology Today 4:72 (1983); Cole, et
al., Proc Natl Acad Sci USA 80:2026 (1983)) vy 1la técniéa de

EBV-hibridoma ({(Cole, et al., Monoclonal Antibodies and
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Cancer Teraphy, p.p. 77-96, Alan R. Liss (1985)). Tales
anticuerpos pueden ser de cualguier clase de
inmunoglobulina en las que se incluyen IgG, IgM, IgE, IgA,
IgD y cualesquier subclases de las mismas. El hibridoma que
produce el mAb de esta invencidn puede ser cultivado in
vitro ©-in vivo.

En el mcdelc de hibridoma, un huésped tal como un
ratén, un ratédn humanizado, un ratdn con un sistema inmune
humano, hamster, conejo, camello o cualquier otro animal
huésped apropiado, es inmunizado para producir linfocitos
que producen o© son aptos de producir anticuerpos dque se
enlazaradn especificamente a la proteina usada para
inmunizacién. Alternativamente, los linfocitos pueden ser
inmunizados in vitro. Luego los linfocitos son fusionados

con células de mieloma utilizando un agente de fusidn

apropiado, tal como polietilenglicol, para formar una
célula de hibridoma {Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, Academic Press, p.p. 59-103
(1986)) .

En general, en la elaboracidén de hibridomas que
producen anticuerpos, se usan ya sea linfocitos de sangre
periférica (“PBL”) si se desean células de origen humano o
se usan células de vaso o células de nodo linfatico si se
desean fuentes mamiferas no humanas. Luego Jlos linfoéitos
son fusgionados «con una linea celular inmortalizada
utilizande wun agente de fusidn apropiada, tal como
polietilenglicol, para formar wuna c¢élula de hibridoma

{(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,

Academic Press, p.p. 59-103 (1986)). Lineas celulares
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inmortalizadas son usualmente células mamiferas
transformadas, particularmente células de mieloma de origen
de roedor, bovino o humano. Cominmente, se usa una linea
celular de mieloma de rata o zratdn. Las c¢élulas de
hibridoma pueden ser cultivadas en un medio de cultivo
apropiadc que contiene preferiblemente una © mas sustancias
gque 1inhiben el crecimiento o© supervivencia de las células

inmortalizadas sin fusionar. Por ejemplo, si las células

padre carecen de la enzima hipoxantina guanina
fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT}), el medio Adge
cultivo para los hibridomas incluira cominmente
hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio de HAT"},

sustancias que impiden el crecimiento de células HGPRT -
deficientes.

Las lineas celulares 1inmortalizadas preferidas
son aquéllas que se fusionan eficientemente, soportan la
produccién de alto nivel estable de anticuerpo por las
células que producen anticuerpos seleccionadas y son
sensibles a un medio tal comoc medio de HAT. Entre estas
lineas celulares de mieloma se encuentran lineas de mieloma
murina, tales como aquéllas derivadas de tumores de fatén
MOPC-21 y MPC-11 disponibles de Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, Calif. Solicitud de Patente
Estadounidense y SP2/0 o células X63-Ag8-653 disponiblés de
la American Type Culture Collection, Rockville, Md. USA.
Lineas celulares de heteromieloma de ratdén-humano y de
mieloma humano también han sido descritas para la

produccidén de anticuerpos monclonales humancs (Kozbor, J

Immunol 133:3001 (1984); Brodeur, et al., Monoclonal

g7
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Antibody Production Techniques and Applications, Marcel
Dekker, Inc. p.p. 51-63 (1987)). ©La 1linea celular de
mieloma de ratdédn NSO puede también ser usada (European
Collection of Cell Cultures, Salisbury, Wilshire, UK).

El medio de cultivo en el cual las células_ de
hibridoma son cultivadas es analizado en cuanto a la
produccidén de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
0X40. La especificidad de enlace de -anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma puede
ser deteminada medignte inmunoprecipitacién o mediante un
anadlisis de enlace in vitro, tales como radioinmunoanalisis
(RIA) o andlisis inmunoabsorbente enzima-enlazada (ELISA).
Tales técnicag son conocidas en el arte y estan dentro de
la habilidad de aquéllos experimentados en el arte. La
afinidad de enlace del anticuerpo monoclonal a 0X40 peude
ser determinada por ejemplo, wmediante un andlisis de
Scatchard (Munson, et al., Anal Biochem (107:220 (1980)).

Después que las células de  hibridoma son
identificadas que producen anticuerpos de la especificidad,
afinidad vy/o actividad deseadas, los clones pueden ser
subclonados mediante procedimientos de dilucidn limitante y
cultivados mediante métodos estandar ((Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, p.p.
59-103 (1986)). Medios de cultivo apropiados para este

propdsito incluyen, por ejemplo medio de Eagle modificado

por Dulbecco (D-MEM) o medio de RPMI-1640. Ademds, las

células de hibridoma pueden ser cultivadas in vivo como
tumores de ascites en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por 1los
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subclones son separados o aislados apropiadamente del medio
de cultivo, fluido de ascitis o Suero mediante
procedimientos de purificacidn de inmunoglobu;ina
convenciocnales, tal como, por ejemplo, proteina A-Sefarosa,
cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de
exclusidén de gel, electroforesis de gel, didlisis o
cromatografia de afinidad.

Existen una variedad de métodos en gl arte para
la produccién de anticuerpos monoclonales vy asi, la
invencién nc estd 1limitada a su sola produccién‘ en
hibridomas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
pueden ser elaborados mediante métodos de  ADN
recombinantes, tales como aquellos descritos en la patente
estadounidense No. 4,816,567. Las células de hibridcoma
sirven como fuente de tal ADN. Una vez aislado, el ADN
puede ser colocado a vectores de expresidn, que son lﬁego
transfectados a células huésped tales como c<élulas d¢ E.
coli, células NSO, células COS simias, células de ovarib de
hamster chinc (CHO) o células de mieloma gque no produce% de

{

otra manera proteina de inmunoglobulina, para obtener la
)

sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped

recombinantes. El ADN también puede ser modificado, | por

|
ejemplo, al sustituir la secuencia de codificacidn para
|

u
dominios constantes de cadena pesada y ligera humana§ en
|

lugar de las secuencias murinas homdlogas (patgnte
estadounidense No. 4,816,567; Morrison, et al., Proc Watl
Acad Sci USA 81:6851 (1984)) o al unir covalentemente a la
gsecuencia de codificacidén de inmunoglobulina todo ¢ parte

de 1la secuencia de codificacién para un polipéptido sin
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[
i
|
)
|
I

inmunoglobulina. Tal polipéptido sin inmunoglobulina puede

ser sustituido por los dominios constantes de un anticuérpo
|

de la invencidn o puede ser sustituide para los dominios

variables de un sitio de combinacidn de antigeno dé un

anticuerpo de la 1invencidén para crear un anticuérpo

bivalente quimérico. .

Los anticuerpos pueden ser anticuérpos
monovalentes. Métodos para preparar anticuefpos
monovalentes son bien conocidos en el arte. Por ejemplo, un
método involucra la expresidn recombinante de cadena 1£gera

de inmunoglobulina vy cadena pesada modificada @ de

|
'

inmunoglobulina. La cadena pesada es truncada en general en

cualguier punto en la regidn Fc¢ para impedir: la

. G R 1
reticulacién de la cadena pesada. Alternativamente, los

residuos de cisteina relevantes son sustituidos con Otro
i

residuo de aminoacido o son cancelados para impedi# la

reticulacidn.

1
'

t
Fragmentos de anticuerpo gue reconocen epitopos

PR . P
especificos pueden ger generados mediante técnicas
i

conocidas. Tradicionalmente, estos fragmentos :eran

derivados via digestién proteolitica de  anticuerpos

intactos {véase, por ejemplo, Morimote, et al., J Biéchem
Biophys Methods 24:107 {1992); Brennan, et al., Science
229:81 (1985)). Por ejemplo, los fragmentocs Fab y F(Fb')z
de la invencidén pueden ser produciaos mediante esc#sién

|
proteolitica de moléculas de inmunoglobulina, wutilizando

!
enzimas tales como papaina (para producir fragmentos de
Fab) o pepsina (para producir fragmentos de F(ab')z): Los

fragmentos de F(ab'), contienen la regién variable, la

/J//



10

15

20

25

50

regién constante de cadena ligera y el dominio de CH1 de la

cadena pesada. Sin embargo, estos fragmentos pueden ahora
!

ser producidog directamente mediante células huééped
recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuérpo
pueden ser aislados de una biblioteca de fago' de
anticuerpo. Alternativamente, los fragmentos F(ab'),-SH
pueden ser recuperados directamente de E. coli y acoplados
quimicamente para formar fragmentos de F(ab'), {(Carter, et
ah, Bio/Technology 10:163 (1992). De acuerdo con otro
procedimiento, los fragmentos de F(ab'), pueden ser
aislados directamente del <cultive de célula huésped
recombinante. Otras técnicas para la produccién: de
fragmentos de anticuerpos seran evidentes para el téénico

de

experimentado. En otras modalidades, la eleccién

I
t

i
}
anticuerpo es un fragmento de Fv de una sola cadena

(solicitud de patente PCT WO 93/16185). ‘
Para algunos usos, en los que se incluyen uso in

|
vivo de anticuerpos en humanos y analisis de detecciéh in

vitro, puede ser preferible usar anticuerpos quiméricos,

humanizados o humanos. Un anticuerpo gquimérico es, 6 una

molécula en la cual diferentes porciones del anticuerpo son
l

v . I} . i
derivadas de diferentes especies de animales, tales .como

!
!

anticuerpos que tienen una regidén variable derivada de un
anticuerpo monoclonal murino y una regidn constante de

inmunoglobulina humana. Métodos para producir anticuTrpos
quiméricos son conocidos en el arte. Véase por ejemplo,
!
Morrison, Science 229: 1202 (1985) ; o1, et :al.,
BioTechniques 4:214 (1986); Gillies, et al., J Immunol

Methods 125:191 (1989); patentes estadounidenses Nos.
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5,807,715; 4,816,567; y 4,816397, que son incorporadas en

|
!
1

la presente por refefencia en su totalidad.

Un anticuerpo humanizadc estd diseflado para téner
mayor homologia a una inmunoglobulina humana gue :los
anticuerpos monoclonales derivados de animal. | La
humanizacién es una técnica para elaborar un anticuerpo
quimérico en donde sustancialmente menos gque un dominio
variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. Los anticuerpos
humanizados son moléculas de anticuerpo generadas en una

especie no humana que enlaza el antigeno deseado que tiene
una o mas regiones gue determinan la complementarehdad
(CDR) de la especie no humana y regiones de estructura .(FR)
de una molécula de inmunoglckulina humana. Frecuentemente,
los residuos de estructura en las regiones de estructura
humana seran sustituidos con el residuo correspondiente del
anticuerpo dcnadeor de CDR para alterar, preferible%ente

|
. - . . l
mejorar, el enlace de antigeno. Estas sustituciones de

estructura son identificadas mediante métodos Tbien
conocidos en el arte, por ejemplo, mediante el modela@o de
las interacciones de la CDR y residuos de estructura para
identificar residuos de estructura importantes pof ei
enlace de antigeno vy comparacidén de secuencias para
identificar residuos de estructura inusualés en posiciones
particulares. Véase, por ejemplo, patente estadounidense
No. 5,585,089; Riechmann, et al., Nature 332:323 (1988),
que son incorporados en la presente por referencia en su

totalidad. Los anticuerpos pueden ser humanizados

utilizando una variedad de técnicas concocidas en el arte,
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en las que se incluyen, por ejemplo, CDR-injertaciénl(EP
239,400; publicacién de PCT WO 91/09967; patehtes
estadounidenses Nos. 5,225,5%39; 5,530,101; v 5,585,0?9),
revestimiento o recubrimiento (EP 592,106; EP 519,596;
Padlan, Molecular Immunology 28:489 (1991); Studnicka, et
al., Protein Engineering 7:805 (1994); Roguska, et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 91:969 (1994)) y entremezcla de
cadenas (patente estadounidense No. 5,565,332).

En general, un anticuerpo humanizado tiene uno o
m&s residuos de aminoacido introducidos al mismo de una
fuente que es no humana. Estcs residuos de aminoacidos no

humanos son frecuentemente determinados como residuos de

“importacidn”, gque son tomados cominmente de un dominio
!

variable de “importacién”. La humanizacidén puede ' ser

efectuada esencialmente siguiendo los métodos de Winter Y

colaboradores (Jones, et al., Nature 321:522 (1486);
Riechmann, et al., Nature 332:323 (1988); Verhoeyen; et
al., Science 239:1534 (1988)), al sustituir CDR no humanas

o secuencias de CDR por las secuencias correspondientes de
un anticuerpo humano.-Asi, tales anticuerpos “humaniz%dos”
son anticuerpos quiméricos (patente estadounidense No.
4,816,567), en donde sustancialmente menos gque un dominio
variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En la précéica,
los anticuerpos humanizados son cominmente anticuérpos
humanos en los cuales algunos residuos de CDR vy
posiblemente algunos residuos de FR son sustituidos de

sitios andlogos en anticuerpos roedores.

Es ademas importante gue los anticuerpos

o
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humanizados retengan afinidad mas alta por el antigeﬁo Yy
otras propiedades bioldgicas favorables. Para obtener este
objetivo, de acuerdo con un métcedo preferido, los
anticuerpos humanizados son preparados mediante un proceso
de andlisis de las secuencias padres y varios productos
humanizados conceptuales utilizando modelos
tridimensionales de las secuencias padre y humanizadas.
Modelos de inmunoglobulina tridimensionales estan
disponibles comtnmente y son familiares para aguellos
experimentados en el arte. Estan disponibles programa? de
computadora que ilustran 0% despliegan estructuras
conformacionales tridimensionales probable de secuenci;s de
inmunoglobulina candidata seleccionadas. La inspeccié& de
estos despliegues permite el andlisis del papel probable de
cliertos residuos en el funcionamiento de la secuencié de

inmuncgleobulina candidata, esto es, el andlisis de residuos
|

gque influencia la  Thabilidad de las secuenciasé de
|

inmuncgicbulina candidatas, esto es, el anélisiq de
residuos que influencian la habilidad de 1la inmunoglobﬁlina
candidata para enlazarse a su antigeno. De esta manera% los
residuos de FR pueden ser seleccionados y combinados dé las
secuencias de receptor y de importacidn, de tal manera que
i
la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afigidad
incrementada por el (los) antigeno(s) objetivo,t es
maximizada, aunque son 1os residuos de CDR que influeﬁcian
directa y mads sustancialmente el enlace de antigeno. i
la eleccidn de dominios variables humanos, tanto
|

ligeros como pesados, a ser usados en la elaboracidn de

anticuerpos humanizados es importante para reducir la

5.
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antigenicidad. De acuerdo con el llamado métode de "“mejor
ajuste”, la secuencia ael dominio variable de un anticuerpo
no humanco es seleccicnada contra toda la biblioteci de
secuencias de dominio variable humanas conocidas.: La
secuencia humana gque es mas cercana a aguella :del

anticuerpo padre no humano es luego aceptada como la FR

|
I

humana para el anticuerpo humanizado (Sims, et al., J

i

}
Immunol 151:2296 (1993); Chothia, et al., J Mol Biol
|

3

196:901 (19%87)).

Otrc método utiliza wuna estructura particular
derivada de 1la secuencia de consenso de todos ;los
anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas
ligeras o pesadas. La misma estructura puede ser usada para
varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter, et @l.,

Proc Natl Acad Sci USA 89:4285 (1992); Presta, et al., J
Immunol 151:2623 (1993)). Un anticuerpo de 1la inveﬂcién
puede comprender cualquier secuencia de estructura de
cadena ligera o pesada de consenso humana o© humana
apropiada, a condicién de que el énticuerpo exhiba; las
caracteristicas biocldgicas deseadas (por ejemplo,f una
|
afinidad de enlace deseada). En algunas modalidades, una o
|
mis (tales como 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9 o mis)
modificaciones adicionales estan presentes dentro de’ las
secuencias de regidén no hipervariable de consenso: h@mana
i
y/o humana. En una modalidad, un anticuerpo de la invencidn
comprende por lo menos una porcién (o toda) de la secuéncia
de estructura de cadena ligera humana. En una modalidad, un

anticuerpo de 1la invencidédn comprende por lo menos una

porcidn (o toda) de la secuencia de estructura de cadena
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(

pesada humana. En una modalidad, un anticuerpoc de la
\

. C 2 2 |
invencidén comprende por lo menos una porcidn (o toda) de la

secuencia de consenso de estructura de subgrupo I humana.

!
i

En algunas modalidades, 1los anticuerpos de la invencidn
comprenden una secuencia de consenso de estructura de
cadena pesada de subgrupo III humana. En una modalidad, la
secuencia de consenso de estructura del anticuerpo de la
invencién comprende sustitucién en posicidén 71, 73 y/o 78.
En algunas modalidades de estos anticuerpos, la posicidén 71
es A, 73 es T y/o 78 es A.

Anticuerpos completamente humanos !son
particularmente deseables para el tratamiento terapéutico
de pacientes humanos. Anticuerpos humanos pueden ;ser
elaborados mediante una variedad de métodos conocidos en el
arte en los que se incluyen métodos de despliegue de Eago

descritos anteriormente utilizando biblioctecas @ de

anticuerpo derivadas de secuencias de inmunoglobulina

humanas. Véase también, patentes estadounidenses Nos.

t

4,444,887 y 4,716,111; y publicaciones de PCT WO 98/46645,

WO 98/50433, WO 98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO
[

96/33735 y WO 91/10741; cada uno de los cuales es

incorporado en la presente por referencia en su totalidad.
{

Las técnicas de Cole, et al. y Boerner, et al. e€estan

también disponibles para 1la preparacidén de anticuerpos

monoclonales humanos (Cole, et al., Monoclonal Antibédies

i
and Cancer Therapy, Alan R. Riss (1985); y Boerner, etial.,
J Immunol 147:86 (1991)). ‘

Anticuerpos humanos pueden también ser producidos

utilizando ratones transgénicos gqgue son incapaces de

e



10

15

20

25

56

expresar inmunoglobulinas enddgenas funcionales, pero! que

c
pueden expresar dgenes de inmunoglobulina humanos. :Por

ejemplo, los complejos de gen de inmunoglobulina de caéena
pesada v ligera humanos pueden ser introducidos
aleatoriamente o mediante recombinacién homdéloga a células
de tallo embribénicas de ratén. Alternativamente, la regidn
variable humana, regidén constante y regidén de diversidad
pueden ser introducidas a células de tallo embridnicas de
ratén ademdas de los genes de cadena pesada y ligera
humanos. Los genes de inmunoglobulina de cadena pesada y
ligera de ratén se pueden volver no funcionales Separaga e}

!
simultaneamente con la intreduccidn de sitios . de

inmunoglobulina humanos mediante recombinacidn homéloga{ En
particular, la cancelacién homéciga de la regidn JH impide
la produccién de anticuerpo enddégenc. Las células de tallo
embridénicas modificadas con expandidas y microinyectadas a

blastocistos para producir ratones quiméricos. Luego: los

i
ratones quiméricos son cruzados para producir progenie

hombciga que expresa anticuerpos humanos. Véase, ' por
ejemplo, Jakcbovitis, et al., Proc Natl Acad Scif USA
90:2551 (1993); Jakobovitis, et al., Nature 362:255 (1593);
Bruggermann, et al., Year in Immunol 7:33 (1993); Duchosal,

et al., Nature 355:258 {(199%2)).

r
t

Los ratones transgénicos son inmunizados de
manera normal con un antigeno seleccionado, por ejemplo,
todo o una porcién de un polipéptido de la invencidn.
Anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno

pueden ser  obtenidos de los ratones transgénicos

inmunizados utilizando tecnologia de hibridoma

J
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convencional. ©Los transgenes de inmunoglcobulina humanos

albergados por los ratones transgénicos se re-arreglan

durante la diferenciacién de célula B y subsecuentem@nte

sufren conmutacidén de clase y mutacidén somatica. Asi,
utilizando tal técnica, es posibie prodhcir
terapéuticamente anticuerpos IgG, IgA, IgM e IgE atiles.

Para una vista general de esta tecnoclogia para producir

anticuerpocs humanos, véase Lonberg, et al., Int Rev Immunol
13:65-93 (1995). Para una discusién detallada de ésta
tecnologia para .producir anticuerpos humanos y anticuerpos
monoclonales humancs y protocolos para producir t@les

anticuerpos, véase, por ejemplo, publicaciones de PCT WO
&

98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; patente

, |
Europea No. 0 598 877; patentes estadounidenses Nos.
|

5,413,923, 5,625,126; 5.,633,425; 5,569,825, 5,6614016;
5,545,806; 5,814,318; 5,885,793, 5,916,771, vy 5,9394598,
que son incorporadas por referencia en la presente e% su
totalidad. Ademds, compafiias tales como Abgenix, Inc.

|
(Freemont, California), Genpharm (San Jose, California) vy

Medarex, Inc. {(Princeton, NJ.} pueden ser contactadas;para

proveer anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno

. i
seleccionado utilizando tecnologia similar a agquella

descrita anteriormente. '
|

. - !
También, mAb humanos podrian ser elaborados al
inmunizar ratones trasplantados con leucocitos de sangre
periférica humanos, esplenocitos o médulas O&seas | {por

ejemplo, técnicas de Trioma de XTL) . Anticuerpos
|

completamente humanos gque reconocen un epitopo selecciénado
|

pueden ser generados utilizando una técnica denominada'como
{
|

|
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"seleccidn guiada”. En este procedimiento, un humano
monoclonal no humano seleccionado, por ejemplo, un

anticuerpo de ratdn, es usado para guiar la seleccidn de un

anticuerpo completamente humano que reccnoce el m?smo

epitopo (Jespers, et al., Bio/Technology 12:899 (1988))%
Ademds, los anticuerpos a los polipéptidos d% la

, . . . !
invencién pueden a su vez ser utilizados para denerar
|

anticuerpos anti-idiotipo que “imitan” polipéptidos de 1la

I
invencidén utilizando técnicas bien conocidas para aque}los
|
experimentados en el arte (Véase, por ejemplo, Greenspan,
1
et al., FASEB J 7:437 (1989); Nissinoff, J Immunol 147:2429

{1991)). Por ejemplo, anticuerpos gue se enlazan !a e
inhiben completaménte la multimerizacidn de polipéptid& y/o
enlace de un polipéptido de 1la invencidédn a un 1i§ando
pueden ser usados para generar anti-idiotipos que “imJtan"
la multimerizacidén de polipéptide y/o dominio de enlace y
como  consecuencia, se enlazan a vy neutralizan; el

t
polipéptido y/o su ligando. Tales anti-idiotipos

neutralizantes o fragmentos Fab de tales anti-idiotipos
|

pueden ser usadcs en regimenes terapéuticos Ipara
1
neutralizar el ligando de polipéptido. Por ejemplo, Tales

anticuerpos anti-idiotipicos pueden ser usados para en%azar

. . |
un polipéptido de 1la invencidén y/o para enlazar, sus

: .
ligandos/receptores y bloguear mediante esto su aCtlYldad

biolégica. i

Los anticuerpos de la presente invencidn p?eden
ser anticuerpos bisespecificos. Los anticuerpos

bisespecificos son anticuerpos monoclonales,

preferiblemente humanos © . humanizados gue tienen
!

!
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especificidades de enlace por al menos dos antigenos
1

diferentes. En la ©presente invencién, una de | las

especificidades de enlace pueden ser dirigidas hacia 0X40,
i

la otra puede ser para cualquier otro antigeno y'

preferiblemente, para una proteina de superficie celular,
receptor, subunidad de receptor, antigeno tejido-

especifico, proteina derivada viralmente, proteina de

n
envolvente codificada viralmente, proteina bacterianamente

derivada o proteina de superficie bacteriana, etc. l

Métodos para fabricar anticuerpos bisespecificos

son bien  conocidos. Tradicionalmente, la produccién

recombinante de anticuerpos bisespecificos estd basada en
la co-expresidén de dos pares de cadena pesada/cadena lﬂgera
de inmunoglobulina, en donde las dos cadenas pesadas tienen

especificidades diferentes (Milstein, et al., Nature

305:537 (1983)). Debido al surtidc aleatorio de ca@enas

pesadas vy ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas
|
: . oy
{cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas
de anticuerpo diferentes, de las cuales solamente una tiene

la estructura bisespecifica correcta. La purificacidn Qe la
t

molécula correcta se lleva a cabo usualmente mediante

etapas de cromatografia de afinidad. Procedimientos
I

similares son revelados en WO 93/08829 y en Traunecker, et

al., EMBO J 10:3655 (1991).

|

Los dominios variables de anticuerpo con. las

especificidades de enlace deseadas (sitios de combinacién
|
de anticuerpo-antigeno) pueden ser fusionados a secuencias

i
de dominio constante de inmunoglobulina. La fusidén es

preferiblemente con un dominio constante de cadena pesada
J



10

15

20

25

60
i
de inmuncglobulina, que comprende por lo menos parte de las

regiones de articulacidn, CH2 y CH3. Puede tener la primera

regién constante de cadena pesada (CHl) gque contiene el

\
f

sitio necesario para el enlace de cadena ligera presente en
por lo menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las
fusiones de cadena pesada de inmunocglobulina y si se desea,
la cadena 1ligera de inmunoglobulina, son insertados a
vectores de expresidn separados y son co-tranéformados'a un
organismo huésped apropiado. Para detalles adicionales de
la generacidén de anticuerpos bisespecificos véase, por
ejemplo Suresh, et al., Meth in Enzym 121:210 (1986).
Anticuerpos heteroconjugados son también
contemplados por la presente invencidn. Los anticueipos

t

heteroconjugados estan compuestos de dos anticuerpos unidos
covalentemente. Tales anticuerpos hén sido por ejeleo,
propuestos para apuntar células del sistema inmuné a
células indeseables (patente estadounidense No. 4,676,980).
Se contempla que los anticuerpos pueden ser preparados in
vitro utilizando métodos conocidos en quimica de proteina
sintética, en los que se incluyen aquellos que involucran
agentes de reticulacidn. Por ejemplo, inmunotoxinas puede
ser construidas utilizandc una regidén de intercambié de
disulfuro o al formar un enlace de ticéster. Ejemplo% de
reactivos apropiados para este propdsito inclhyen
iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y aqueﬂlos
revelados, por ejemplo, en la patente estadounidense' No.
4,676,980.

Ademas, se pueden generar anticuerpos de un dolo

dominio a 0X40. Ejemplos de esta tecnologia han sido

=
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|
t
|

descritos en WO 9425591 para anticuerpos derivados de Ié de

J

cadena pesada de Camelidae, también como en US 20030130496
que describe el aislamiento de anticuerpos plenaante
humanos de un solo dominic a partir de bibliotecas de fago.

También se puede crear moléculas de enlace de
cadena de un solo péptidc en las cuales las regiones dé Fv
de cadena pesada y ligera estdn unidas. Anticuerpos de' una
sola cadena (“scFv”) vy el método de su construcciénjson
descritos en la patente estadounidense WNo. 4,946,778.

Alternativamente, el Fab puede ser construido y expresado

1

}
por medios similares. Todos 1los anticuexrpos tota} Y

parcialmente humanos son menos inmundgenos que los} mab

|

completamente murinos y los fragmentos y anticuerpos de una

1

sola cadena son también menos inmundgenos. t
"

Anticuerpos o fragmentos de anticuerpc pueden ser

aislados a partir de bibliotecas de fago de anticuerpo
|

generadas utilizando las técnicas descritas en MéCaff%rty,
et al., Nature 348:552 (1990). Clarkson, et al., Néture
352:624 (1991) y Marks, et al., J Mol Biol 222:581 (1991)
describen el aislamiento de anticuerpos murinos y hum%nos,
respectivamente, utilizando bibliotecas de fago.
Publicaciones subsecuentes describen la produccié% de
anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo ; nM)

mediante entremezcla de cadena {Marks, et al.,

Bio/Technology 10:779 (1992)), también como infeccidn

combinatorial y recombinacién in vivo como una estrategia
|
para construir bibliotecas de fago muy grandes (Waterhouse,

et al., Nuc Acids Res 21:2265 (1993)). Asi, estas técnicas
son alternativas viables a las técnicas de hibridoma de

i

l
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anticuerpo monoclonales tradicionales para aislamienta de
anticuerpos monoclonales.
I

El ADN también puede ser meodificado, por ejemblo,
al sustituir 1la secuencia de codificacién por dominios
constantes de cadena pesada y cadena ligera humanas en
lugar de las secuencias murinas homélogas (patente
estadounidense No. 4,816,567; Morrison, et al., Proc Natl
Acad Sci USA Bl :6851 (1984)).

Otra alternativa es wusar fusidn eléctrica en
Jugar de fusidén gquimica para formar hibridomas. ﬁsta
técnica estd bien establecida. En lugar de fusidn, se pﬁede
transformar también una céiula B para hacerla inmo?tal
utilizando por ejemplo un virus de Epstein Barr o unsgen
transformante. Véase, por ejemplo, “Continuoﬁsly
Proliferating Human Cell Lines Synthesizing Antibodj of
Predetermined Specificity” Zurawaki, et al., en Monoclonal
Antibodies, ed. by Kennett, et al., Plenum Press, pp.19-33.
(1980)). Los wmAb de anti-0X40 pueden ser criados{ al

|

inmunizar roedores (por ejemplo, ratones, ratas, hémst%rs Y

conejillos de indias) con proteina 0X40, proteina de stién

|
o sus fragmentos expresados por sistemas ya | sea
I
eucaridnticos o procaridénticos. Otros animales pueden ser

usados para inmunizacién, por ejemplo, primates no humanos,
|

inmunoglobulinas de expresidn de ratones transgénicos Yy
. . [ {
ratones inmuncdeficientes combinados severo (SCID)

trasplantades con linfocitos B humanos. Hibridomas pueden
|

ser generados mediante procedimientos convencionales al
|

fusionar linfocitos B de los animales inmunizados, con

células de mieloma {por ejemplo, Sp2/0 y NSO), como se

2
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describe anteriormente (Kohler, et al., Nature 256:495

(1975)) . Ademas, anticuerpos anti-OX40 pueden ser generados

mediante seleccidn de bibliotecas Fv o Fab de una $ola
|

cadena recombinante a partir de linfocitos B humanos en

sistemas de despliegue de fago. La especificidad de los mbb
|

|
a 0X40 puede ser probada mediante ELISA, Western
|

inmunoblotting u  otras técnicas inmunogquimicas. J La

actividad inhibideora de los anticuerpos scobre la activa&ién

[
de «c¢é&lula T de CD4+ puede ser determinada mediante

proliferacién, liberacién de citocina vy anélisisr de

|
apbéptosis. Los hibridomas en 1las células positivas | son

clonados mediante dilucidén limitante. Los anticuerpos| son

|

purificados para caracterizacidn por especificidad a 0X40

|
humano mediante los andlisis descritos antericormente. |
!

i
IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS ANTI-0X40 ANTAGONISTAS
|

La presente invencién proporciona anticuﬁrpos

|
monoclonales antagonistas que inhiben y neutralizan la

i
accién de 0X40. En particular, los anticuerpos de la
i

presente invencién se enlazan e inhiben la activacidn de
0X40. Los anticuerpos de la presente invencidn incluyen los
anticuerpos designados como Al0 y B66 ¥y anticuerpos

humanizados de estos anticuerpos murinos son revelados. La

|
presente invencién también incluyen anticuerpos dgue se

enlazan al mismo epitopo como uno de estos anticuerpos,; por

ejemplo, aguel del anticuerpo monoclonal Al0(TH)hu336F.
Anticuerpos anti-0X40 candidatos fﬁeron

seleccionados utilizando: (1) tecnologia de andlisis micro-

volumétrico fluorométrico (FMAT) (Applied Biosystem, * CA),
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(2) un andlisis inmuno-absorbente enzima-enlazado (ELISA} y

(3) un inmunocandlisis de citometria de flujo. Los andlisis

efectuados para caracterizar los anticuerpos escog%dos

incluyeron: (1) analisis de Hut-78; (2) anadlisis de célula

T de CD4+ natural; {3) condiciones TH1, TH2 vy TH17;!(4)

protocolo de célula T CD4+ natural TCR-activada; f(S)
Andlisis de apOptosis y (6) prueba de reactividad cruz?da.
Detalles experimentales son descritos en los ejemplos. -
Los anticuerpos de la invencidn incluyen, pero no
estdn limitados a, anticuerpos policlonales, monoclonaies,
monovalentes, bisespecificos, heteroconjugaﬁos,

multiespecificos, humanocs, humanizados e} guiméricos,
i

anticuerpos de una sola cadena, anticuerpos de un solo
{

|
dominio, fragmentos de Fab, fragmentos de F(ab'),
|

fragmentos producidos por una biblioteca de expresiéﬁ de
i

Fab, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (en los qué se
]

incluyen, por ejemplo, anticuerpos anti-Id a anticuerp&s de
I

la invencidn) y fragmentos de enlace de epitopo! de

|
cualquiera de los anteriores.
\

. ] . ' 3o~
Las moléculas de inmunoglobulina de la invencion

pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE,FIgM,
Igh, IgA y Ig¥Y), clase (por ejemplo, IgGl, IgG2, ﬁgG3,
IgG4, IgAl Yy IgA2) o] subclase de molécula} de
inmunoglobulina. Los anticuerpos pueden ser fragmento% de
anticuerpo de enlace de antigenoc de la presente invencién e
incluyen, pero no estan limitados a, Fab, Fab' y F(ab')h
Fd, Fv de una scla cadena ({scFv), anticuerpos de unafsola

1

cadena, Fv disulfuro-enlazadeos (sdFv) y anticuerpos %e un

solo dominio que comprenden ya sea un dominio VL o VH.

|
!
'
|
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i
|

Fragmentos de anticuerpo de enlace de antigeno, en los!que

se incluye anticuerpos de una sola cadena, pu?den
’ |

comprender la(s) regidn(es) variable (s) sola o ( en
combinacién con la totalidad o© una porcidn de |los
Siguientes: regidén de engozne, dominios CH1, CH2 vy CH3.
También incluidos en la invencidén se encuentran fragmentos
de enlace de antigeno que comprenden cualquier combinacién

de regidbénies) wvariable{s) con una regidén de articulacidén o

'

engozne, dominios CHl1, CH2 y CH3. Los anticuerpos de la

invencidén pueden ser de cualquier origen animal en los: gque
(

se incluyen aves y mamiferos. Preferiblemente, : los

. . |
anticuerpos son de humano, primates no humanos, roedores

(por ejemplo, ratén y rata), burro, oveja, conejo, cabra,
conejilioc de indias, camello, caballo o pollo. !

Los anticuerpos de la presente invencidn quden

i

ser monoespecificos, bisespecificos, trisespecificos o de

mayor multiespecificidad. Los anticuerpos multiespecificos
pueden ser especificos para diferentes epitopos de OX40 o
pueden ser especificos para ambos 0X40 también como para un
epitopo heterdlogo, tal como un polipéptido heteréloéo o
material de scporte sélido. Véase, por ejemplo,
publicaciones de PCT WO 93/17715; WO 92/08802; WO 91/00360;

WO 92/05783; Tutt, et al., J Immunol 147:60 {1991);

patentes estadounidenses Nos. 4,474,893, 4,714,681;
4,925,648; 5,8573,920; 5,601,81%; Kostelny, et al., J

Immunol 148:1547 {1992).
!

1
Los anticuerpos de la presente invencidn pueden
1

ser descritos o especificados en términos del (los)

epitopo(s) o porcidn(es) de 0X40 gue reconocen o en%azan

¢
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especificamente. El1 (los) epitopo(s) o porcidén(es)| de

polipéptido puede(n) ser especificado(s) como se describe

en la presente, por ejemplo, mediante posiciones N-terminal
I

y C-terminal, por tamafioc en residucs de aminodcidos

contiguos ¢ enlistados en las tablas y figuras. :
Los anticuerpos de la presente invencién pueden

también ser descritos o especificados en términos de su

reactividad cruzada. Los anticuerpos gque se enlazan a

1

pelipéptidos de 0X40, gue tienen por lo menos 95%, por lo
!

!
menos 90%, por lo menos 85%, por lo menos 80%, por lo m?nos

I
|

por lo menos 55% y por lo menos 50% de identidad (tal Fomo

75%, por lo menos 70%, por lo mencs 65%, por lo menos 60%,

se calcula utilizando métodos conocidos en el arte Yy
descritos en la presente) a 0X40 estan también incluidos en
la presente invencién. Los anticuerpos anti-0X40 también se
pueden enlazar con una KD de menos de aproximadamente| 107’

M, menos de aproximadamente 10°° M o menos de

aproximadamente 10> M a otras proteinas, tales como

|
|
|

. . . . |
anticuerpos anti-0X40 de una especie diferente que contra

|

En modalidades especificas, los anticuerpos ﬁe la

la cual el anticuerpo anti-0X40 es dirigido.

presente invencidn pueden reaccionar de manera cruzada con
otros homdlogos mamiferos de 0X40 humano y los epiéopos
correspeondientes del misme. En una modalidad especific%, la
reactividad cruzada descrita anteriormente es con reséecto
a cualquier antigenc especifico o polipéptido inmundgeno o
combinacién(es) del antigeno especifico y/o polipéptidos

inmunégenos revelados en la presente.

Incluidos adem&s en la presente invencidn se
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!

encuentran anticuerpos gque se enlazan a polipépt%dos
codificados por polinucleétidos que se hibridizan a un
polinucleétido que codifica 0X40 bajo condiciones! de
hibridizacidén severas. Los anticuerpos de 1la presente
invencién pueden también ser descritos o especificadoé en
términos de su afinidad de enlace a un polipéptido dé 1&\
invencion. Afinidades de enlace preferidas incluyen
aquellas con una constante de disociacidn al equilibrio o
KD de 10% a 100° M, 10%a 10 M, 10°a 10 M 0 10 a io*z
M. La invencidén también proporciona anticuerpos que inh%ben
competitivamente el enlace de un anticuerpo a un epitop# de
la invencién tal como se determina mediante cualq%ier
método conocido en el arte para determinar el enhace
competitivo, por ejemplo los inmunocandlisis descritos en la
presente. En modalidades preferidas, el anticuerpo inhibe
competitivamente el enlace al epitopo por al menos 95%,| por
lo menos 90%, por lo menos 85%, por lo menos 80%, por 1lo
menos 75%, por lo menos 70%, por lo menos 60% o por lo

menos 50%.

VECTORES Y CELULAS HUESPED
En otro aspecto, la presente invencién

proporciona secuencias de Aacidos nucleicos aislados| que

codifican un anticuerpo como se revela en la presente,

constructos de vector que comprenden una secuencia de
o e . |
nucleétidos que codifica los anticuerpos de la presente

invencidn, células huésped que comprenden tal vector y

técnicas recombinantes para la produccidn del anticuerpo.

. . . |
Para la produccidén recombinante del anticuerpo,
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el acido nucleico que codifica es aislado e insertado a un
1
vector replicable para clonacidén adicional (amplificacidn

del ADN) o para expresidén. El ADN que codifica| el

anticuerpo es facilmente aislado v secuenciado
procedimientos convencionales (por ejemplo, al usar sondas
de oligonucledtidos que son aptas de enlazarse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesadés Y
ligeras del anticuerpo). Técnicas estandar para clonacién 3%

transformacidn pueden ser usadas en la preparacidn de

|
lineas celulares gque expresan los anticuerpos de, la
. . i
presente invencidn. J
VECTORES
Muchos vectores estan disponibles. Los

|

componentes de vector incluyen en general, pero no estan
|
limitadcs a, unc o mas de los siguientes: una secuencia de
seflal, un origen de replicacifdn, uno © mas genes
marcadores, un elemento mejoradcr, un promotor Yy | una
secuencia de terminacidén de transcripcidn. Vectoreg de
expresidén recombinantes gue contienen wuna secuencia de
nucledtidos que codifica los anticuerpos de la presente
|

. - C . I
invencién pueden ser preparados utilizando técnicas ;bien

conocidas. Los vectores de expresidén pueden incluir| una

. PR . |
secuencia de nucledtidos enlazada operativamente a

secuencias de nucledtidos reguladoras transcripcionales o
I
traduccionales apropiadas tales como aquellas derivadds de

genes mamiferos, microbianos, virales o© de insectos.

Ejemplos de secuencias reguladoras incluyen promotcres

transcripcionales, operadores, mejoradores, sitios, de

|
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|
|

. . .

enlace ribosomal de mARN y/u otras secuencias apropladas
|

que controlan el inicio y terminacidén de la transcripcidn y

traduccidén. Las secuencias de nucledtidos son “enlazadas

operativamente” cuando la secuencia reguladora se relaciona

funcionalmente a 1la secuencia de nucledtidos por, el

polipéptido apropiado. Asi, una secuencia de nucledtidos de

promotor es enlazada operativamente a, por ejemplo,‘ la

gsecuencia de cadena pesada de anticuerpo si la secuenci? de

e C L 1
nucledtidos del promotor controla la transcripcidn de la

|
secuencia de nucledtidos apropiada. Un ejemplo de un vector

de expresidén 1Util para expresar 1los anticuerpos de la
presente invencién se puede encontrar en la solicitud WO

04/070011, gque es incorporada en la presente por
1
l

Ademds, secuencias gque codifican péptidosi de

referencia.

sefial apropiados que no estadn normalmente asociados |con
|
secuencias de cadena pesada y/o cadena ligera de anticuerpo

pueden ser incorporadas a vectores de expresidn. Por

ejemplo, una secuencia de nucledtidos para un péptido de
u

sefial (lider secretorio) puede ser fusicnado en cuadro ? la

secuencia de polipéptidos, de tal manera que el anticuerpo
1

es secretado a especio periplasmico o al medio. Un péptido
de sefial que es funcicnal en las células huésped propuestas
mejora la secrecidén extracelular del anticuerpo apropiado.

El péptido de seflal puede ser escindido del polipéptido
|

después de la secrecién del anticuerpo de la célula.
)

Ejemplos de tales seflales secretorias son bien conocidas e
incluyen, por ejemplo, aquellas descritas en las patentes
estadounidenses Nos. 5,698,435; 5,698,417; vy 6,204,023,

1
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1

CELULAS HUESPED

i
Las células huésped TUtiles en la presente

i
invencidén son células procariénticas, de levadura o células

eucaridénticas superiores e incluyen pero no estan limitadas

a microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E.
|

coli, B. subtilis) transfocrmadas con ADN de bacteridéfago

'

recombinante, ADN de plasmido o vectores de expresidén de
ADN o coésmido que contienen secuencias de.codificacién de
anticuerpo; 1levadura (por ejemplo, Saccharomyves, Pichia)
transformada con vectores de expresidén de levaduras
recombinantes gue contienen secuenciés de codificacién de

anticuerpo; sistemas de células de insectos infectadas con
|

vectores de expresidén de virus recombinantes (por ejemplo,
baculovirus) que contienen secuencias de codificacién de

anticuerpos; sistemas de células de plantas infectados con
r
vectores de expresién de virus recombinantes (por ejemplo,

|

virus de mosaico de coliflor, CaMV, virus de mosaico de

o
tabaco, CMV) o transformados con vectores de expresidn de
\

plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) ' gque

contiene secuencias de <c¢odificacién de anticuerpo o

sistemas de células mamiferas (por ejemplo, células COS,

CHO, BHK, 293, 3T3) que albergan constructos de expresidén

recombinantes gue contienen promotores derivados del gehoma
de células mamiferas (porx ejemplo, promotor f de
metalotioneina) o de virus mamiferos (por ejemplo,; el
promotor tardio de adenovirus; el promotor 7.5K de virus de
vacuna) . |
Procariontes uUtiles como células huésped e? la

|
i
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presente invencién incluyen organismos gram negativos o
gram positivos tales como E. coli, B. subtiiis,

Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmoneilla,

Serratia y Shigella, también como Bacilli, Pseudomonas y
Streptomyces. Un huésped de clonacidén de E. colil prefe;ido
es E. coli 294 (ATCC 31,446) aunque otras cepas tales ;omo
E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537) vy E. coli W?llo
(ATCC 27,325) son apropiados. Estos ejemplos son
ilustrativos. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de
limitantes.

Los vectores de expresidn para uso en cé&lulas
huésped procaridnticas comprenden en general uno o | mas
genes marcadores seleccionables fencotipicos. Un gen
marcador seleccionable fenotipico es por ejemplo, un| gen

que codifica una proteina que confiere resistencia a

antibidético o que suministra un requerimiento autotxréfiico.

Ejemplos de vectores de expresidén utiles para cé%ulas
huésped procaridénticas incluyen aquellos derivadosi de
plasmidos disponibles comercialmente tales como la serﬂe de
vectores pKK223-3 {Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suecia), pGEM1l (Promega Biotec, Madison, Wisconsin, E%A) Y
el pET {Novagen, Madisgon, Wisconsin, EUA) v pRSET
(Invitrogen Corporation, Carlshag, California, :EUA)
(Srudier, J Mol Biol 219: 37 (1991); Schoepfer, Gene€124:
83 {1993)). Secuencias de promotor usadas cominmente ‘para
vectores de expresidén de células huésped procarién%icas
recombinantes incluyen T7 (Rosenberg, et al., Gene 56: 125

(1987)), PB-lactamasa (penicilinasa), sistema promotor de

lactosa (Chang, et al., Nature 275: 615 (1978); Goeddel, et
|

i
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triptdfano (trp) {(Goeddel, et al., Nucl Acids Res 8: 4057
{1980)) Yy promotor tac (Sambrook, et al., Molecular
Cloning. A Lavoraroty Manual, 2* ewdicién, Cold Spring
Harbor Laboratocry (19%0)).

Levaduras u hongos filamentosos UGtiles en
presente invencidén incluyen aquellos de 1los gén%ros
Saccharomyces, Pichia, Actinomycetes, Kluyveromyﬁes,
Schizosaxxharomyces, Candida, Trichoderma, Neurosporé v
hongos filamentosos tales como Neurospora, Penicill?um,
Tilypocladium vy Aspergillius. Los vectores de levaaura

frecuentemente contendran una secuencia de origen| de

replicacién de un plésmido de levadura 2p, una secuencia

autédnomamente replicante (ARS), una regidén de promotor,
secuencias = para peliadenilacién, secuencias para
terminacidén de transcripcidn Y un gen marcador
seleccionable. Secuencias de promotor apropiadas jpara

vectores de levadura incluyen, entre otros, promotores para

metalotioneina, 3-fosfoglicerato cinasa (Holland, et |al.,
i

Biochem. 17: 4900 (1978)) tal como enclasa, gliceraldehido-

3-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, pirqvato
descarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato cigasa,
triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa . isomerasaf 0%

glucocinasa. Otros vectores y promotores apropiados para

|

uso en expresién de levaduras son descritos ademads en
1

Fleer, et al., Gene 107: 285 (1991). Otros vectores Yy

promotores apropiados para levaduras Yy protocoloé de

. . . . |
transformacidn de levaduras son bien conocidcos en el arte.
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Los protocolos de transformacidén de levaduras son bien
|

conccidos. Uno de tales protoccolos es descrito por Hunﬁen,
et al., Proc Natl Acad. Sci 75: 1959 (1978). El protocclo
de Hinnen selecciona transformantes de Trp" en un medio
selectivo. -

Los sistemas de cultivo de célula huééped

mamiferos © de insectos pueden también ser empleados para

!
expresar anticuerpos recombinantes. En principio, cualqpier
|

cultivo celular eucaridéntico superior es trabajable, ya sea
de cultivo de vertebrado o cultivo de invertebrado.

Ejemplos de «c¢élulas invertebradas incluyen células: de

plantas vy células de insectos (Luckow, et al.,

Nio/Technology 6: 47 (1988); Miller, et al., Genetics
Engineering, Setlow, et al., editores, Volumen 8, pp. 277-
9, Plenam Publishing (1986); Mseda, et al., Nature 315:. 592

(1985)). Por ejemplo, los sistemas de Baculovirus pueden

ser usados para la produccién de proteinas heterdlogas. En
. . . B . i
un sistema de insectos, un virus de polihedrosis nuclear de

' |
Autographa califdérnica (AcCNPV} puede ser usado como vector
1

para expresar dgenes extrafics. El virus crece en células de
|

Spodoptera frugiperda. La secuencia de codificacién . del
|

anticuerpo puede ser clonada individualmente a regioneé no
i
1
esenciales (por ejemplo, el gen de polihedrina) del virus y

colocada bajo el control de un promotor de AcNPV |(por
ejemplo, en el promotcr de polihedrina}. Otros huéséedes
que han sido identificados incluyen Aedes, Drosophila
melanogaster 'y Bombyx mori. Una variledad de cepas

viralespara transfeccidn estan disponibles plblicamente,

|
por ejemplo, la variante L-1 de AcNPV y la cepa Bm—F de
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Bombyx mori NPV y tales virus pueden ser usados como el
. . L
virus en la presente de acuerdo con la presente invencidn,
particularmente para transfeccidén de células de Spodoptera

frugiperda. Ademds, <cultivos celulares de plantas| de

algoddn, maiz, patata, soya, petunia, tomate y tabaco

pueden también ser utilizados como huéspedes. l
|

Las células de vertebrados vy propagacidén,K de

'
[
|
i

ha convertido en un procedimiento de rutina. Véase Ti$sue

células de vertebrados en cultivec {cultivo de tejido) se
E
Culture, Kruse, et al., editores, Academic Pregss (1973).
Ejempleos de lineas celulares huéspedes mamiferas Gtiles|son
rifién de mono; linea de rifién embridénico humano; células de
rifién de hamster bebé; células de ovario de hamster chino/-
DHFR (CHO, Urlaub, et al., Proc Natl Acad Sci EUA 77: 4216
(1980)); células de sertoli de ratdn; células de carcinoma
cervical de humano (HELA)}; células de rifién canino; cél&las
de pulmdédn humano; células de higado humano; tumor mam?rio
de ratdn y células NSO. |
Las c¢élulas huésped son transformadas con |los
vectores descritos anteriormente para la produccidn, de
anticuerpos Y cultivadas en medios nutrientes
convencionales modificadas como sea apropiado para inducir
promotores, secuencias de control de transcripciéq Y
traduccidn, seleccidén de transformantes o amplificaciéA de

los genes que codifican las secuencias deseadas. |Las

secuencias de promotor usadas cominmente Yy secuencias de
mejorador son derivadas de virus de polioma, Adenovirus 2,
virus Simic 40 (SV40) y citomegalovirus humano (CMV). |Las

secuencias de ADN derivadas del genoma viral SV40 pueden
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ser wusadas para proveer otros elementos genéticos para

expresidn de wuna secuencia genética estructural en |[una
célula huésped mamifera, por ejemplo, origen SV40, promPtor
prematuro y tardio, mejorador, empalme en sitios; dé
poliadenilacidén. Los promotores tardio y temprano virﬁles
son particularmente itiles debido a que ambos son obtenkdos
fadcilmente de un genoma viral como un fragmento que puede
también contener un origen de replicacidén viral. Vect@res
}
de expresién ejemplares para uso en células huésped
mamiferas estan disponibles comercialmente.

Las c¢élulas huésped usadas para producir| el

anticuerpo de esta invencidén pueden ser cultivadas en| una

variedad de medicos. Medios disponibles comercialmente tales
como F10 de Ham (Sugma), Medio Esencial Minimo (MEM,
Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM, Sigma) son apropiados para cultivar células
huésped. Ademds, cualquiera de los medios descritos en Ham,

et al., Meth. Enztmol. 58: 44 (1979), Barnes, et al., |Anal

Biochem 102: 255 (1980) y Patentes Estadounidenses [Nos.
4,767,704; 4,657,866; 4,560,655, 5,122,469; 5,712,1%3 o
6,048,728 pueden ser usados como medios de cultivo para las
células huésped. Cualquiera de estos medios pueden' ser
complementados como sea necesaric cin hormonas y/u otros

factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina

o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como X-
cloruros, en donde X es sodio, calcio, magnesio vy
fosfatos), soluciones reguladoras del pH (tal como HEPES),
nucledtidos {(tal como adenosina y timidina), antibidticos

(tales como el farmaco GENTAMYCIN™), elementos en traza
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(definidos como compuestos inorganicos presentes usualmente
a concentraciones finales en el intervalo micromolar% Y
glucosa © una fuente de energia equivalente. Cualesqﬁier
otros complementos necesarios pueden también ser incluidos
a concentraciones apropiadas que serian conocidas ‘por
aquellos experimentados en el arte. Las condiciones de
cultive, tales como temperatura, pH y 1los semejantes, son
aquellos  previamente usados con la celula huééped

seleccionada para expresién y serdn evidentes para el

técnico experimentado en el arte.

POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAN ANTICUERPOS i’

La 1invencién provee ademds polinucledtidos o©
acidos nucleicos, por ejemplo, ADN, que comprendenf una
secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo d? la
invencidén vy fragmentos del mismo. Polinucledtidos
ejemplares en los que se incluyen aguellos que codiﬁican
cadenas de anticuerpo que comprenden una © WMas de} las
secuencias de aminodcidos descritas en la presentej La
invencidn también abarca polinucledtidos que se utiﬂizan

bajo condiciones de hibridizacién severos o de severidad

mads baja o de polinucledtidos que codifican un anticuerpo

de la presente invencién. |

Los polinucledétidos pueden ser obtenidos y la

1

secuencia de nucledétidos de los polinucledtidos determ%nada
1

mediante cualguier método conocido en el arte. Por ejeTplo,
- ' |
si la secuencia de nucledtidos del anticuerpo es conocida,

un polinucledétido que codifica el anticuerpo puede| ser

ensamblado a partir de ©oligonucledtidos sintetizades



10

15

20

25

7

quimicamente (por ejemplo, como se describe en Kutmeier,! et
1

al., Bio/Technigues 17: 242 (1994)), gque brevemente,

involucra la sintesis de oligonucledtidos traslapantes |que

contienen porciones de la secuencia que codifica: el
!

anticuerpo, recocido Yy ligacidn de aquellos

‘

oligonucledtidos vy luego amplificacién de los
oligonucleétidos ligados mediante PCR.

Alternativamente, un polinucledtido que codifica
un anticuerpo puede sexr generado a partir de &cidos
nucleicos de una fuente apropiada. Si un clon gue contiene
un acido nucleico gque codifica un anticuerpo particulaf no
estd disponible, pero 1la secuencia de la molécul% de
anticuerpo es conocida, un &acido nucleico que codificé la
inmunoglobulina puede ser sintetizado quimicamenté u
obtenido de una fuente apropiada (por ejemplo, | una
biblioteca de c¢ADN anticuerpo o una biblioteca de |cCADN

generada a partir de o &cido nucleico, preferiblemente’ ARN

poli AY aislado de cualesquier tejido o células | que

expresan el anticuerpo, tales como células de hibridoma
seleccionadas para expresar un anticuerpo de la invenqién)
mediante amplificacién de PCR utilizando ceba@ores
sintéticos hibridizables a los extremos 3° y 5’ d% la
secuencia o mediante clonacién utilizando una sonda de
oligonucledtidos especifica para la secuencia genética
|
particular para identificar, por ejemplo, un clon de:cADN
de una biblioteca de cADN gue codifica el anticuerpoj Los
dacidos nucleicos amplificados generados mediante PCR péeden
luego ser clonados a vectores de clonacidn replic%bles

|
utilizando cualquier método conocido en el arte.
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Una vez que la secuencia de nucledtidos vy
}

secuencia de aminodcidos correspondientes del anticuerpe es
determinada, la secuencia de nuclebétidos del anticuerpo
puede ser manipulada utilizandoc métodos bien conocidos en
el arte para la manipulacién de secuencias de nucledtidos,
por ejemplo, técnicas de ADN recombinante, mutaciones bien
dirigida al sitio, PCR, etc. (véase por ejemplo, jlas
técnicas descritas en Sambrook, et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2* edicidén, Cold Spring Hafbor
Laboratory (1990); Ausubel, et al., editores, Cur?ent
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (l9§8),
gue son ambas incorporadas por referencia en la presente en
su totalidad), para generar anticuerpos que tienen ;una
secuencia diferente de aminoacidos, por ejemplo, para crear
sustituciones, cancelaciones y/o inserciones de

aminoacidos.

En una modalidad especifica, la secuenci&; de

)
|

aminodcidos de los dominios variables de cadena pesada, y/o
ligera puede ser inspeccionada para identificar | las
gecuencias de las CDR mediante métodos bien conocidos,| por

ejemplo, por comparacidén de secuencias de aminoacidos

conocidas de otras regiones variables de cadenas pesada Yy
ligera para determinar las regiones de hipervariabilidag de
secuencias. Utilizando técnicas de ADN recombinanteé de

rutina, una o mads de las CDR pueden ser insertadas dentro
{

t
. s . |

de las regiones de estructura, por ejemplo, a regiones de
1

. . |
estructura humanas para humanizar un anticuerpoc no humano,

como se describe en supra. Las regiones de estructura

, i
pueden ser regiones que se presentan de manera establF en
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la naturaleza o regiones de estructura de consenso y

preferiblemente regiones de estructura humana (véase |por

éjemplo, Chothia, et al., J Mol Biol 278: 457 (1998) para
un listado de regiones de estructura humangs).
Preferiblemente, el polinucledtide generado por la
combinacidén de las regiones de estructura y CDR codifica un
anticuerpo que se enlaza especificamente a un polipéptido
de la invencién. Preferiblemente, como se discute en supra,
una o mas sustituciones de aminocdcidos se pueden hacer
dentro de las regiones de estructura y preferiblemente, | las

sustituciones de aminodcidos mejoran el enlace [del

anticuerpc a su antigeno. Adicionalmente, tales wmétodos
|

pueden ser usados para efectuar sustituciones! o

cancelaciones de aminodcidos de uno o mas residuos] de
cisteina de regidn variable que participan en un enlace de

disulfuro de intracadena para denerar moléculas| de

anticuerpo que carecen de uno o ma&s enlaces de disulfurﬁ de
|

intracadena. Otras alteraciones al polinucledtido estan

abarcadas por la presente invencién y dentro de| la

habilidad del arte. i
]
Ademas, técnicas desarrclladas para la produﬁcién

de *“anticuerpos gquiméricos” (Morrison, et al., Proc k&tl
Acad Sci Bl: 851 (1984); Neuberger, et al., Nature 312: 604
(1984); Takeda, et al., Nature 314: 452 {1985) al empalmar
genes de una molécula del anticuerpc de ratdn| de

especificidad de antigeno apropiada junto con genes de una

molécula de anticuerpo humanoc y actividad biolﬁgica
apropiada pueden ser usadas. Como se describe supral un

. N B . e
anticuerpo quimérico es una molécula en la cual dlferﬁntes
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porciones son derivadas de diferentes especies animales,
tales como aquellas que tienen una regién variable derivada
de un mAb murino y una regidén constante de inmunoglobulina
humana, por ejemplo, anticuerpos humanizados.
Alternativamente, las técnicas descritas para la
produccién de anticuerpos de una sola cadena (Patente
Estadounidense No. 4,946,778; Bird, Science 242: 423
(1988); Huston, et al., Proc Natl Acad Sci EUA 85: 5879
(1988) y Ward, et al., Nature 334: 544 (1989)) pueden ser
adaptadas para producir anticuerpos de una sola cadena. Los
anticuerpos de una sola cadena son formados al enlazar los
fragmentos de cadena pesada y ligera de la regidn Fv via un
puente de aminoacido, dando como resultado un polipéptido
de una sola cadena. Técnicas para el ensamble de fragmentos
Fv funcionales en FE. coli pueden también ser usados

{Skerra, et al., Science 242: 1038 (1988)).

METODOS PARA PRODUCIR ANTICUERPOS ANTI-OX40

Los anticuerpos de la invencidén pueden ser
producidos mediante cualquier método conocido en el arte
para sintesis de anticuerpos, en particular, mediante
sintesis quimica o preferiblemente mediante técnicas de
expresidén recombinante.

La expresidn recombinante de un anticuerpo de la
invencién o fragmento, derivado o an&logo del mismc (por
ejemplo, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la
invencién o un anticuerpo de wuna sola cadena de 1la
invencidén) requiere la construccidn de un vector de

expresidn que contiene un polinucledtido que codifica el
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anticuerpc ¢ un fragmento del anticuefpo. Una vez que se ha
obtenido un polinucledtido que codifica una molécula de
anticuerpo, el vector para la produccidén del anticuerpo
puede ser producido mediante tecnclogia de ADN
recombinante. Un vector de expresidén es construido que
contiene secuencias de codificacién de anticuerpos vy
seflales de control de transduccidédn y traduccidn apropiadas.
Estos métcdos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN
recombinantes un vitro, técnicas sintéticas y recombinacidén
genética in vivo.

El vector de expresién es transferido a una
célula huésped mediante técnicas convencionales y luego las
células transfectadas son cultivadas mediante técnicas
convencionales para producir un anticuerpo de la invencién.
En un aspecto de la invencién, vectores que codifican tanto
las cadenas pesadas como ligeras pueden ser co-expresados
en la célula huésped para la expresibén de toda la molécula
de inmunoglobulina como se detalla posteriormente en la
presente.

Una variedad de sistemas de vector de expresidn
de huésped pueden ser utilizados para expresar las
moléculas de anticuerpo de la invencidn como se descrige
anteriormente. Tales sistemas de expresidn de huésped
representan vehiculos por los cuales las secuencias de
codificacién de interés pueden ser producidas y purificadas
subsecuentemente, pero también representan células dque
puede, cuando som transformadas o transfectadas con las
secuencias de codificacidén de nucledtidos apropiadas,

expresar una molécula de anticuerpo de la invencidn in
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situ. Células bacterianas tales como E. coli y células
eucaridnticas son usadas comGnmente para la expresidn de
una molécula de anticuerpo recombinante, especialmente para
la produccidn de molécula de anticuerpo recombinante
entera. Por ejemplo, células mamiferas tales como CHO, en
conjuncién con un vector tal como el elemento de promotor
de gen, prematuro intermedio mayor de citomegalovirus
humano, son un sistema de expresidn efectivo para
anticuerpos (Fececking, et al., Gene 45: 101 (1986) ;
Cockett, et al., Bop/Technology 8: 2 (1990)).

Ademas, una cepa de célula huésped puede ser
escogida que modula la expresidn de las secuencias
insertadas o modifica y procesa el producto genético de la
manera especifica deseada. Tales modificaciones {por
ejemplo, glicosilacién) y procesamiento (por ejemplo,
escisidn) de productos de proteina pueden ser importantes
para la funcién de la proteina. Diferentes células huésped
tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el
proceso pos-traduccidén y modificacidn de la estructura y

productos genéticos. Lineas celulares o sistemas huésped

apropiados pueden ser obtenidos para asegurar la

modificacidén correcta vy procesamiento de la proteina
extrafia expresada. Para este £fin, las células huésped
eucariénticas que posee la maquinaria celular para el
procesamiento apropiado del transcripto primariio,
glicosilacién vy fosforilacidén del producto pueden ser
usados. Tales células huésped mamiferas incluyen perc no
estdn limitadas a CHO, COS, 293, 3T3 o células de mieloma.

Para la produccidn de alto rendimientc a largo

70
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plazo de proteinas recombinantes, la expresidén estable es
preferida. Por ejemplo, se pueden disefiar lineas celulares
que expresan establemente la molécula de anticuerpo. En
lugar de usar vectores de extensidén que contienen origenes
de replicacidén viral, las c¢élulas huésped pueden ser
transformadas con ADN controlado mediante elementos de

control de expresidén apropiados (por ejemplo, promotor,

mejorador, secuencias, terminadores de transcripcidn,
sitios de poliadenilacion, etc.) 3% un marcador
seleccicnable. Enseguida de la introduccidén del ADN
extrafio, se puede permitir que las células disefiadas

Ccrezcan por unco a dos dias en un medio enriquecide y luego
son cambiadas a un medio selectivo. El marcador
seleccionable en el plasmido recombinante confiere
resistencia a la seleccién vy permite gque las células
integren establemente el plasmido a Sus cromosomas Y
crezcan para formar focos que a su vez pueden ser clonados
y expandidos a lineas celulares. Este método puede ser
usado ventajosamente para diseflar lineas celulares que

expresan la molécula de anticuerpo. Tales lineas celulares

disefiadas pueden ser particularmente Gtiles en la seleccién

y evaluacidédn de compuestos que interactian directa o
indirectamente con la molécula de anticuexrpo.

Un nOmero de sistemas de seleccién pueden ser
usados, en los que se incluyen pero nc limitados los genes
de timidina kinasa de virus de herpes simplex (Wigler, et
al., Cell 11:223 (1977)), hipoxantina-guanina fosfo-
ribosiltranferasa (Szybalska, et al., Proc Natl Acad Sci

Usa 48:202 (1992)) vy adenina fosfo-ribosiltransferasa

\\0
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{Lowy, et al., Cell 22:817 (1980)) en células tk, hgprt o
aprt, respectivamente. También, se puede usar la
resistencia a antimetabolito como la base de seleccidn para
los siguientes genes: dhfr, que confiere resistencia a
metotrexato (Wigler, et al., Proc Natl Acad Sci USA 77:357
(1980); O'Hare, et al., Proc Natl Acad Sci USA 78: 1527
(1981)); gpt, que confiere resistencia a dcido micofendlico
(Mulligan, et al., Proc Natl Acad Sci USA 78:2072 (1981));
neo, que confiere resistencia al aminoglicdsido G-418 (Wu,
et al., Biotherapy 3:87 (1991)) e hygro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre, et al., Gene 30: 147
{1984)). Métodos conocidos cominmente en el arte de
tecnologia de ADN recombinante pueden ser aplicados
sistemdticamente para seleccionar el clon recombinante
deseado y tales metodos son descritos, por ejemplo en
Ausubel, et al., ed., Current Protocols in Mcoclecular
Bicleogy, John Wiley & Sons (1993); Kriegler, Gene Transfer
and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press (19%90)
y en capitulos 12 vy 13, Dracopoli, et al., ed, Current
Protocols in ‘Human Genetics, John Wiley & Sons (1994);
Colberre-Garapin, et ah, J MoI Biol 150:1 (1981), gue son
incorporadas por referencia de la presente en su totalidad.

Los niveles de expresidén de una molécula de
anticuerpo pueden ser incrementados por amplificacién del
vector (para una revisidén, véase Bebbington, et al., "The
use of vectors based on gene amplification for the
expression of cloned genes in mammalian cells," DNA
Cloning, Vol.3. Academic Press (1987)). Cuando un marcador

en el sistema de vector gue expresa el anticuerpo es

2
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amplificable, el incremento en el nivel de inhibidor
presente en el cultivo de la célula huésped incrementara el

namerc de copias del gen marcador. Puesto que la zregidn

amplificada esta asociada con el gen de anticuerpo, 1la

produccién del anticuerpo también sé incrementara (Crouse,
et al., Mol Cell Bicl 3:257 (1983)).

La célula huésped puede ser co-transfectada con
dos vectores de expresién de la invencidn, el primer vector
que codifica un polipéptido derivado de cadena pesada y el
segundo vector gque codifica un polipéptido derivado de
cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores
seleccionables idénticos que permiten la expresidn igual de
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente,
un solo vector puede ser usado que codifica y es apto de
expresar tanto polipéptidos de cadena pesada como ligera.
En tales situaciones, la cadena ligera debe ser colocada
antes de la cadena pesada para evitar un exceso de cadena
pesada libre toxica (Proudfoot, Nature 322:52 {(1986) ;
Kohler, Proc Natl Acad Sci USA 77:2197 (1980)). Las
secuencias de codificacién para las cadenas pesadas"y
ligeras pueden comprender cADN o ADN gendmico.

Una vez gque una molécula de anticuerpo de la
invencién ha sido producida por un animal, sintetizada
quimicamente o© expresada recombinantemente, puede ser
purificada mediante cualquier método conocido en el arte
para purificacién de una molécula de inmunoglobulina, por
ejemplo mediante cromatografia (por ejemplo, cromatografia
de intercambio iénico, de afinidad, particularmente por

afinidad por el antigeno especifico después de proteina A y
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cromatografia de exclusidén de tamafio), centrifugaciodn,
solubilidad diferencial o mediante cualquier otra técnica
estandar para la purificacién de proteinas. Ademas, 1los
anticuerpos de la presente invencidén o fragmentos de 1los
mismos pueden ser fusionados a secuencias de polipéptidos
heterdlogas descritas en la presente o de otra manera
conocidos en el arte para facilitar la purificacién.

La presente invencidén abarca anticuerpos
fusionados recombinantemente o conjugados gquimicamente (en
los que se incluyen tanto conjugaciones covalentes como no
covalentes) a un polipéptido. Anticuerpos fusionados o
conjugados de la presente invencidn pueden ser usados por
facilidad en purificacidn. Véase, por ejemplo, PCT
publication WO 93/21232; EP 439,095; Naramura, et al.,
Immunol Lett 39:91 (1994) ; patente estadounidense
5,474,981; Gillies, et al., Proc Natl Acad Sci USA 89:1428
(1992); Fell, et al., J Immunol 146:2446 {(1991), gque son
incorporadas por referencia en su totalidad.

Ademds, los anticuerpos o fragmentos de los
mismos de la presenﬁe invencidén pueden ser fusionados a
secuencias de marcador, tal como un péptido, para facilitar
la purificacién. En modalidades preferidas, la secuencia de
aminocdcidos de marcador es un péptido de hexa-histidina,

tal como el marcador provisto en un vector pQE (QIAGEN,

Tnc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, California, 921311},
entre otros, muchos de 1los cualeg estédn disponible
comercialmente. Como se describe en Gentz, et al., Proc

Natl Acad Sci USA 86:821 (1989), por ejemplo hexa-histidina

proporciona la purificacién conveniente de la proteina de
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fusién. Otros marcadores de péptido Gtiles para
purificacién incluyen perco no estan limitados al marcador
“HA", gque corresponde a un epiltopo derivado de la proteina
de hemaglutinina de influenza (Wilson, et al., Cell 31:161

(1984)) y el marcador “flag”.

PURIFICACION DE ANTICUERPO

Cuando se usan técnicas recombinantes, el
anticuerpo puede ser producido intracelularmente, en el
espacio peripldsmico o secretadec directamente al medio. Si
el anticuerpo es producido intracelularmente, como primera
etapa, los desechos de particulas, ya sea células huésped o
fragmentos sometidos a lisis, pueden ser removidos, por
ejemplo mediante centrifugacidén o ultrafiltracidn. Carter,
et al., Bio/Technology 10: 163 (1992) describen un
procedimiento para aislar anticuerpos que son secretados al
espacio periplésmico de E. coli. Brevemente, la pasta
celular es deshelada en presencia de acetatc de sodio (pH
3.5), EDTA vy fenilmetilsulfonilfluorure (PMSF) durante
aproximadamente 30 minutos. Los desechos celulares pueden
ser removidos mediante centrifugacidn. En donde el
anticuerpo es secretado al medio, 1los sobrenadantes de
tales sistemas de expresidén son en general concentrados
primerc utilizando un filtro de concentracién de proteina
disponible comercialmente, por ejemplo wuna unidad de
ultrafiltracidén Amicon o Millipore Pellicon. Un inhibidor
de protiasa tal como PMSF puede ser incluido en cualquiera
de las etapas anteriores para inhibir la proteclisis y se

pueden incluir antibibéticos para impedir el crecimiento de
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contaminantes adventicios.

La composicion de anticuerpo preparada a partir
de las células puede ser purificada utilizando, por ejemplo
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis de gel,
didlisis y cromatografia de afinidad, la cromatografia de
afinidad es la técnica de purificacién preferida. La
conveniencia de la proteina A como ligante de afinidad
depende de la especie e isotipo de cualquier dominioc de Fc
de inmunoglobulina gque estd& presente en el anticuerpo. La
proteina A puede ser usada para purificar anticuerpos que
estan basados en cadenas pesadas de IgGl, IgG2 o 1IgG4
humanos (Lindmark, et al., J Immunol Meth 62:1 (1983)). La
proteina G es recomendada para todos los isotipos de ratén
y para IgG3 humana (Guss, et al., EMBO J 5:1561 (1986)). La
matriz a la cual ei ligado de afinidad es anexado es mas
frecuentemente agarosa, pero otras matrices estén
disponibles. Matrices mecanicamente estables tales como
vidrio de poro controlado o de poli(estirenedivinil)benceno
permiten velocidades de flujo mas rapidas y tiempo de
procesamientc mas cortos gque pueden ser obtenidos con
agarosa. En donde el anticuerpo comprende un dominio de
CH3, la resina ABXTM de Bakerbond (J. T. Baker;
Phillipsburg, N.J.) es Gtil para la purificacidn. Otras
técnicas para purificacién de proteinas tales como
fraccionamiento o) columna de intercambio iénico,
precipitacidén de etancl, HPLC de fase inversa,
cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina,
cromatografia de SEPHAROSE™ © sobre wuna resina de

intercambio aniénico o cationico (tal como una columna de

Ze
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acido poliaspartico}, cromatoenfoque, SDS-PAGE Y
precipitacidn de sulfato de amonio estan también
disponibles, dependiendo del anticuerpc a ser recuperado.
Enseguida de cualesquier etapas de purificacién
preeliminares, la mezcla gque comprende el anticuerpo de
interés y contaminantes puede ser sometida a cromatografia
de interaccidén hidrofdbica de bajo pH utilizando una
solucidén reguladora del pH de elucidn a un pH de entre
aproximadamente 2.5-4.5, efectuada preferiblemente a bajas
concentraciones de sal (por ejemplo, sal de aproximadamente

0-0.25 M).

FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Formulaciones terapéuticas del polipéptido o
anticuerpo pueden ser preparadas para almacenamiento como
formulaciones licofilizadas o© soluciones acuosas al mezclar
el polipéptido gque tiene el grado deseado de pureza con
portadores, excipientes o estabilizadores “aceptables
farmaceuticamente” opcionales usados cominmente en el arte
(todos los cuales son denominados “excipientes”), esto es,
agentes reguladores del PH, agentes estabilizantes,
conservadoresg, isotonificadores, detergentes nc idnicos,
antioxidantes v otros aditivos misceldneos. Véase

Remington's Pharmaceutical Sciences, 1l6a edicidén, Osol, Ed.

(1980). Tales aditivos deben ser no toéxicos a los
receptores a las dosificaciones Yy concentraciones
empleadas.

Los agentes reguladores del pH ayudan a mantener

el pH en el intervalo que se aprxoxima a condiciones

2%
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fisioldgicas. Estdn preferiblemente presentes a una
concentracién gque fluctla de aproximadamente 2 mM a
aproximadamente 50 mM. Agentes reguladores del pH
apropiados para uso de la presente invencidén incluyen tanto
acidos organicos como inorganicos y sales de los mismos,
tales como soluciones reguladoras del pH de citrateo (por
ejemplo, mezcla de citrato de monosodio-citrato de disodio,
mezcla de Aacideo citrico-citrato de triscdio, mezcla de
dcido citrico-citrato de monosodio, etc.), soluciones
reguladoras del pH de succinato (por ejemplo, mezcla de
dcido succinico-succinato de meonosodio, mezcla de acido
succinico-hidréxideo de sodio, mezcla de Aacido succinico-
succinato de sodio, etec.), socluciones reguladoras de pH de
tartrato (por ejemplo, mezcla de &cido tartarico-tartrato
de sodio, mezcla de acido tartarico-tartrato de potasio,
mezcla de &dcido tartarice-hidrdxido de scodio, etc),

soluciones reguladoras del pH de fumarato (por ejemplo

mezcla de &acide fumdrico-fumarato de monoscodico, mezcla de .

dcido fumariceo-fumarato de disodio, etc.), soluciones
reguladoras del pH de fumarato (por ejemplo mezcla de acido
fumarico-fumarateo de monosodio, mezcla de fumaratc de
monosodico-fumarato de disodio, etc.), soluciones
reguladoras del pH de gluconato (por ejemplc, mezcla de
dcido glucdnico-gluconato de sodio, mezcla de Aacido
glucédnico-hidrdéxido de sodio, mezcla de &acido glucdnico-
gluconato de potasio, etc.), soluciones reguladoras del pH
de oxalato ({(por ejemplo, mezcla de acido oxalico-oxalato de
sodio, mezcla de acido oxalico-hidrdéxido de sodio, mezcla

de &cido oxadlico-oxalato de potasio, etc.), soluciones
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reguladoras del pH de lactato (por ejemplo, mezcla de &cidc
lactico-lactato de sodio, mezcla de acido lactico-hidréxido
de sodio, mezcla de &cido lactico-lactato de potasio, etc.)
y solucicnes reguladoras del pH de acetato (por ejemplo,
mezcla de acido acético-acetato de sodio, mezcla de acido
acético-hidréxido de sodio, etc.). Adicionalmente, se
pueden mencionar soluciones reguladoras del pH de fosfato,
solucicnes reguladoras del pH de histidina y sales de
trimetilamina tales como Tris. |

Se pueden agregar conservadores para retardar el

crecimiento microbiano y pueden ser agregados en cantidades

que fluctian de 0.2% - 1% (peso/volumen). Conservadores
apropia&os para usc con la presente invencidn incluyen
fenol, _alcohol bencilico, meta-cresol, metil paraben,
propil paraben, cloruro de octadecildimetilbencil amonio,
haluros de benzalconio ({(por ejemplo, cloruro, bromuro Yy
yoduro), cloruro de hexametonio y alquil parabenes tales
como metil o propil paraben, patecol, rescrcinoel,
cicloexanol y 3-pentanol. Isotonificadores, algunas veces

conocidos como “estabilizadores” pueden ser agregados- para

asegurar la isotonicidad de la composicidén liquida de 1la

presente invencién e incluyen alccholes de azQcar
polihidricos, preferiblemente alcoholes trihidricos o
alcoholes de azlGcares superiores, tales como glicerina,
eritritol, arabitel, xilitol, sorbitol y mannitol.

Log estabilizadores se refieren a una amplia
categoria de excipientes que pueden fluctuar en funcidn
desde un agente de volumen a un aditivo que solubiliza el

agente agente terapéutico o} ayuda a impedir la
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desnaturalizacidén o adherencia a la pared del recipiente.
Estabilizadores tipicos pueden ser alcoholes de azficares
polihidricos (enumerados anteriormente); aminoacidos tales
comoc arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina,

histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina,

dcido glutamico, treonina, etc., azlcares organicos o
alcoholes de azflcar, tales como, lactosa, trehalosa,
estaguiosa, manitol, sorbitol, xilitol, ribitol,

mioinisitol, galactitol, glicerol y los semejantes, en los
gque se incluyen ciclitoles tales como inositol;
polietilenglicol; polimeros de aminodcidos; agenﬁes
reductores que contienen azufre tales conmo urea,
glutationa, acido tioctico, tioglicolato de sodio,
tioglicerol, alfa-monotioglicercl vy tiosulfato de sodio;
polipéptidos de bajo peso molecular, (esto es <10
residucs); proteinas tales como alblimina de suero humano,
albGmina de suero bovino, gelatina o inmunoglobulina;
polimeros hidrofilicos tales como monosacaridos de

polivinilpirroliona, tales como xilosa, manncsa, fructuosa,

. glucosa; disacaridos tales como lactcosa, maltosa, sacarosa

y trisacaridos tales como rafinosa y polisacaridos tales
como dextrana. Los estabilizadores pueden estar presentes
en el intervalo de 0.1 a 10,000 partes en peso de proteina
activa.

Surfactantes no idnicos o detergentes (también
conocidos como “agentes humectantes”) pueden ser agregados
para ayudar a solubilizar el agente terapéutico, también
come para proteger la protéina terapéutica contra la

agregacidén inducida por la agitacidén, que también permite
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que la formulacidn quede expuesta a esfuerzo cortante en la
superficie sin provocar desnaturalizacidén de la proteina.
Surfactantes no iénicos apropiados incluyen polisorbatos
(20, 80, etc.), polioxameros (184, 188 etc.), polioles
plurdnicos, monoéteres de polioxietilensorbitan (TWEEN®-20,
TWEEN®-80, etc.). Los surfactantes no idnicos pueden estar
presentes en un intervalo de aproximadamente 0.05 mg/ml a
aproximadamente 1.0 mg/ml, de preferencia aproximadamente
0.07 mg/ml a aproximadamente 0.2 mg/ml.

Excipientes miscelaneos adicionales incluyen
agentes . de volumen (por ejemplo, almidon), | agentes
gquelantes (por ejemplo, EDTA), antioxidantes (por ejemplo,
Acido ascdrbico, metionina, vitamina E) y co-solventes. La
formulacidén en la presente puede también contener mas de un
compuesto activo como sea necesario para la indicacidn
particular gque es tratada, preferiblemente aquellas con
actividades complementarias que no se afectan adversamentgi
entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proveer
adicionalmente un agente inmunosupresor. Tales moléculas
estdn presentes apropiadamente en combinacidén en cantidades
que son efectivas para el propésito planeado. Los
ingredienteé activos pueden también estar atrapados en una
microcapsula preparada por ejemplo mediante técnicas de
coacervacién o mediante polimerizacidén interfacial, por
ejemplo cdpsulas de hidroximetilcelulosa o microcapsula de
gelatina Yy microcapsula de poli(metilmetacrilato),
respectivamente, en sistemés de administracién de farmaco
coloidales {por ejemplo liposomas, microesferas de

albGmina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
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en macroemulsiones. Tales técnicas son reveladas en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16a. edicién, Osal,
Ed. (1980).

Las formulaciones a ser usadas para
administracién in vivo deben ser estériles. Esté se efectla
facilmente, por ejemplo mediante filtracién a través de
membranas de filtracidén estériles. Se pueden elaborar
preparaciones de liberacidn sostenida. Ejemplos apropiados
de preparaciones de liberacidén sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofdbicos sélidos que
contienen el anticuerpc, tales matrices estan en forma de
articulos formades, por ejemplo peliculas o microcapsulas.
Ejemplos de matrices de 1liberacidn sostenida incluyen
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato), poli{alcohol vinilico)), polilacturos
(patente estadounidense 3,773,919), copolimeros de &acido L-
glutamico y L-glutamato de etilo, etileno - acetato de
vinilo no degradable, copoclimeros de acido lactico - acido
glicdlico no degradables, tales como LUPRON DEpOT™

(microesferas inyectables compuestas de copolimero de &acido

lactico - A&cido glicélico y acetato de leuproluro) y &acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. En tantc que los polimeros
tales como etileno - acetato de vinilo y Aacido lactico -

dcido glicdlico permiten la liberacidén de moléculas por mas
de 100 dias, ciertos hidregeles 1liberan proteinas por
periodos de tiempo mas cortos. Cuando los anticuerpos
encapsulados permanecen en el cuerpo por un tiempo largo se
pueden desnaturalizar o agregar como resultado de

exposicién a humedad a 37°C, dando como resultado pérdida
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de actividad biolégica Y pésibles cambios en
inmuncgenicidad.

Se pueden idear estrategias racionales para la
estabilizacidn dependiendo del mecanismo involucrado. Por
ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacidn es
la formacidén de enlace S-S intermolecular por medio de
intercambio de tio-disulfuro, la estabilizacién puede ser
obtenida al modificar los residuos de sulfhidrilo,
liofilizacidn de soluciones &acidas, control del contenido
de humedad, wuso de aditivos apropiados Yy desarrcllo de

composiciones de matriz poliméricas especificas.

La cantidad de polipéptido terapéutico,

anticuerpo o fragmentc del mismo gque serad efectiva en el
tratamiento de wuna alteracidén o condicidn particular
dependerda de la naturaleza de la alteracidén o condicidén y

puede ser determinada mediante técnicas clinicas estandar.

"En donde sgea posible, es deseable determinar la curva de

respuesta a la dosis y las composiciones farmacéuticas de
la invencidn primeroc in Vitro y luego en sistemas modelo de
animales Gtiles antes de pruebas en animales.

En una modalidad preferida, una solucidén acuosa
del polipéptido terapéutico, anticuerpo o fragmento‘ del
mismo es administrada mediante inyeccidn subcutanea. Cada
dosis puede fluctuar de aproximadamente 0.5 pg a
aproximadamente 50 pg por kilogramo de peso corporal o mas
preferiblemente, de alrededor de 3 pg a aproximadamente 30
pg por kilogramo de peso corporal.

El horario de dosificacidn para administracidn

subcutdnea puede variar de una vez al mez a diariamente,
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dependiendo de una diversidad de factores clinicos, en los
qgue se incluyen el tipo de enfermedad, severidad de la

enfermedad y sensibilidad del sujeto al agente terapéutico.

USOS DE DIAGNOSTICO PARA ANTICUERPOS ANTI-0X40

Los anticuerpos de la invenciodn incluyen
derivados que son modificados, esto es, mediante la anexidn
covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo, de
tal manera que la anexidén covalente no interfiere>con el
enlace a 0X40. Por ejemplo, pero nco a manera de limitacidn,
los derivados de anticuerpos incluyen anticuerpos que han
sido modificados, por ejemplo, mediante biotinilacidn, HRP
o cualquier otra porcién detectable.

Los anticuerpos de 1la presente invencién pueden
ser usados, por ejemplo, pero no limitados a, para
purificar o detectar 0X40, en los que se incluyen tanto
métodos de diagndstico in vitro como in vivo. Por ejemplo,
los anticuerpos tieﬁen uso en inmunoandlisis para medir
cualitativa y cuantitativamente niveles de 0X40 en muestras
biolégicas. Véase, por ejemplo, Harlow, et al., Antibodies:
A Laboratory Manuél, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2nd ed. (1988), que es incorporado por referencia en la
presente en su totalidad.

Como se discute en mas detalle posteriormente en
la presente, 1los anticuerpos de la presente invencidn
pueden ser usados ya sea solos o en combinacién con otras
composiciones. Los anticuerpos pueden ademds ser fusionados
recombinantemente a un polipéptido heterdlogo en el término

N o C o conjugados quimicamente (en los que se incluyen
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conjugaciones covalentes y no covalentes) a polipéptidos u
otras composiciones. Por ejemplo, los anticuerpos de la
presente invencién pueden ser fusionados recombinantemente
o conjugados a moléculas Utiles como marcadores en andlisis
de deteccidn.

La presente invencidén abarca ademds anticuerpos o
fragmentos de los mismos conjugados a un agente de
diagnéstico. Los anticuerpos pueden ser usados en
diagnéstico, por ejemplc para detectar la expresidén de un

objetivo de interés en células, tejidos o) sueros

especificos o para monitorear el desarrollo o avance de una

respuesta inmunoldgica como parte de un procedimiento de
pruebas clinicas para, por ejemplo determinar la eficacia
de un régimen de un tratamiento dado. La deteccidén puede
ser facilitada mediante acoplamiento del anticuerpo a una

sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables

incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bicluminiscentes, materiales radiactivos, metales que

emiten positrdén utilizando varias tomografias de emisidn de

positrdn y iones de metal paramagnéticos no radiactivos. La

sustancia detectable puede ser acoplada o© conjugada ya sea

directamente al anticuerpo (o fragmento del mismo) o
indirectamente por medio de un intermediarioc (tal como por
ejemplo, un enlazador conocido en el arte) utilizando
técnicas conocidas en el arte. Ejemplos de marcadores
enzimaticos incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa
de luciérnaga Y luciferasa bacteriana; Patente

Estadounidense 4,737,456}, luciferina, 2,3-

/ZD)«-
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dihidrotalazinediona, malato dehidrogenasa, ureasa,
peroxidasa tal como peroxidasa de rabano (HRPO), fosfatasa
alcalina, beta. galactosidasa, glucoamilasa, lisosima,

sacarido oxidasa (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa
oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa}, oxidasas
heterociclicas (tal como uricasa y xantina oxidasa),
lactoperoxidasa, microperoxidasa y los semejantes.

Técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos son
descritas en O’Sullivan, et al., “Methods for the
Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme
Immunoassay,” 1in Methods in Enzymology, Langone, et al.,
eds. Pp. 147-66, Academic Press (1981l). Véase, por ejemplo
Patente Estadounidense 4,741,900 para iones de metal gque
pueden ser conjugadoé a anticuerpos para uso Ccomo
diagndéstico de acuerdo con la presente invencién. Ejemplos
de enzimas apropiadas incluyen peroxidasa de rabano,
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa )
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos

prostéticos apropiados incluyen estreptavidina/biotina vy

avidina/biodina; ejemplos de materiales fluorescentes
apropiados incluyen umbeliferona, fluoresceina,
isotiocinato de fluoresceina, rodamina,

diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o
picoeritrina; un ejemplo de material luminiscente incluye
luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina vy ecorina y ejemplos de materiales
radiactivos apropiades incluyen **°I, I, ***1n o *’Tc.
Algunas veces, el marcador es conjugado

indirectamente con el anticuerpo. El experimentado en el

e
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arte estara consciente de varias técnicas paré obtener
esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser conjugado con
bictina y cualquiera de las tres amplias categorias de
marcadores mencionados anteriormente pueden ser conjugados
con avidina o viceversa. La biotina se enlaza
selectivamente a avidina y asi, el marcador puede ser
conjugada con el anticuerpo de esta manera indirecta.
Alternativamente, para obtener conjugacidén indirecta del
marcador con el anticuerpo, el anticuerpo es conjugado con
un haptenc pequefio (por ejemplo, digloxina) y uno de los
tres tipos diferentes de marcadores mencionados
anteriormente es conjugado con un anticuerpo anti-haptenc
(por ejemplo, anticuerpo anti-digloxina). Asi, se puede
obtener 1la conjugacién indirecta del marcador con el
anticuerpo.

En otra modalidad de la invencidn, el anticuerpo
no necesita ser marcado y la presencia del mismo puede ser
detectada utilizando un anticuerpo marcado que se enlaza al
anticuerpo.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden
ser empleados con cualquier método de andlisis conocido,
tales como andlisis de enlace competitivo, analisis de
emparedados directo e  indirecto Yy analisis de
inmunoprecipitacién. Véase Zola, Monoclonal Antibodies: A
Manual of Techniques, pp. 147-158, CRC Press (1987).

Los andlisis de enlace competitivos dependen de
la hablidad de un estandar marcado para competir con la
muestra de prueba por el enlace con una cantidad limitada

de anticuerpos. La cantidad de objetivo de la muestra de
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prueba es inversamente proporcional a la cantidad estandar
gue se enlaza a los anticuerpos. Para facilitar 1la
determinacidén de la cantidad estandar que es enlazado, los
anticuerpos en general son insolubilizados antes o después
de la competencia. Como resultado, el estandar y la muestra
de prueba gque son enlazados a los anticuerpos pueden ser
separados convenientemente del estandar y muestra de prueba
gue permanecen sin enlazar.

Los analisis de emparedado involucran el usoc de
dos anticuerpos, cada unc apto de enlace a una porcidn
inmundgena diferente o epitopo o 1la proteina a ser
detectada. En un andlisis de emparedado, la muestra de
prueba a ser analizada es enlazada por un primer anticuerpo
gque es inmovilizado sobre un soporte sdlido y después de
esto un segundo anticuerpo se enlaza a la muestra de
prueba, formando asi un complejo de tres partes insoluble.
Véase, por ejemplo Patente Estadounidense 4,376,110. EIl1
segundo anticuerpo puede ser por si mismo marcado con una
porcidn detectable (andlisis de emparedado directo) o puede
ser medido utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina
que es marcado con una porcidn detectable (andlisis de
emparedado indirecto). Por ejemplo, un tipo de analisis de
emparedado es un andlisis de ELISA, en cuyo casc la porcidn
detectable es una enzima.

Los anticuerpos pueden ser anexados a soportes
sélidos, que son particularmente Utiles para inmunoanalisis
o purificacién del antigenc objetivo. Tales soportes
s6lidos incluyen pero no estdn limitados a vidrio,

celulosa, poliacrilamida, nylon, poliestireno, cloruro de

) —
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polivinilo e} polipropileno. En este proceso, los
anticuerpos son inmovilizados sobre un soporte gdlido tal
como resina SEPHADEX" o papel filtro, utilizando métodos
bien conocidos en el arte. Los anticuerpos inmovilizados
son puestos en contacto con una muestra que contiene el
objetivo a ser purificado y después de esto el soporte es
lavado con un solvente apropiado que removera
sustancialmente todo el material en la muestra, excepto el
cbjetivo a ser purificado, que es enlazado a 1los
anticuerpos inmovilizados. Finalmente, el soporte es lavado
con otro solvente apropiado, tal como solucidn reguladora
de PH de glicina, gue liberard el objetivo de 1los
anticuerpos.

Los anticuerpos marcades y derivados y analogos
de los mismos, gque se enlazan especificamente a 0X40,
pueden ser usados por propdsitos de diagndstico para
detectar, diagnosticar e} monitorear enfermedades,
alteraciones vy/o condiciones ascciadas con la expresidn
aberrante y/o actividad de 0X40. La invencién proporciona
la deteccidn de expresidn aberrante de 0X40 gue comprende
{a) analizar la expresién de O0X40 en células o fluido
corporal de un individuo utilizando uno o mas anticuerpos
de la presente invencidn especificos a 0X40 y (b) comparar
el nivel de expresidén genética con un nivel de expresidn de
gen estandar, mediante lo cual un incremento o disminucién
en el nivel de expresidn de 0X40 analizado en comparacidn
con el nivel de expresién estandar es indicador de
expresién aberrante.

Los anticuerpos pueden ser usados para detectar



10

15

20

25

102

la presencia y/o niveles de O0OX40 en una muestra, Ppor
ejemplo un £fluido corporal o muestra de tejido. El1 método
de deteccidn puede comprender poner en contacto la muestra
con un anticuerpo de O0X40 vy determinar la cantidad de
anticuerpo que es enlazada a la muestra. Para
inmunohistoquimica, la muestra puede ser nueva o congelada
o puede estar embebida en parafina y fija con un
conservador tal como formalina, por ejemplo.

La invencién proporciona an analisis de
diagnéstico para diagnosticar una alteracidn, que comprende
(a} analizar la expresidn 0OX40 en células o fluido corporal
de un individuo utilizando uno o m&s anticuerpos de la
presente invencidén y (b) comparar el nivel de expresidn
genética con un nivel de expresién genética estandar,
mediante lo cual un incremento o disminucidén en el nivel de
expresiédn genética analizado en comparacidén con el nivel de
expresidén estandar es indicador de una alteracidn
particular.

Los anticuerpos de la invencidn pueden ser usados
para analizar niveles de proteina en una muestra bioldgica
utilizando métodos inmunohistolégicos c¢lasicos conocidos
para aquéllos de habilidad en el arte (por ejemplo, véase
Jalkanen, et al., J. Cell Biol 101:976 (1985); Jalkanen, et
al., J Cell Biol 105:3087 (1987)). Otros métodos a base de

anticuerpos f0tiles para detectar expresién genética de

proteina incluyen inmunoandlisis, tal comc el andlisis
inmunoabsorbente enlazado a enzima (ELISA) Yy el
radioinmunoandlisis (RIA). Marcadores de andlisis de

anticuerpo apropiados son conocidos en el arte e incluyen

HD
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marcadores enziméticocs, tales como glucosa oxidasa,
radioisdtopos tales como yodo (***'1, '*°1, 11), carbono
(**c), azufre (*°g), tritio (°H), indic (*'In) y tecnecio
(**Tc); marcadores luminiscentes, tales como luminol vy

marcadores fluorescentes tales como fluoresceina, rodamina
y biotina. Los isdtopos radicisétopo-enlazado pueden ser
localizados utilizando inmunoscintiografia.

Un aspecto de 1la invencidén es 1la deteccidn vy
diagnosis de una enfermedad o alteracidn asociada con la
expresidén aberrante de 0X40 en un animal, preferiblemente
un mamifero y més preferiblemente un humano. En una
modalidad, la diagnosis comprende: a) administrar (por
ejemplc, parenteral, subcutdnea o intraperitonealmente) a
un sujeto una cantidad efectiva de una molécula marcada gque
se enlaza especificamente a 0X40; b) esperar un intervalo
de tiempo enseguida de la administracidn que permite que la
molécula marcada se concentre preferiblemente en sitios en
el sujeto en donde el polipéptido es expresado (y para la
molécula marcada sin enlazar a ser despejada a nivel de
fondo); c¢) determinar el nivel de fondo y d4d) detectar la
molécula marcada en el sujeto, de tal manera gque la
deteccidn de la molécula marcada por encima del nivel de
fondo indica que el sujeto tiene una enfermedad o
alteracidén particular asociada con la expresién aberrante
de 0X40. El nivel de fondo puede ser determinado mediante
varios métodos en los que se incluyen comparar la cantidad
de molécula marcada detectada con un valor esténdar
previamente determinado para un sistema particular.

Se comprenderd en el arte gque el tamafio del

y
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sujeto y el sistema de formacién de imagen usado
determinaran la cantidad de porcidén de formacidén de imagen
o porcién de impresidn necesaria para producir imdgenes de
diagndéstico. En el casc de una porcidén de radioisdtopo,
para un sujeto humano, la cantida de ©radiactividad
inyectada fluctuard normalmente de alrededor de 5 a 20
milicurier de “’Tc. El anticuerpo marcado o £fragmento de
anticuerpo se acumulara luego preferiblemente en el sitio
de célula que contiene la proteina especifica. La formacidn
de imagen in vivo es descrita en Burchiel, et al.,
“Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibodies and
Their Fragments”. Chapter 13 in Tumor Imaging: The
Radiochemical Detection of Cancer, Burchiel, et al., eds.,
Masson Publishing (1982).

Dependiendo de varias variables, en las gque se
incluyen el tipo de marcador usado Yy el modo de
administracién, el intervalo de tiempo enseguida de la
administracién para permitir gque la wmolécula marcada se
concentfe preferiblemente en sitios en el sujeto y para que
la molécula marcada sin enlazar sea despejada a nivel de
fondo es de 6 a 48 horas, & a 24 horas o 6 a 12 horas. En
otra modalidad, el intervalec de tiempo enseguida de la
administracién es de 5 a 20 dias o 5 a 10 dias.

En una modalidad, el monitoreo de la enfermedad o
alteracién se 1lleva a cabo al repetir el método para
diagnosticar la enfermedad o alteracidén, por ejemplo, un
mes después de la diagnosis inicial, seis meses después de
la diagnosis inicial, wuna afioc después de la diagnosis

inicial, etc.



10

15

20

Z

105

La presencia de la molécula marcada puede ser
detectada en el paciente utilizando métodos conocidos en el
arte para la formacidén de imagen in vivo. Estos métodos
dependen del tipo de marcador usado. Aquél experimentado en
el arte sera apto de determinar el método apropiado para
detectar un marcador particular. Métodos y dispositives gque
pueden ser usados en los métodos de diagndstico de la
invencién incluyen pero no estdn limitados a tomografia
computarizada (CT), Dbarrido corporal entero tal como
tomografia de emisién de posicidén (PET), formacidn de
imagen de resonancia magnética (MRI) y sonografia.

En una modalidad especifica, la molécula es
marcada con un radioisdtopo y es detectada en el paciente
utilizando un instrumento quirGrgico sensible a 1la
radiacidn (Patente Estadounidense 5,441,050). En otra
modalidad, la molécula es marcada con  un compuestd
fluorescente y es detectada en el paciente utilizando un
instrumento de exploracidén ¢ instrumento de Dbarrido
sensible a fluorescencia. En otra modalidad, la molécula es
marcada con un metal que emite positrones y es detectada en
el paciente utilizando tomografia de emisién de positrones.
En todavia otra modalidad, la molécula es marcada con un
marcador paramagnético y es detectada en un paciente
utlizando formacién de imagen de resonancia magnética
(MRI) .

En otro aspecto, la presente invencién
proporciona un método para diagnosticar la predisposicidn
de un paciente para desarrollar enfermedades provocadas por

la expresidén sin regular de citoguinas. Las cantidades
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incrementadas de 0X40 en ciertas células, tejidos o fluidos
corporales del paciente pueden indicar gue el paciente esta
predispuesto a ciertas enfermedades. En una modalidad, el
método comprende recclectar una célula, tejido o muestra de
tejido corporal de un sujeto que se sabe que tiene niveles
bajos o normales de 0X40, analizar el tejido o fluido
corporal en cuanto a la presencia de OX40 en el tejido y
predecir la predisposicidén del paciente a cilertas
enfermedades en base al nivel de expresién de O0X40 en el
tejido o fluido corporal. En otra modalidad, el método
comprende recclectar una muestra de célula, tejido o fluido
corporal gque se sabe que contiene un nivel de fluido de
0X40 de un paciente, analizar el tejido o fluido corporal
en cuanto a la cantidad de OX40 vy predecir la
predisposicidén del paciente a ciertas enfermedades en base
al cambio en la cantidad de 0X40 en comparacién con un
nivel definido o probadc establecido para célula normal,
tejido o fluido corporal. El1 nivel definido de 0X40 puede
ser una cantidad conocida basada en valores de la
literatura o puede ser determinado de antemano al medir la
cantidad en célula, tejido o fluidos corporales normales.
Especificamente, 1la determinacién de niveles de 0X40 en
ciertos tejidos o fluidos corporales permite la deteccidn
especifica y prematura, preferiblemente antes de que la
enfermedad se presente en el paciente. Enfermedades que
pueden ser diagnosticadas utilizando el método presente
incluyen pero no estadn limitadas a, las enfermedades
descritas en 1la presente. En la modalidad preferida, el

tejido o fluido corporal es sangre periférica, leucocitos
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de sangre periférica, tejidos de biopsia tales como biopsia
de pulmdén o piel y tejido.

El anticuerpo de la presente invencidén puede ser
provisto en un kit, esto es, una combinacidn empacada de
reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones
para efectuar el andlisis de diagndstico. En donde el
anticuerpo es marcado con una enzima, el kit puede incluir
sustratos vy co-factores requeridos por la enzima (por
ejemplo, un precursor de sustrato que proporciona el
crom&foro o fluordéforo detectable). Ademas, otros aditivos
pueden ser incluidos, tales como estabilizadores,
soluciones reguladoras de PH (por ejemplo, una so0lucidn
reguladora de PH de bloqueo ¢ una solucidn reguladora de PH
de lisis) y los semejantes. Las cantidades relativas de los
varios reactivos pueden ser variadas ampliamente para
proveer concentraciones en solucién de reactivos que
optimizan sustancialmente 1la sensibilidad del analisis.
Particularmente, los reactivos pueden ser provistos como
polvos secos, usualmente 1liocfilizados, en los que se
incluyen excipientes gque en la disolucién proporcionaran
una solucién de reactivo que tiene la concentracidn

apropiada.

USOS TERAPEUTICOS DE ANTICUERPOS ANTI-OX40

Se contempla que los anticuerpos de la presente
invencidén pueden ser usados para tratar un mamifero. En una
modalidad, el anticuerpo se administrado a un mamiferc no
humano por propdsitos de obtener datos preclinicos, por

ejemplo. Mamiferos no humanos ejemplares a ser tratados
P
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incluyen primates no humanos, perros, gatos, roedores Yy
otros mamiferos en los cuales se efecthGan estudios
preclinicos. Tales mamiferos pueden ser modelos de animales
establecidos para una enfermedad a ser tratada con el
anticuerpo o pueden ser usados para estudiar la toxicidad
del anticuerpo de interés. En cada una de estas
modalidades, se pueden efectuar estudios de escalamiento de
dosis sobre el mamifero.

Un anticuerpo, con © sin una porcidn terapéutica
conjugada al mismo, administrado solo o en combinacidn con
factor(es) citotéxico(s) puede ser usado como un
terapéutico. La presente invencidédn es concerniente con
terapias a base de anticuerpos que involucran la
administracidén de anticuerpos de la invencidén a un animal,
un mamifero o un humano para tratar wuna enfermedad,
alteracién o condicidén moderada por 0X40. El1 animal o
sujeto puede ser un animal en necesidad de un tratamiento
particular, tai como un animal que ha sido diagnosticado
con una alteracidn particular, por ejemplo uno concerniente
con 0X40. Los anticuerpos dirigidos contra 0X40 son Gtiles
contra alergia, asma, enfermedades autoinmunes e
inflamatorias en animales, en los que se incluyen pero no
limitados a vacas, puercos, caballos, pollos, gatos,
perros, primates no humanos, etc., también como humanos.
Por ejemplo, al administrar una dosis terapéuticamente
aceptable de un anticuerpco anticuerpos de la presente
invencidén o un cocktel de los anticuerpos presentes o en
combinacién con otros anticuerpos de fuentes variables, los

sintomas de la enfermedad autoinmune o inflamatoria pueden
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ser reducidos o eliminados en el mamifero tratado.

Compuestos terapéuticos de la invencidn incluyen,
pero no estan limitados a, anticuerpos de la invencidén (en
los que se incluyen fragmentos, andlcgos y derivados de los
mismos como se describe en la presente) y &acidos nucleicocs
que codifican énticuerpos de la invencidén como se describen
a continuacidén (en los que se incluyen fragmentos, andlogos
y derivados de log mismecs y anticuerpos anti-idiotipicos
como se describe en la presente). Los anticuerpos de la
invencidén pueden ser usados para tratar, inhibir o impedir
enfermedades, alteraciones o condiciones asociadas con la
expresién aberrante y/o actividad de 0X40, en las que se
incluyen, pero nc limitadas a, cualquiera de una o mas de
las enfermedadesgs, alteraciones o condiciones descritas en
la presente. El tratamiento y/o prevencién de enfermedades,
alteraciones o condiciones asociadas con la expresidn
aberrante y/o actividad de 0©0X40 incluye perc no esta
limitado a, aliviar por lo menos sintomas asociados con
aquéllas enfermedades, alteraciones o cqndiciones. Los
anticuerpos de la invencidén pueden ser provistos en
composiciones aceptables farmacéuticamente como es conocido
en el arte o como se describe en la presente.

Los anticuerpos anti-0Xx40 de la presente
invencidén pueden ser usados terapéuticamente en una
variedad de enfermedades. La presente invencidén provee un
método para prevenir o tratar enfermedades moderadas por
0X40 en un mamifero. E1l método comprende administrar una
cantidad que incluye o trata una enfermedad de anticuerpo

anti-0X40 al mamifero. El anticuerpc anti-0X40 se enlaza a

VZ
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0X40 y regula 1la expresidédn similar de citogquina y el
receptor celular dando como resultado niveles de citoquina
caracteristicos de estado sin enfermedad. La seflalizacidn
de 0X40 ha sido enlazada a varias enfermedades tales como
alergia, asma y enfermedades asociadas con autoinmunidad e
inflamacidén, en los gque se incluyen esclerosis maltiple,

artritis reumatoide, enfermedad de intestino inflamatorio,

enfermedad de 1injerto contra huésped, encefalomelitis

autoinmune experimental (EAE) leishmaniasis experimental,
artritis colégeno—inducidé, ‘colitis (tal como colitis
ulcerativa), reaccicnes de hipersensibilidad al contacto,
diabetes, enfermedad de Crohn y enfermedad de Grave.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden
también ser Gtiles para prevenir o tratar otras
enfermedades, en las que se incluyen sarcoidosis,
enfermedades oculares autoinmunes, uveitis autoinmune,
dermatitis atdépica, miastenia grave, neuropatia autoinmune
(tal comoc Guilain-Barré), ureitis autoinmune, anemia
hemolitica autoinmune, anemia perniciosa, trombocitopenia,
arteritis temporal, sindrome anti-fosfolipidos, wvasculitis
{(tal como granulcmatosis de Wegener), enfermedad de Behcet,
psoriasis, dermatitis herpetiformes, pénfigo wvulgaris,
vitiligio, cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune,
tiroiditis Hashimoto, ooforitis y orquitis autoinmune,
enfermedad autoinmune de la glandula adrenal, lupus
eritematoso sistémico, escleroderma, dermatomicsitis,
polimisitis, dermatomiositis, espondiloartropatias {tal
como espondilitis anquilcsante), Sindrome de Reiter,

Sindrome de Sjogren y otros.
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Un agente terapéutico para usc en un sujeto
huésped produce preferiblemente pocas © ninguna respuesta
inmundgena contra el agente en diche sujeto. En una
modalidad, la invencidén provee un agente. Por ejemplo, en
una modalidad, 1la invencidn proporciona un anticuerpo
humanizado que produce y/o se espera que produzca una
respuesta de anticuerpo anti-ratén humana (HAMA) a un nivel
sustancialmente reducido en comparacidn con un anticuerpo
que comprende las regiones variables de cadena pesada ¥y
ligera en un sujeto huésped. En otro ejemplo, la invencidn
proporciona un anticuerpo humanizado que produce y/o se
espera que produzca minima © ninguna respuesta de
anticuerpo anti-ratdn humana (HAMA). En un ejemplo, un
anticuerpo de la invencidén produce respuesta anti-ratdn que
estd en o mencs de un nivel aceptable clinicamente.

La cantidad del anticuerpo que sera efectiva en
el tratamiento, inhibicidén o prevencién de una enfermedad o©
alteracidén asociada con la expresidén aberrante y/o
actividad de 0X40 puede ser determinada mediante técnicas
clinicas estandar. La dosificacién, dependera del tipo de
enfermedad a ser tratada, 1la severidad y curso de la
enfermedad, si el anticuerpo es suministrado por propdsitos
preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia y
respuesta clinica del paciente al anticuerpo y la
discrecidn del médico que atiende. El anticuerpo puede ser
administrado en regimeneé de tratamiento consistentes con
la enfermedad, por ejemplo, una sola dosis o menos dosis de
uno a varios dias para mejorar un estadoc de enfermedad o

dosis periddicas en un tiempo prolongado parxra impedir
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alergia o asma. Ademds, andlisis in vitro pueden ser usados
opcicnalmente para ayudar a identificar intervalos de
dosificacidn &ptimos. La dosis precisa a ser empleada en la
formulacién también dependerd de la ruta de administraciédn
y la seriedad de la enfermedad o alteraciédn y debe ser
decidida de acuerdo con el Jjuicio del wmédico vy cada
circunstancia del paciente. Las dosis efectivas pueden ser
extrapoladas de curvas de respuesta a la dosis derivadas de
sistemas de prueba in vitro o sistemas de pruebas en
modelos de animales.

Para anticuerpos, la dosificacidén administrada a
un paciente es comGnmente de 0.1 mg/Kg a 150 mg/Kg del peso
corporal del paciente. Preferiblemente, 1la dosificacidn
administrada a un paciente es de entre 0.1 mg/Kg a 20 mg/Kg
del peso corporal del paciente, mas preferiblemente 1 mg/Kg
a 10 mg/Kg del peso corporal del paciente. En general, los
anticuerpos humanos tienen una vida media més larga en el
cuerpo humanc que los anticuerpos de otra especie debido a
respuesta inmune a los polipéptidos extrafos. Asi,
dosificaciones mas bajas de anticuerpos humanos vy 1la
administracién menos frecuente es frecuentemente posible.
Ademas, la dosificacién y frecuencia de administracidn de
anticuerpos de la invencién pueden ser reducidas al mejorar
ia absorcién y penetracidén de tejido (por ejemplo, al

cerebro) de los anticuerpos mediante notificaciones tales

como, por ejemplo lipidaciédn. Para administraciocnes
repetidas en varios dias o mas, dependiendo de la
condicidén, el tratamiento es sostenido hasta gue se

presenta una supresidn deseada de sintomas de 1la
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enfermedad. Sin embargo, otros regimenes de dosificacidn
pueden ser UtUtiles. El1 avance de esta terapia es monitoreado
facilmente mediante técnicas y andlisis convencionales. Un
régimen de dosificacidén ejemplar para un anticuerpo anti-
LFA-1 o anti-ICAM-1 es revelado en WO 94/04188.

Los anticuerpos de la presente invencidn, que
pueden estar en forma de una compesicién, deben ser
formulados, dosificados Yy administrados de manera
consistente con la buena practica médica. Factores para
consideracidén en este contexto incluyen la alteracidén
particular que es tratada, el mamifero particular que es
tratado, la condicidén clinica del paciente individual, 1la
causa de la alteracidén, el sitio de administracidén del
agente, el método de administracidn, el Thorario de
administracidn y otros factores conocidos para los médicos
experimentados. La “cantidad terapéuticamente efectiva” de
la composicién de anticuerpo a ser administrada seréa
determinada por consideraciones tales come la cantidad
minima necesaria para impedir, wmwejorar ¢ tratar una
enfermedad o alteracién. El anticuerpo no necesita ser pero
es formuladc opcionalmente con uno o mas agentes usados
actualmente para impedir o tratar 1la alteracidén en
cuestidn. La cantidad efectiva de tales otros agentes
depende de la cantidad de anticuerpo presente en la
formulacidén, el tipo de alteracidén o tratamiento y otros
factores discutidos anteriormente. Estos son en general
usados en las mismas dosificaciones ‘y con rutas de
administracidén como se usan anteriormente en la presente o

alrededor de 1 a 99% de 1las dosificaciones hasta ahora
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empleadas.

Los anticuerpos de esta invencidén pueden ser
utilizados ventajosamente en combinacidén con otros
anticuerpos monoclonales © quiméricos o con limpocinas o
factores de crecimiento hematopoyético (tales como, por
ejemplo, IL-2, IL-3, IL-7 e IFN-vy), por ejemplo, que sirven
para incrementar el nimero o actividad de células efectoras
gue interactdan con los anticuerpos.

Los anticuerpos de la invencidén pueden ser
administrados solos o en combinacidén con otros tipos de
tratamientos, tales como terapias anti-inflamatorias,
farmacos inmunosupresores, inmuncoterapias, gquimioterapias,
broncodilatores, moléculas anti-IgE, anti-histaminicos o
anti-leucotrienos.

En un aspecto preferido, el anticuerpo esta
sustancialmente purificado (por ejemplo, sustancialmente
libre de sustancias que limitan su efecto o producen
efectos secundarios indeseables). Varios sistemas de
administracién son conocidos y pueden ser usados para
administrar un anticuerpo de la presente invencién, en los
que se incluyen inyeccidén, por ejemplo, encapsulacidén en
liposomas, microparticulas, microcapsulas, células
recombinantes capaces de expresar el compuesto, endocitosis
receptor-moderada (véase, por ejemplo, Wu, et al., J Biol
Chem 262:4429 (1987)), construccién de un acido nucleico
como parte de un vector retroviral u otro vector, etc.

El anticuerpo anti-0X40 puede ser administradc al
mamifero de cualquier manera aceptable. Métodos de

introduccién incluyen perc no estdn limitados a rutas
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parenteral, subcutéanea, intraperitoneal, intrapulmonar,
intranasal, epidural, inhalacidén y rutas orales y si se

desea para tratamiento inmunosupresor administracién

intralesional. Las infusiones parenterales incluyen
administracién intramuscular, intradérmico, intravenoso,
intraarterial o intraperitoneal. Los anticuerpos o

composiciones pueden ser administrados mediante cualquier
ruta conveniente, por ejemplo, mediante infusién o
inyeccidén de Dbolo, mediante absorcidén por medio de
revestimientos epiteliales o mucocutdnecs (por ejemplo,
mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden ser
administrados junto con otros agentes bioldgicamente
activos. La administracidén puede ser sistémica o local.
Ademds, puede ser deseable introducir los anticuerpos
terapéuticos o© composiciones de 1la invencidn al sistema
nervioso central mediante cualquier ruta apropiada, en las
gue se incluyen inyeccién intraventricular e intratecal; la
inyeccidn intraventricular puede ser facilitada por un
catéter intraventricular, por ejemplo, anexado a un
depbsito tal como un depdsito de Ommaya. Ademas, el
anticuerpo es administrado apropiadamente mediante infusién
pulsada, particularmente con dosis declinantes del
anticuerpo. Preferiblemente 1la dosificacidén es dada por
inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas o
subcuténeas, dependiendo en parte si la administracidn es
breve o crdnica.

La administracién pulmonar puede también ser
empleada, por ejemplo mediante el usc de un inhalador o

nebulizador y formulacidén con un agente de aerosol. El
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anticuerpo puede también ser administrado a los pulmones de
un paciente en forma de una compésicién en polvo seca
(véase, por ejemplo Patente Estadounidense 6,514,496).

En una modalidad especifica, puede ser deseable
administrar los anticuerpos terapéuticos o composiciones de
la invenciédn localmente al area en necesidad de
tratamiento; esto puede ser obtenido por ejemplo, a manera
de ejemplo y nc de limitacidén, infusidn local, aplicacidn
tépica, mediante inyeccidén, por medio de un catéter, por
medio de un supositorio o por medio de un implante, dicho
implante siendo un material poroso, no porosc o gelatinoso,
en los gque se incluyen membranas, tales como membranas
sialdsticas o fibras. Preferiblemente, cuando se administra
un anticuerpo de la invencién, se debe tener cuidado de
usar materiales a los cuales ia proteina no se absorbe.

En otra modalidad, el anticuerpo puede ser
administrado en un vesiculo, en particular un liposoma
(véase Langer, Science 249:1527 (1990); Treat, et al., in
Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer,
Lopez-Berestein, et al., eds., pp. 353-365 (1989); Lopez-
Berestein, ibid., pp. 317-27; see generally ibid).

En todavia otra modalidad, el anticuerpo puede
ser administrado en un sistema de liberacién controlada. En
una modalidad, se puede usar una bomba (véase Langer,
Science 249:1527 (1990); Sefton, CRC Crit Ref Biomed Eng
14:201 (1987); Buchwald, et al., Surgery 88:507 (1980);
Saudek, et al., N Engl J Med 321:574 (1989)). En otra
modalidad, se pueden usar materiales poliméricos (véase

Medical Applications of Controlled Release, Langer, et al.,
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eds., CRC Press (1974); Cdnt;olled Drug Bioavailability,
Drug Product Design and Performance, Smolen, et al., eds.,
Wiley (1984); Ranger, et al., J Macromol Sci Rev Macromol
Chem 23:61 (1983); véase también Levy, et al., Science
228:190 (1985); During, et al., Ann Neurol 25:351 (1989);
Howard, et al., J Neurosurg 71:105 (1989)). En todavia otra
modalidad, un sistema de 1liberacidén controlada puede ser
colocado en proximidad del objetivo terapéutico.

La presente invencién proporciona también
composiciones farmacéuticas. Tales composiciones comprenden
una cantidad terapéuticamente efectiva de anticuerpo y un
portador aceptable fisiclégicamente. En una modalidad
especifica, el - término “aceptable fisioldégicamente”
significa aprobado por una agencia regulatoria del Gobierno
Federal o Estatal o enlistado en 1la farmacopea de 1los
Estados Unidos de América u otra farmacopea reconocida en
general para usco en animales y mas en particular en
humanos. El1 término “portador” se refiere a un diluyente,
adyuvante, excipiente o vehiculo con el cual el terapéutico
es administrado. Tales portadores fisioldgicos pueden ser
ligquidos estériles, tales como agua y aceite, en los que se
incluyen aquéllos de origen de petréleo, animal, vegetal o
sintético, tal comoc aceite de cacahuate, aceite de sovya,
aceite mineral, aceite de sésamo y los semejantes. El agua
es un portador preferido cuando la composicidn farmacéutica
es administrada intravenosamente. Soluciones salinas vy
soluciones de dextrosa y glicerol acuosas pueden también
ser empleadas como portadores liquides, particularmente

para soluciones inyectables. Excipientes farmacéuticos
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apropiados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, malta, arroz, harina, vyeso, gel de silice,
esterato de sodio, monoesterato de glicerol, talco, cloruro
de sodio, leche descremada seca, glicerol, propilenglicol,
agua, etanol vy los semejantes. La composicidén puede
contener, si se desea, cantidades menores de aceites
humectantes o emulsificantes o agentes reguladores del PH.

Estas composiciones pueden tomar la forma de soluciones,

suspensiones, emulsidn, tabletas, pildoras, capsulas,
pclvos, formulaciones de liberacidén sostenida y los
semejantes. La composicidn puede ser . formulada como

supositcocrios, con aglutinantes y portadores tradicionales
tales como triglicéridos. La formulacién oral puede incluir
portadores estandar tales como grados farmacéuticos de
manitol, lactosa, almiddédn, esterato de magnesio, sacarina
de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Ejemplos de
portadores apropiados son descritos en “Remington’s
Pharmaceutical Sciences” by E. W. Martin. Tales
composiciones contendran una cantidad efectiva del
anticuerpo, preferiblemente en forma purificada, junto con
una cantidad apropiada de portador para proveer la forma
para administracidén apropiada al paciente. La formulacidn
se debe adaptar al modo de administracidn.

En una meodalidad, la composicidn es formulada de
acuerdo con procedimientos de rutina como una composicidn
farmacéutica adaptada para administracidén intravenosa a
seres humanos. Cominmente, las composiciones para
administracidén intravenosa son solucicnes en solucidn

reguladora del PH acuosa isotdnica estéril. En donde sea
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necesario, la composicién puede también incluuir un agente
solubilizante y un anestésico local tal como lignocaina
para aliviar el dolor en e1~sitio de inyeccidén. En general,
los ingredientes son suministrados vya sea separadamente o
mezclados conjuntamente en forma de dosgificacidén unitaria,
por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado
libre de agua en un recipiente sellado herméticamente tal
como una ampolleta o saco gue indica la cantidad de agente
activo. En donde 1la composicién va a ser administrada
mediante infusidn, puede ser surtida con una botella de
infusidén que contiene agua grade farmacéutico estéril o
solucidén salina. En donde la composicidn es administrada
mediante inyeccidn, una ampolleta de agua para inyeccidén o
solucidn salina puede ser provista, de tal manera que los
ingredientes pueden ser mezclados antes de la
administraciodn.

La invencién también proporciona un paguete
farmacéutico o kit gue comprende uno o© m&s recipientes
llenos con uno o mas de los ingredientes de 1las
composiciones farmacéuticas de la invencidn. Opcionalmente
asociada con tal(es) recipiente (s) puede estar una
notificacién en forma preescrita por una agencia
gubernamental que regula la manufactura, uso o venta de
farmacéuticos o productos bioldgicos, tal notificacidn
refleja la aprobacién por la agencia de la manufactura, uso
o venta para administracidn humana.

Ademds, los anticuerpos de la presente invencidn
pueden ser conjugados a varias moléculas efectoras tales

como polipéptidos heterdlogos, farmacos, radionucledtidos o

2
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toxinas. Véanse, por ejemplo, publicaciones de BPBCT WO
92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; Patente Estadounidense
5,314,995 y EP 396,387. Un anticuerpo o fragmentc del mismo
puede ser conjugado a una porcidn terapéutica tal como una
citotoxina (por ejemplo, un agente citostdtico o citocida),
un agente terap@utico o un ion de metal radiocactivo (por
ejemplo, emisores alfa tales como 213Bi). Un agente de

citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que

es perjudicial para las células. Ejemplos  incluyen
paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidium, emetina, mitomicina, etopbsido, tenopdsido,
vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina,
daunorubicina, dihidroxi antracindiona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, l-dehidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,

propanclel y puromicina y andlogos y hombéloges de 1los
mismos. Agentes terapéuticos incluyen, pero noc estan
limitados a antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-
mercaptopurina, #6é-tioguanina, c¢itarabina, S-fluorouracil
decarbacina) , agentes algquilantes (por ejemplo,
mecloretamina) tiotepa clorambucilo, melfalana, carmusting,
(BSNU) y lomustina {CCNU) , ciclotosfamida, busulfano,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-
diclorodiamin platino (IT) (DDP) (cisplatina),

antraciclinas (por ejemplo, daunorubicina (anteriormente

daunomicina) y doxorubicina), antibidticos (por ejemplo
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina,
mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes anti-mitdticos

(por ejemplo vincristina y vinblastina).
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Técnicas para conjugar tal porcidn terapéutica a
anticuerpos son bien conocidas, véase por ejemplo, Arnon,
et al., “Monoclonal Antibodies For Immunotargetin Of Drugs
In Cancer Therapy”, in Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Reisfeld, et al. (eds.), pp. 243-56 Alan R. Liss
(1985) ; Hellstrom, et al., “Antibodies For Drug Delivery”,
in Controlled Drug -Delivery, 2™ ed., Robinson, et al., pp-
623-53, Marcel -Dekker (1987); Thorpe, "“Antibodie Carries
Of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A Review, “in
Monocleonal Antibodies '84: Biological And Clinical
Applications, Pinchera, et al., eds., pp.475-506 (1985);
“Analysis, Results, And  Future Prospective  Of The
Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy,
“in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection and Therapy,
Baldwin, et al., ed., pp. 303-16, Academic Press (1985);
and Thorpe, et al., Immunol Rev 62:119 (1982) .
Alternativamente, un anticuerpo puede ser conjugado a un
segundc anticuerpo para formar un heteroconjugado de
anticuerpo. Véase, por ejemplo Patente Estadounidense
4,676,980.

Los conjugados de la invencidn pueden ser usados
para modificar una zrespuesta bioldgica dada, el agente
terapéutico o porcién de farmaco no serd interpretado como
limitado a agentes terapéuticos gquimicos c¢lasicos. Por
ejemplo, la porcién de farmaco puede ser una proteina o)
polipéptidc que posee una actividad bioldgica deseada.
Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal
como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas o toxina de

difteria; una proteina tal comc factor de necrosis de
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tumor, interferdén «, interferén B, factor de crecimiento de
nervios, factor de crecimiento derivado de plaquetas,
activador de plasmindgeno de tejido, un agente apoptdtico,
por ejemplec, TNF-a, TNE-$, AIM I ({véase, publicacidn
internacional No. WO 97/33899), AIM II (véase, publicacidn

internacional No. WO 97/34911), 1ligando Fas (Takahashi, et

al., Int Immunol, 6:1567 (1994)), VEGI (véase, publicacidn
internacional No. WO 99/23105); un agente trombdtico; un
agente anti-angiogénico, por ejemplo, angiostatina o

endostatina; o modificadores de respuesta bioldgica tales

como, por ejemplo, linfocinas, interleucina-1 (“IL-I"),
interleucina-2 (“IL-2"), interleucina-6 (“IL-6"), £factor
estimulador de colonia de macrdfago de granulocito (“GM-
CSF”), factor estimulader de colonia granulocito (“G-CSF”)

u otros factores de crecimiento.

TERAPIA GENETICA A BASE DE ANTICUERPO

En otro aspecto de la invencidn, acidos nucleicos
gque comprenden secuencias que codifican anticuerpos o©
derivados funcionales de los mismos, son administrados para
tratar, inhibir o impedir una enfermedad o alteracidn
asociada con la expresidén aberrante y/o actividad de 0X40,
por medio de terapia genética. Terapia genética se refiere
a terapia efectuada por la administracidén a un sujeto de un
dcido nucleico expresado o expresable. En esta ﬁodalidad de
la invencién, los &acidos nucleicos producen su proteina
codificada que modera un efecto terapéutico. Cualquiera de
los métodos de terapia genética disponibles pueden ser

usados de acuerdo con 1la presente invencidén. Métodos
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ejemplares son descritos posteriormente en la presente.

Para revisiones generales de los métodos de
terapia genética, véase Goldspiel, et al., Clinical
Pharmacy 12:488 (1993); Wu, et al., Biotherapy 3:87 (1991);
Tolstoshev, Ann Rev  Pharmacol Toxicol 32:573 (1993) ;
Mulligan, Science 260:3826 (1993); Morgan, et al., Ann Rev
Biochem 62:191 (1993); mayo, TIBTECH 11:155 (1993).

En un aspecto, el compuestc comprende secuencias
de &cido nucleico que codifican un anticuerpo, la secuencia
de dcidos nucleicos son parte de vectores de expresidn que
expresan el anticuerpo o fragmentos o proteinas quiméricas
o cadenas pesadas o ligeras de los mismos en un huésped
apropiado. En particular, tales secuencias de Aacido
nucleico tienen promotores enlazados cperativamente a la
regidn de codificacién de anticuerpo, el promotor es
inducible o constitutive y opcioconalmente especifico de
tejido.

En otra modalidad particular, se usan moléculas
de A&cido nucleico en las cuales las secuencias de
codificacién de anticuerpo y cualesquier otras secuencias
deseadas son flangqueadas por regiones que promueven
recombinacidén homdloga en un sitio deseado en el genoma,
proporcionande asi 1la expresién intracromosomal de los
adcidos nucleicos que codifican anticuerpo (Koller, et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 86:8932 (1989); Zijlstra, et al.,
Nature 342:43%5 (1989)). En modalidades especificas, la
molécula de anticuerpo expresada es un anticuerpo de una
gsola cadena; alternativamente, las secuencias de Aacidos

nucleicos incluyen secuencias que codifican tanto 1las
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cadenas pesadas como ligeras o fragmentos de las mismas del
anticuerpo.

La administracidén de 1los acidos nucleicos a un
paciente puede ser vya sea directa, en cuyo caso, el
paciente es expuesto directamente al 4&cido nucleico o
vectores portadores de acido nucleicce o indirecta, en cuyo
caso, las células son primero transformadas con los &acidos
nucleicos in vitro, luego trasplantadas al paciente. Estos
dos procedimientos son conocidos, respectivamente, como
terapia genética in vivo o ex vivo.

En una modalidad especifica, las secuencias de
dcidos nucleicos son administradas directamente in vivo, en
donde es expresada para producir el productc codificado.
Esto se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los
numerosos métodos conocidos en el arte, por ejemplo, al
construirlos como parte de un vector de expresidén de acido
nucleico apropiado y administrarlo de tal manera gue se
vuelva intracelular, por ejemplo, mediante infeccidn
utilizando retrovirales defectuosos o atenuados u otros
vectores virales (véase patente estadounidense No.
4,980,286) o mediante inyeccién directa de ADN desnudo ©
mediante el uso de Dbombardeco de microparticulas (por
ejemplo, una pistola genética; Biolistic, Dupont) o©
recubrimiento con 1lipidos o© receptores de superficie
celular o agentes de transfeccién, encapsulacidén en
liposomas, microparticulas o microcapsulas o} al
administrarlos en enlace a un péptidc que se sabe que entra
al nGcleo, al administrarlo en enlace a un ligando sujeto a

endocitosis moderada por receptor (véase, por ejemplo, Wu,
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et al., J Biol Chem 262:4429 (1987)) (gque puede ser usado
para apuntar tipos de células gque expresan especificamente
los receptores), etc. En otra modalidad, los complejos de
acido nucleico-ligando pueden ser formados en los cuales el
ligando comprende un péptido viral fuscgénico para someter
a disrupcidén endosomas, permitiendo que el &cido nucleico
evite degradacidn lisosomal. En todavia otra modalidad, el
dcido nucleico puede ser apuntado in vivo para la absorcidén
especifica de célula y expresidn, mediante apuntamiento de
un receptor especifico {véase, por ejemplo, publicaciones
de PCT WO 92/06180; WO 92/22635; W092/20316; W093/14188, WO
93/20221) . Alternativamente, el &cido nucleico puede ser
introducido intracelularmente e incorporado dentro del ADN
de célula huésped para expresidén, mediante recombinacidn
homéloga (Koller, et al., Proc Natl Acad Sci USA 86:8932
(1989); Zijlstra, et al., Nature 342:435 (1989)).

En una modalidad especifica, se usan vectores
virales que contienen secuencias de acido nucleico que
codifican un anticuerpo de la invencidén. Por ejemplo, se
puede usar un vector retroviral (véase Miller, et al., Meth
Enzymol 217:581 (21993)) . Estos vectores retrovirales
contienen 1los componentes necesarios para el empague
correcto del genoma viral e integracidn al ADN de célula
huésped. Las secuencias de &dcidos nucleicos que codifican
el anticuerpo a ser usado en terapia genética son clcnadas
a uno o mas vectores, lo que facilita la administracidén del
gen a un paciente., Mas detalle acerca de vectores

retrovirales se puede encontrar en Boesen, et al.,

RimtFherany A-7201 {1904) mia daacribhe &1 uan AdAe 11in wvector
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retroviral para'administrar el gen de mdrl a las células de
tallo hematopoyéticas con el fin de hacer a las cé&lulas de
tallo mis resistentes a quimioterapia. Otras referencias
que ilustran el usoc de vectores retrovirales en terapia
genética son: Clowes, et al., J Clin Invest 93:644 (1994} ;
Kiem, et al., Blood 83:1467 (1994); Salmons, et al., Human
Gene Therapy 4:129 (1993); y Grossman, et al., Curr Opin
Gen y Dev 3:110 (1993).

Adenovirus pueden también ser wusados en la
presente invencidn. Los adenovirus son vehiculos

especialmente atractivos en la presente invencidn para

administrar anticuerpos a epitelios respiratorios. Los
adenovirus infectan naturalmente los epitelios
respiratorios. Otros objetivos para Sistemas de

administracidn a base de adenovirus scon higado, el sistema
nervioso central, células endoteliales vy misculos. Los
adenovirus tienen 1la ventaja de ser aptos de infectar
células que no se dividen. Kozarsky, et al., Curr Opin Gen
Dev 3:499 (1993) presentan una revisidn de terapia genética
a base de adenovirus. Bout, et al., Human Gene Therapy 5:3
(1994) demostraron el usc de vectores de adenovirus para
transferir genes a los epitelios respiratorios de monos
rhesus. Otras instancias del uso de adenovirus en terapia
genética se pueden encontrar en Rosenfeld, et al., Science
252:431 (1991); Rosenfeld, et al., Cell 68:143 (1992);
Mastrangeli, et al., J Clin Invest 91:225 (1993);
publicacién de PCT W0%4/12649%; Wang, et al., Gene Therapy
2:775 (1995). El1 virus adeno-asociado (AAV) también ha sido

propuesto para usc en terapia genética (Walsh, et al., Proc



10

15

20

25

127

Soc Exp Biol Med 204:289 (1993); patentes estadounidenses
Nos. 5,436,146; 6,632,670; y 6,642,051).

Otro procedimiento a terapia genética involucra
transferir un gen a las células en cultivo de tejido
mediante métodos tales como electroporacidén, lipofeccidn,
transfeccién moderada por fosfato de calcio o infeccidn
viral. Usualmente, el métode de transferencia incluye la
transferencia de un marcador seleccionable a las células.
Luego las células son colocadas bajo seleccidén para aislar
aquellas células que han absocrbido y estan expresando el
gen transferido. Aguellas células son luego administradas a
un paciente.

En esta modalidad, el dcido nucleico es
introducido a una célula antes de la administracidn in vivo
de la célula recombinante resultante. Tal introduccidén se
puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido en
el arte, en 1los que se incluyen perc nc limitados a
transfeccidén, electroporacidén, microinyeccidn, infeccidn
con un vector viral o Dbacteridéfago que contiene las
secuencias de acido nucleico, fusidn celular, transferencia
genética moderada por cromosoma, transferencia genética
moderada por microcélula, fusidn de esferoplasto, etc.
Numerosas técnicas son conocidas en el arte para la
introduccidén de genes extrafios a células (véase, por
ejemplo, Loeffler, et al., Meth Enzymol 217:599 (1993);
Cohen, et al., Meth Enzymol 217:618 (1993); Cline, Pharmac
Ther 29:69 (1985)) y pueden ser usadas de acuerdo con la
presente invencidén, a condicidén de gque las funciones de

desarrollo y fisioldgicas necesarias de las células

2/,—_
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receptoras no sean sometidas a disrupcidén. La técnica debe
proveer la transferencia estable del A&acide nucleico a la
célula, de tal manera que el &cido nucleico es expresable
por la célula y preferiblemente heredable y expresable por
su progenie celular.

Las células recombinantes resultantes pueden ser
administradas a un paciente mediante varios métodos
conocidos en el arte. Células de sangre repombinantes (por
ejemplo, células de tallo hematopoyéticas o células
progenitoras) son preferiblemente administradas
intravenosamente. La cantidad de células contempladas para
uso depende del efecto deseado, estado del paciente, etc. y
puede ser determinada por aguel experimentadc en el arte.

Las células a las cuales un acido nucleico puede
ser introducido por propdsitos de terapia genética abarca
cualquier tipo de célula deseable disponible e incluye perao
no estan limitadas a células epiteliales, células
endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, células de
misculo, hepatocitos; células de sangre tales como
linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos,
neutrdéfilos, eosindfilos, megacariocitos, granulocitos;
varias células de tallo o progenitoras, en particular
células de tallo hematopoyéticas ¢ células progenitoras,
por ejemplo, tal como son obtenidas de médula &sea, sangre
de corddn umbilical, sangre periférica, higado fetal, etc.

En una modalidad, la célula usada para terapia
genética es autdloga al paciente, Secuencias de &cidos
nucleicos que codifican wun anticuerpo de 1la presente

invencién son introducidas a las células, de tal manera que
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son expresables por las células o su progenie y las células
recombinantes son luego administradas in vivo para el
efecto terapéutico. En una modalidad especifica, se usan
células de tallo o células progenitoras. Cualesquier
células de tallo y/o progenitoras que pueden ser aisladas y
mantenidas in vitro pueden potencialmente ser usadas de
acuerdo con esta modalidad de la presente invencidn (véase
por ejemplo publicacidén de PCT WO 94/08598; Stemple, et
al., Cell 71:973 (1992); Rheinwald, Meth Cell Bioc 21A:229
(1980); Pittelkow, et al., Mayo Clinic Proc 61 :771

(1986)) .

EJEMPLOS
La presente invencidén  puede ser ilustrada
adicionalmente por los siguientes ejemplos de modalidades
preferidas de la misma, aungue se comprenderd gque estos
ejemplos son incluidos solamente por propbésitos de
ilustracién y no pretende limitar el alcance de Ila
invencién a no ser que se 1indique de otra manera

especificamente.

EJEMPLO 1: PREPARACION DE UN OX40/FC INMUNOGENO HUMANO
Dos formas del receptor de 0X40 fueron usadas
como inmuhégenos para generar anticuerpos anti-0x40
antagonistas de la presente invencidén. La primera fue la
forma -soluble del receptor de 0X40 humano expresado como
proteina de fusién que comprende Fcyl humano y el dominio

extracelular codificado por los residuos de nucledtidos 105
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a 627 de SEQ ID NC: 1. La segunda forma fue un inmundgenc a
base de célula que comprende el 0X40 de plena longitud
expresado sobre la superficie de células L de fibroblasto
de ratdn transfectadas establemente.

La forma soluble de 0X40 fue clonada de un clon
de cADN de 0X40 aislado de células T CD4 humanas TCR-
activadas. Los dos cebadores usados para generar el clon de
CADN de 0X40 fueron: (1) un cebador de sentido que tiene la
secuencia de nucledtidoes cccaagctttaccccagcaacgaccggtgctgc
(SEQ ID NO: 3) gue contiene un sitio HindIITI y (2) un
cebador antisentido que tiene la secuencia de nucledtidos
cgcctcgaggaccteccacgggecgggtgg (SEQ ID NO: 4) gque contiene
un sitio XhoI en cuadro con Fcyl humano. El1 fragmento de
PCR de 540 bp resultante fue subclonado a un vector
disponible comercialmente gque contenia wuna secuencia de
péptido de senal de secrecién en el extremo 5’ y una
secuencia de Fcyl humana (regiones de articulacién o
engozne y regiones constantes CH2 y CH3) a el extremo 3'.
La composicidédn de 1los constructos fue confirmada mediante
secuenciacién.

Para la expresidn transitoria, el ADN de
0X40/Fcyl fue transfectado a células 293T (Invitrogen,
Carlsbad, CA) mediante Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante. A
las 72 horas post-transfeccidén, los sobrenadantes de
cultivo de 1las células transfectadas fueron recolectados
para la purificacién. La expresidén estable de 0X40/Fcyl fue
también establecida en una linea de célula 293T. Para

confirmar la expresidn, los sobrenadantes de cultivo fueron
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analizados mediante electroforesis de gel de poliacrilamida
de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Las proteinas
separadas fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa y
detectadas con anticuerpo monoclonal IgG anti-humano (Fc)
de ratdén peroxidasa de r&bano (HRP) conjugado (Sigma, St.
Louis, MO) o anticuerpos anti-0X40 de cabra policlonales
(R&D Systems, Minneapolis, MN) detectados con IgG anti-
cabra de HRP-burro (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA). Las proteinas 1inmunoreactivas fueron
identificadas sobre pelicula utilizando deteccidn de
quimio-luminiscencia mejorada (Pierce, Rockford, IL). El
0X40/Fcyl fue purificado con una columna de afinidad de
proteina-A  (Invitrogen, Carlsbad, Ca) equilibrada en
soiucién salina de pH regulado de fosfato (PBS). Después de
aplicar el sobrenadante de cultivo celular a la columna, la
resina fue 1lavada con aproximadamente 20 voluimenes de
columna de PBS seguido por un lavado con solucidn
reguladora del pH de SCC (citrato de sodic 0.05 M, cloruro
de sodio 0.5 M, pH 6.0} para remover las proteinas sin
enlazar. Las proteinas de fusién 0X40 fueron eluidas
utilizando citrato de sodio 0.05 M, cloruro de sodio 0.15 M
(pH 3.0) seguido por diédlisis en PBS (pH 7.0). Las
fracciones de la columna de afinidad que contienen
0X40/Fcyl fueron analizadas mediante SDS-PAGE. La pureza de
las proteinas fue analizada mediante tefiido de azul de
Coomagsie y la identidad de 1las proteinas mediante
inmunoabsorcidén de Western utilizando anticuerpc IgG (Fc)
anti-humano de cabra (Sigma, St. Louis, MO} y anticuerpo

0X40 anti-humano de cabra (R&D Systems, Minneapolis, MN)
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como se describe anteriormente.

La segunda forma de inmundgenc fue construida
utilizando cADN ©0X40 humano de plena longitud que fue
clonado de células T CD4 humanas TCR-activadas. Los dos
cebadores wusados fueron cebadores OX40-especificos gue
tienen la secuencia de nucledétidos
caccatgtgegtgggggcteggeggetggyg (SEQ ID NO: 5) Y
gatcttggccagggtggagtgggegteggee (SEQ ID NO: 6). El producto
de PCR resultante fue clonado directamente a un vector
disponible comercialmente vy transfectado establemente a
fibroblastos L de ratdn para la expresidén de alto nivel de
0X40. Antes de 1la administracidn, las células L de
inmundégenoc a base de célula fueron irradiadas con 6800
Grays utilizando un dispositivo GammaCell 1000 Elite modelo
A (MDS Nordion, Ottawa Canada) para inhibir la

proliferacidén del inmundgeno.

EJEMPLO 2: GENERACION DE MAB ANTI-OX40

Aproximadamente 20 pg del inmundgeno O0X40/Fcyl
soluble fueron combinados con adyuvante de Freund (1:1) vy
administrados a dos ratones A/J de seilis semanas de edad
(Harlan, Houston, Tex.) en tres inyecciones subcutéaneas
seguidas por una inyeccidn intraperitoneal (sin adyuvante)
a intervalos de 7 dias. Tres dias después de la inyeccidn
final, los esplenocitos de los ratones inmunizados fueron
fusionados con c¢élulas de 8P2/0 de mieloma murino de
acuerdo con el método de Groth y Scheidegger (J Immunol
Methods, 1980) como se describe posteriormente en la

presente.
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Para el inmunégeno a base de célula, 3x10°
células L transfectadas establemente de 0X40 gamma-
irradiadas fueron administradas a ratones A/J de seis
semanas de edad (Harlan, Houston, Tex.) mediante tres
inyecciones subcutdneas en PBS seguida por una inyeccidn
intraperitoneal a intervalos de 7 dias. Tres dias después
de la inyeccién final, los esplenocitos de ratones
inmunizados fueron fusionados con células de SP2/0 de
mieloma murino como se describe posteriormente en la
presente.

En la fusidn que conduce a la generacidn de mab
anti-0X40, suspensiones unicelulares fueron preparadas a
partir de los bazos de xyatones inmunizados y usados para
fusién con células de mieloma de Sp2/0 inmortalizadas (a
una proporcidén de 1:1) utilizando un agente de fusién
apropiado, poclietilenglicol (M. W. 1450) (Kodak, Rochester,
NY) y dimetil sulfédxido al 5% sulfdxidec de dimetilo (Sigma,
St Louis, MO) para formar células de hibridoma (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, pp.59-103 (1986). Después de 10 dias, las lineas

celulares de hibridoma fueron cultivadas en un medio

completo de cultivo de DMEM apropiado (Invitrogen,
Carlsbad, CA), gque contenia preferiblemente hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT), wuna sustancia gue inhibe el

crecimiento o supervivencia de células inmortalizadas sin
fusionar. De 2 experimentos de fusién 24,000 lineas
celulares inmortalizadas preferidas fueron obtenidas que se
fusionaban eficientemente, soportaba la produccién a alto

nivel estable de anticuerpo y eran sensibles al medio de
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EJEMPLO 3: SELECCION EN CUANTO A ANTICUERPOS ANTI-OX—40
ANTAGONISTAS

El medio de cultivo en el cual las células de
hibridoma fueron cultivadas fue analizado en cuanto a la
produccidén de anticuerpos monoclonales (mAb) dirigidoes
contra 0X40. La especificidad de enlace de mAb producidos
por las células de hibridoma fue determinada mediante tres
procedimientos diferentes: FMAT, ELISA e inmuncandlisis de

citometria de flujo.

A. Seleccidén de FMAT

Utilizando el procedimiento de FMAT, se
identificaron 220 1lineas celulares de  Thibridoma que
segregan mAb 0X40 anti-humano de ratdn por su fuerte
reactividad con células L OX40-transfectadas
transitoriamente, pero no con células L sin transfectar
falsas. Los sobrenadantes de hibridoma anti-0X40 fueron
seleccionados utilizando FMAT que emplea una plataforma de
barrido macroconfocal para formacidén de imagen Y
cuantificar tanto el nimero de células como fluorescencia
en un formato de placa de microtitulo de 96 cavidades.
Células L gque expresa antigeno 0X40 fueron incubadas con 5
pl de sobrenadante de hibridoma anti-0X40 y marcadas
fluorescentemente con anticuerpos IgG-Fcy anti-ratdn de
cabra Cy-5-conjugados (Jackson Laboratories, PA) que fueron
diluidos a 0.125 upg/ml en solucidn reguladora del pH de

seleccién. Las placas fueron exploradas después de 2 horas
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de incubacidén utilizando un sistema FMAT 8100 HTS (Applied
Biosystem, CA). Los resultados en la Tabla 1 muestran que
los clones B24 y B39 tienen actividad comparable con el

control positivo.

B. Seleccidédn mediante ELISA

Placas de 96 cavidades de cloruro de polivinilo
(Nunc, Roskilde, Dinamarca) fueron recubiertas durante toda
la noche a 4°C con OX40/Fcyl (5 ng/cavidad) o con Fcyl
humano (25 ng/cavidad) como un testigo de seleccién,
seguido por una incubacién de una hora con BSA al.2% en PBS

para bloguear el enlace no especifico. Aproximadamente 50

pl de sobrenadante de hibridoma fueron agregados e

incubades por 1 hora. Después de cuatro lavados con TWEEN®-
PBS al 0.05%, se agregaron aproximadamente 0.2 ug de Fcy
IgG anti-ratén HRP-cabra - (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, PA) durante 1 hora a temperatura ambiente
para detectar la presencia de anticuerpo anti-0X40
enlazado. Se agregarcn 100 pl de TMB 1 mM (Sigma) solucidn
de sustrato recién elaborada a cada cavidad durante 30
minutos y la reaccidén fue detenida al agregar 50 ml de H2SO4
0.2 M y las placas fueron leidas a 450 nm utilizando un
lector de microplacas (Molecular Devices, CA). De 24,000
cavidades, 220 fueron consideradas positivas mediante FMAT
y ELISA. Los datos representativos son reportados en la

Tabla 1.
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TABLA 1

FLI (Fluorescencia Num de Células Fluorescentes |ODysqg

media)
Clon #B24 5560 39 3.4
Clon #B39 7665.3 44 3.6
Testigo negativo 0 0 NA
Testigo positivo 5028.5 41 NA
C. Seleccion mediante Citometria de Flujo

Los 220 hibridomas positivos seleccionados

mediante FMAT y ELISA fueron también prcbados mediante

citometria de flujo utilizando células L 0X40 transfectadas

establemente

sobrenadantes

que

de

fueron

hibridoma

tefiidas

utilizando

anti-0x40

5 ul de

marcados

fluorescentemente mediante anticuerpc IgG-Fcy anti-ratdn de

cabra FITC-conjugado

(Jackson Laboratories,

PA) .

Los datos

presentados en la Tabla 2 corresponden al porcentaje de
células L OX40-transfectadas totales tefiidas utilizando
sobrenadante de hibridoma anti-0X40.
TABLA 2
Clon #B2 Clon #B17 Clon #B36 Clon #B37

% de Células
Fluorescentes

% de Células
Fluorescentes

% de Células
Fluorescentes

% de Células
Fluorescentes

Células L 0.82 0.7 0.9 0.4
Células L OX40L (304 0.3 15.0 32.7

De los 220 mAb anti-0X40 identificadcos en las
Tablas 1 v 2, los clones de mAb anti-0X40 B2, B24, B36, B37

y B39 mostraron enlace positivo a células L 0OX40L pero no a
las células L sin transfectar. B-17 fue rechazado debido a

gue no muestra enlace a células L 0X40L.
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EJEMPLO 4: CARACTERIZACION INICIAL DE mAb ANTI-OX40
ANTAGONISTAS

Después de identificar los 220 hibridomas que
producen anticuerpos especificos a 0X40 humano, los clones
fueron subclonados mediante procedimientos de dilucién
limitante y cultivos mediante métodos estandar (Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic
Press, pp. 59-103 (1986})). Los 220 mAb anti-0X40 secretados
por los sub-clones fueron purificados del medio de cultivo
mediante procedimientos de purificacidén convencionales

utilizando proteina A-Sefarosa.

A. Preparacién de Linea Celular

La influencia de la co-estimulacidén de 0X40 sobre
el desarrollo de célula T <CD4+ humana fue examinada
utilizando lineas celulares especificas y células T CD4+
naturales humanas aisladas recientes para caracterizar los
220 aglutinantes de mAb anti-0X40. Estas lineas celulares
incluian: (1) 1linea de c¢élula T CD4+ leucémica Hut-78
humana ©0X40 transfectada, (2) c¢élulas L de ratdén de
fibroblasto L OX40L-transfectadas y sus lineas celulares
padre (provistas por Dr. Yong-Jun Liu, M. D. Anderson
Cancer Center, Houston, TX), (3} células T CD4+ naturales
humanas y (4) células dendriticas humanas (DC} cultivadas
en presencia de IL-4 humano y GM-CSF y diferenciadas a
partir de monocitos CD 14+ aislados. La fraccidén de
cubierta amarilla de sangre recolectada de individucs

adultos saludables sirvié como fuente de células T
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naturales humanas aisladas mediante agotamiento magnético
(fenotipo CD4+, CD45RA+, CD45RO- y CD 14-); comc una fuente
de células dendriticas CDl1 Ic’': (CD) aisladas mediante
clasificacidn celular o come fuente de monocitos CD 14+

aislados que fueron diferenciados en CD inmaduras.

B. Analisis Funcionales

1, Analisis Hut-78

Células T de CD4+ leucémicas Hut-78 humanas 0X40
transfectadas fueron cebadas durante 48 horas en placas de
96 cavidades con 5 ug/ml de anti-CD3 (OKT3, BD Bioscences,
CA) v 1 ug/ml de mAb anti-CD28 (CD28.2, BD Bioscences, CA)
en presencia de células 0X40L L-transfectadas (6800 cGray)
irradiadas o células L sin transfectar a una proporcidn de
4:1 (células 0OX40-Hut78/células L). Los 220 mAb anti-0X40
identificados en el Ejemplo 3 fueron agregados al comienzo
del andlisis para seleccionar 1la actividad antagonista
definida como inhibicidén de 1liberacidén de citocina de
célula T CD4+. El1 analisis fue repetido tres veces
utilizando €l mismo protocolo. El experimento resumido en
la Tabla 3 es un ejemplo de tres mAb anti-0X40
representativos (B66, B76 y B86) y demostrd que las células
T activadas en presencia de células O0OX40L transfectadas
producen por lo menos 10 veces mas IL-2 (138 pg/ml) e IL-13
(620 pg/ml) que aquellas activadas en presencia de células
L sin transfectar (22 pg/ml para IL-2 y 70 pg/ml para
produccién de IL-13). La adicién de mAb anti-0X40
purificados B66 y B76 al cultivo celular bloqued la

produccién de citocina de linea celular T CD4' de manera
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sensible a la dosis. El clon B66 inhibid el 88% de I1IL-2 y
92% de produccidn de citocina IL-13 a la concentracidén més
alta (Tabla 3). De 1los 220 mAb anti-0X40 probados, 10
clones que muestran mas del 60% inhibicidn de producclidn de

citocina IL-2 e IL-13 fueron seleccionados (datos no

mostradcs) .
Tabla 3
OX40 [OX40 OX40-Hut-78+
Hut-78+ |Hm78+ + OX40L-células L+
+ Células 1.

Produccion de IC B66 B76 B86
Citocina {n:3) (n:3) n:3) (n:3)
AbConc(ug/ml) 0 20 0 1 5 20 0 1 5 20 0 1 5 20
L2 (pg/m}) + SD |22 1] 138 148 138 |61 27 15 138 |69 21 12 138 61 135 152

87 52 13.9 [13.5 (139 (i 3 5.7 139 {101 |86 93 13.9 |15 6.3 26.8
tL13 (pg/ml)+ 5D {70 0 620 1712 1620 139 |95 41 620 |31 [234 223|620 |623  |616 |645

1] 18.7 49.5 |64.7 [49.5 1333 (21.1 |23.6 149.5 (113 (251 (462 [49.5 |22.8 [27.9 |17.1

C. Analisis de Célula T CD4+ Natural

Con el fin de blogquear la co-estimulacidn de 0X40
de proliferacién de célula T y produccién de citocina, los
220 mAb anti-0X40 fueron seleccionados funcionalmente en
cuanto a su habilidad para inhibir la produccidn de
citocina, proliferacidén y para inducir la apdptosis en
células T CD4+ humanas. Células T CD4+ humanas naturales
fueron aisladas de la cubierta amarilla de sangre humano de
voluntarios adultos saludables (Gulf Coast Regional Blood
Center, Houston, TX) utilizando un kit de aislamiento de
célula T CD4+ natural disponible comercialmente (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA). Las células T CD4+ humanas naturales
aisladas fueron activadas con 5 pg/ml de anti-CD3 (OKT3, BD
Biosciences, CA) y 1 pg/ml de mAb anti-CD28 (CD28.2, BD

Biosciences, Ca) en presencia de células L 0X40L-
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transfectadas irradiadas o células L ©padres a una
proporcién de 1:4 (células L/células T CD4" naturales).
Después de siete dias de cultivo, 1las células T CD4+
naturales activadas en presencia de transfectantes de 0X40L
produjeron por lo menos 10 veces més IL-2 e IL-13 que
aquellas cebadas en presencia de células L (Figqura 2). Los
niveles de producciédn de citocina fueron medidos utilizando
un kit de ELISA de R&D Systems (Minneapolis, MN). Las
celulas también proliferaron mucho mas en presencia de la
co-estimulacidén de 0X40 como se muestra en la Figura 3).
Para las Figuras 2 y 3: los cuadros abiertos representan
Cb4 natural; los triangulos ablertos representan CD4+
natural con células L testigo; 1los triangulos soélidos
representan B66 con CD4+ naturales y células L 0X40L; los
cuadrados sdélidos representan 2C4 (Control de isotipo) con
células CD4+ naturales y células L 0X40L; v los circulos
s6lidos representan un control de mAb irrelevante G3-519
con células CD4+ naturales y células L 0X40.

La adicién del mAb anti-0X40 Beo al cultivo
inhibid la liberacién de citocina (Figura 2)., la
proliferacidén celular (Figura 3) e indujo apdptosis de
manera dependiente de la dosis en células L CD4' cebadas en

comparacién con los testigos 2C4 o G3-519 (Tabla 4).

Tabla 4
Células Inhibicidén de
apoptéticas (%) | supervivencia
(%)
Células T CD4+ Naturales + Células L 21.9 22
Células T CD4+ Naturales + Células L OX40L 11.0 11
Células T CD4+ Naturales + Células L OX40L + B66 (20 37.9 38
pg/ml)
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EJEMPLO 5: CARACTERIZACION ADICIONAL DE mAb ANTI-0X40
ANTAGONISTAS SELECCIONADOS

Las citocinas pueden controlar la diferenciacidn
de células T CD4+ naturales creando subconjuntos de células
T que son definidas por su perfil de produccidon de
citocina. IL-12 impulsa la diferenciacidén de células Thil
que producen principalmente IFN-y e IL-2 y son responsables
para controlar la inmunidad moderada por la célula vy
respuestas pro-inflamatorias. IL-4 polariza las células T
CD4 + naturales hacia células Th2 que producen
principalmente IL-4 e IL-5 y son responsables por el
control de inmunidad humoral v respuestas anti-
inflamatorias. Dos wmAb anti-0X40, Al0 y B66 seleccionados
de la caractérizacién inicial fueron probados tanto en
células Thl y Th2 en cuanto a su habilidad para bloguear 1la
proliferacidén de supervivencia y liberacidén de citocina.
Para hacer esto, fueron convertidas primero a una forma
guimérica que comprende las regiones variables del
anticuerpo padre murino Yy regiones constantes humanas.
Todos los anticuerpos comerciales vy citocinas fueron

comprados de BD Biosciences, CA.

A. Analisis de Thl

Células T CD4+ naturales humanas fueron aisladas
de la cubierta amarilla de sangre humana utilizando un kit
como se describe en el Ejemplo 4 (B) (2) anterior. Las
células fueron cebadas durante 7 dias para inducir un

perfil de produccién de Thl-citocina utilizando 5 pg/ml de
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anti-CD3 {(OKT3, 1 ug/ml de anti-CD28 (CD28.2) y 10 ug/ml de
anticuerpo neutralizante anti-IL-4 [MP4-25D2) en un medio
complementado con 50 ng/ml de IL-12 citocina. Las células
fueron cultivadas con mAb anti-CD3 y anti-CD28 en presencia
de células L OX40L-transfectadas irradiadas o células L
padres a una proporcién de 1:4 (células L/células T CD4+
naturales). La co-estimulacién de 0X40 incrementa la
supervivencia de células efectoras Thl como se muestra por
una disminucidén en el numero de células CD4+ positivas por
el tefido de anexina (Tabla 5). La adicidén del mAb anti-
0X40 guimérico B66 al comienzo del co-cultivo de células L
irradiadas inhibié esta supervivencia. La co—estimulac;én
de OX40 también incrementa la produccidén de IFN-y y la
adicién de B66 inhikid su produccidén de manera dependiente

de la dosis (Tabla 6).

TABLA 5
Sobrevivencia de Thl (%)
Células T CD4+ Naturales + Células L 52.6
Células T CD4+ Naturales + Células L. OX40L 65.9
Células T CD4+ Naturales + Células L. OX40L + B66 (0.2 pg/ml) 58.4
Células T CD4+ Naturales + Células L OX40L + B66 (2 pg/ml) 55.9
Células T CD4+ Naturales + Células L OX40L + B66 (20 ng/mi) 53.2
TABLA 6
Concentracion de Desviacién Estandar
IFN-y (pg/ml) (n:3)
Células Tht 10280.2 123.0
Células Thl + Células L 10934 .4 267.7
Células Thl -+ Células L OX40L 33040.4 237.5
Células Thi + Células L OX40L + B66 (0.2 pg/ml) 17148.3 2346
Células Thl -+ Células L OX40L + B66 (2 pg/ml) 110493 141.7
Células Thl + Células L OX40L + B66 (20 pg/ml) 11540.6 51.6
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B. Analisis de Th2

Células T CD4+ naturales humanas fueron aisladas
como se describe anteriormente. Las células fueron cebadas
durante 7 dias para inducir un perfil de produccidén de Th2-
citocina utilizando 5 ug/ml de anti-CD3, 1 ug/ml de anti-
CDh28 y 10 ug/ml de anticuerpo neutralizante anti-IFN-y en
un medio complementado con 50 ng/ml de IL-4 citocina. Las
células fueron cultivadas con mAb anti-CD3 y anti-CD28 en
presencia de cé&lulas L O0X4C0L-transfectadas irradiadas o
células L padres a una proporcién de 1:4 (células L/cé&lulas
T CD4+ naturales). La co-estimulacién de OX40 incrementa la
supervivencia de células efectoras Th2 comc se muestra por
una disminucidén en el nimero de células CD4+ positivas por
el tefiido de anexina (Figura 4). La adicién de mAb anti-
OX40 Al0 y B66 al comienzo del co-cultivo de células L
irradiadas inhibid esta supervivencia (Figura 4), también
como la proliferacién de células Th2 (Figura 5) vy
produccidédn de citocina de IL-2 (Figura 6A e IL-13 (Figura

6B) de manera dependiente de la dosis.

C. Analisis de Thl7

Un subconjunto unico de células T cebadas por la
presencia de IL-23 es caracterizado por la produccidén de
IL-17 e 1involucrado crucialmente en la patogénesis de
ciertas enfermedades inflamatorias crénicas. Datos
recientes han demostrado que las células Thl7 representan
un linaje completamente separado de c<¢élulas T CD4' que
divergen prematuramente de los linajes de Thl y Th2 y es

antagonizada por las citcocinas y rutas de sefilalizacidn que
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gobiernan el desarrcllo de células Thl y Th2. Células T
Thl7 fuercon cebadas para estudiar el efecto de co-
estimulacién de 0X40 y la habilidad de los mAb anti-0X40
antagonistas para inhibir la diferenciacidén de Thl7.

Células T CD4+ naturales fueron aisladas de
cubierta amarilla como se describe en el Ejemplo 4(B) (2).
Estas células fuercn cebadas durante 7 dias en presencia de
100 ng/ml de citocina IL-23 (R&D, Minneapolis, MN), 20
ng/ml cada unc de hIL-6 y hTGEFRl, 5 ug/ml de anti-CD3 pre-
recubierto (OKT3, BD Biosciences, CA), 1 ug/ml de anti-CD28
soluble (CD28.2), 10 upg/ml cada uno de anti-IL4 (MP4-25D2)
y anti-IFN-y (B27). Las células cebadas fueron lavadas y
sub-cultivadas por 3 dias adicionales con mAb anti-CD3 vy
anti-CD28 en presencia de células L O0X40L-transfectadas
irradiadas o células L padres a una proporcién de 1:4
(células L/células T CD4+ naturales). Al inducir la co-
estimulacidén de 0X40 por medio de células O0X40L L, las
células Thl7 proliferan 4 veées en comparacidén con las
mismas células cultivadas en ausencia de co-estimulacidn de
0X40L,. Les mAb anti-0X40 Al0 Y Bee inhibieron la
proliferacién de Thl7 de manera dependiente de la dosis

(Tabla 7)) .
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TABLA 7
CMP Media + Desviacion
5 (n:3) Estandar
Células Th17 + Células L 18092 2592.6
Células Th17 + Celulas L OX40L 66035.7 2106.2
Células Th17 + Células L. OX40L + Control de Isotipo (20 70176.7 3080.8
pg/ml)
Células Th17 + Células I. OX40L + A10 (0.2 ng/mi) 70176.7 7622.6
Células Th17 + Células L. OX40L + A10 (2 pg/ml) 40347.7 8059.5
Células Th17 + Células L. OX40L + A10 (20 pg/ml) 17456.7 563.9
Células Th17 + Células L. OX40L + B66 (0.2 pg/ml) 46735.3 10667.1
10 |Células Th17 + Células L OX40L + B66 (2 pg/ml) 31658.0 5492.6
Células Th17 + Células L. OX40L + B66 (20 pg/ml) 18336.3 056.4

La Tabla 8 demuestra que 0X40L mejord
significativamente la supervivencia de Th-17 (68% vs. 84%).
15 Esta supervivencia mejorada fue inhibida por mAb anti-0X40

Al0 y B66 de manera dependiente de la dosis (Tabla 8).

TABLA 8

20 Sobrevivencia de Th17 (%)
Células Th17 + Células L 68.4
Células Th17 + Células L OX40L 84.3
Células Th17 + Células L OX40L + Control de Isotipo (20 pg/ml) 84.3
Células Th17 + Células L. OX40L + A10 (0.2 pg/ml) 80.7
Células Th17 + Células L OX40L + A10 (2 pg/ml) 72.3
Células Th17 + Células L OX40L + A10 (20 pg/ml) 70.7
Células Th17 + Células L OX40L + B66 (0.2 pg/ml) 77.0
Células Th17 + Células L OX40L + B66 (2 pg/ml) 74.1

25 |Células Th17 + Células L OX40L + B66 (20 pg/ml) 67.3

Al evaluar la expresién intracelular de 1la
proteina Survivina, que es un inhibidor de apdptosis y un

objetivo potencial de la proteina 0X40, la estimulacidén de
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inhibida por los mAb anti-0X40 AlQ0 y B66 de manera

dependiente de la dosis (Tabla 9).

TABLA 9
Expresion de Survivina (%)
Células Th17 + Células 1. 19.2
Células Th17 + Células L. OX40L 49.0
Celulas Th17 + Células L OX40L + Control de Isotipo (20 ng/ml) 45.4
Células Th17 + Células L OX40L + A10 (0.2 pug/ml) 34.3
Células Th17 + Células L OX40L + A10 (2 pg/ml) 228
Células Th17 + Células L OX40L + A10 (20 pg/ml) 15.4
Células Th17 + Células I, OX40L + B66 (0.2 ug/ml) 45.2
Células Th17 + Células L OX40L + B66 (2 ng/ml) 28.3
Células Th17 + Células L. OX40L + B66 (20 ug/ml) 203

En comparacidn con las células cebadas Thl, las
células Thl7 mostraron niveles significativamente mé&s altos
de IL-17 después de 7 dias de cebadoc de células T CD4+
naturales. Después de un co-cultivo adicional de Thl7 con
células L transfectadas por OX40L irradiadas co células L
padres, las células Thl7 produjercon niveles significativos
de 1IL-17 en presencia de co-estimulacién de 0X40 en
comparacién con células cebadas Thl. Esta produccién de IL
17 fue inhibida por mAb anti-0X40 quiméricos Al0 y B66 de
manera dependiente de la dosis (Tabla 10) en comparacidn

con el control de isotipo G3-519 (IC).

TABLA 10
TH-17 TH-1

Concentracion SD Concentracion sD

de IL-17 (pg/ml) (n3) de IL-17 (pg/ml) {n:3)

Células CD4" + Células L 469.7 411 29.8 5.4
Células CD4" /Células L. OX40L 2264.1 40.8 20.5 4.7
Células CD4" /Células L OX40L + Control de Isotipo (20 pg/mli) 2032.7 90.0 56.1 10.7
Céiulas CD4”" /Células L OX40L + A10 (0.2 pp/ml} 2054.6 254.0 414 8.4
Células CD4" /Células L OX40L + A10 (2 pg/ml) 1795.1 304.6 393 94
Células CD4" /Células L OX40L + A10 (20 pg/mi) 1059.9 448.6 54.1 5.7
Células CD4" /Células L OX40L + B66 (6.2 ng/mi) 22963 56.8 56.6 - 5.8
Células CD4" /Células L. OX40L + B66 (2 pg/ml) 1144.0 224.5 63.1 37
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D. Comparacién con L106

La habilidad de los mAb anti-0X40 Al0 y B66 para
inhibir la liberacidn de citocinas IL-2 e IL-13 de células
T CD4+ humanas activadas en presencia de co-estimulacién de
0X40 fue comparada con el anticuerpo anti-O0X40 comercial
L1006 (BD Bioscience, San Jose, CA) utilizando el mismo
protocolo del Ejemplo 4(B) (2). La inhibicién de produccidn
de citocina por L 106 no fue estadisticamente diferente del
anticuerpc de control (véase Figura 7). De aqui, el
anticuerpo parecid ser no funcional (esto es, ninguna

actividad agonista ¢ antagonista).

EJEMPLO 6: HUMANIZACION DE UN mAb ANTI-OX40

Las secuencias de &cidos nucleicos de la regidn
variable de cadena pesada (Vy) y la regidén variable de
cadena ligera (Vy) del mAb murino Al0 y B66 son ilustradas
en las Figuras 14A-D. La Figura 12 proporciona las
secuencias de aminocdcidos de la regidén variable de cadena
ligera de anticuerpos murinos (derivados de la secuencia de
ADN) de 252-B66 y 252-Al0 en comparacidén con la plantilla

de cadena ligera humana escogida. Ambos anticuerpos acttan
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como antagonistas de O0X40 y compiten entre si. Estas
secuencias fueron comparadas con secuencias de linea
germinal de anticuerpc humano disponibles en bases de datos
piblicas. Varios criterics fueron usados cuando se decide
en una plantilla, en los gque se incluyen la longitud
global, posicién de CDR similar dentro de la estructura,
homclogia glcobal, tamafioc de 1la CDR, etc. Todos estos
criterios tomados conjuntamente proporcicnan un resultado
para escoger la plantilla humana éptima como se muestra en
la alineacidén de secuencias entre las secuencias de cadena
pesada y ligera de mAb Al0 y Bée y 1las respectivas
secuencias de plantilla humanas ilustradas en las Figuras
12A y B. Un Fab quimérico en un vector de fago fue
construido como testigo que combind las regiones variables
del murino Al0 y la regidn constante de 1la cadena KkKappa
humana y la parte CH1 de IgG humana.

En este caso, mas de una plantilla de estructura
humana fue usada para disefiar este anticuerpo. La plantilla
humana escogida para la cadena de Vy fue una combinacidn de
IGHV 1-46 del subgrupc V1 (Namero de Acceso Gene Bank
X92343) y linea germinal IGHJ4 (nimero de acceso de Gene
Bank J00256) (véase Figura 12B). La plantilla humana
escogida para la cadena V, fue una combinacién de IGKV4-1
(nGmero de acceso de Gene Bank Z00023) y la plantilla de
linea germinal J IGHJ1 (namerc de acceso de Gene Bank
J00242) (véase Figura 12A). La Figura 12B proporciona la
secuencia de aminocacidos de 1la regidén variable de cadena
pesada del anticuerpo murino (derivade de la secuencia de

ADN), su alineacidén con plantillas de linea germinal humana
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seleccionadas y la secuencia de la regidn variable
humanizada de Al0(TH)hu336F. La numeracidn de la secuencia
de aminoécidoé se hace de acuerdo con el método de Kabat.
Las CDR murinas de Al0 fueron insertadas sobre una
estructura variable humana. En esta secuencia, el namero
total de residuos de aminodcidos en la estructura es 87, el
namero total de residucs de aminodcidos diferentes entre la
estructura humana y murina es 21 y no se retienen residuos
murinos en la estructura de la cadena pesada humanizada.

La comparacién de secuencias reveld que el
anticuerpc murino B66 diferia de Al0 en solamente cuatro
amincdcidos en 1la secuencia variable, pero el anilisis
funcional discutido en el Ejemplo 4 mostrado anteriormente
demostré gque B66 tuvo enlace y habilidad antagonista de
OX40 mas alta. Dos de los cambios de aminocdcidos en B66
estuvieron ubicados en la primera CDR y son cambios de la
secuencia de linea germinal de ratdén. Se razond que estos
cambios podrian ser responsables por la actividad mejorada
del B66. Sin embargo, cuando las CDR de estos anticuerpos
fueron insertadas dentro de una estructura variable humana,
B66 secretd deficientemente y fue por consiguiente, menos
apropiado para desarrollo adicional. Por consiguiente, la
CDRL1 de B66 y CDRL2 y CDRL3 de Al0 fueron escogidas para
insertar sobre una plantilla variable humana para elaborar
un antagonista anti-0X40 humanizado. Mediante este método,
la afinidad de enlace vy actividad antagonista de I1la
molécula Al0 humanizada fue incrementada en relacidén con el

anticuerpo murino padre.
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A, Anjlisis cinético de Fab de anti-0X40 mediante BiaCore

La Figura 13 muestra el enlace de 0X40 de 1la
mclécula resultante en comparacidén con la melécula murina
original. La CDRL1 fue también mutada para reflejar la
secuencia de CDRL1 original de Al0. El1 reemplazo de la
CDRL1 de Al0 con la CDRL1 de Bé66 dio como resultado
actividad de enlace incrementada de la molécula AlO
“humanizada” Al0(TH)hu336F. La Figura 15 muestra qgue el
clon humanizado Al0(TH)hu336F, Al0 murino y su forma

guimérica computen igualmente bien por 0X40.

EJEMPLO 7: CARACTERIZACION DE VARIANTES HUMANIZADAS DE
Al0 (TH) HU336F

Seis variantes del candidato AlQ0 humanizado
Al0(TH)hu336F fueron sgeleccicnadas utilizando un analisis
de ELISA de enlace, andlisis de enlace a base de célula y
andlisis funcionales adicionales que demuestran su
actividad antagonista. Dos de los seis Al0 humanizados, las
variantes Al0-D y F fueron sometidas a seis analisis
funcionales.

Las regiones variables humanizadas -descritas
anteriormente fueron clonadas a vectores de expresiodn
mamiferos de tal manera gque las regiones variables
humanizadas fueron fusionadas en cuadro con regiones
constantes humanas cuandc son expresadas. Candidatos
humanizados adicionales fueron también clonados a vectores
de expresidn mamiferos para producir anticuerpo entero para

pruebas. Estos candidatos adicionales incluyen la regidén VL



de Al0 humanizada con la CDRL1 de AlQ original (A y D), la
regidn VL de Al0 humanizada con el numero de Kabat 34
cambiado de asparagina (N) a histidina (H) (B y E) (la CDR-
L1 en esta variante comprende la secuencia de aminoacidos
5 KASQTVDYDGDSYMH (SEQ ID NO: 61) y una regidn VH humanizada
alternativa que contiene wuna leucina murina (L) en el
numerc secuencial 70 (Al10 L70) (numero de Kabat 69). Los
anticuerpos fueron expresados en células mamiferas en las
combinaciones mostradas en la Tabla 11. La Tabla 12 muestra
10 los datos de Biacore correspondientes. La secuencia de
acidos nucleicos de las regiones varilables de estos
candidatos humanizados también como las regicnes variables

murinas son presentadas en la Figura 14.

15 Tabla 11
Nembre de anticuerpo Candidato variable Candidato variable
entero Kappa pesado
A Al0 LC (SH) AlQ L7Q
B Al10 LC (SN) Al0 L70
C A10 LC (TH) hu 336 Al0 L70
D AlQ LC (SH) A10 humanizado
B A10 LC (SN) A10 humanizado
F Al0 LC (TH) hu 336 A10 humanizado
20
Tabla 12
Muestra KD {nn] ka [M- SE (ka) kd [s-1} | SE (kd) X?
1s5-1]
A 1.38 1.31 eb 452 1.79 e-4 | 7.44 e~7 | 0.257
B 0.9%4 1.70 e5 355 1.56 e-4 | 6.50 e-7 | 0.524
C 1.44 1.16 e5 483 1.51 e-4 1 8.28 -7 | 0.352
y; 1.21 1.40 e5 508 1.70 e-4 | 8.55 e~7 | 0.319
25 E 1.25 1.51 e5 391 1.91 e-4 } 8.48 e-7 | 0.395
F 1.12 1.41 e5 474 1.58 e-4 7.53 e~ 0.267

A. Analisis de células T CD4+ naturales TCR-activadas

Las c¢células T CCD4+ humanas naturales fueron
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activadas de acuerdo con el mismo protocole descrito en el
Ejemplce 4 (B) (2) anterior. Después de siete dias de
cultivo, células T CD4+ naturales activadas en presencia de
0OX40L produjeron por lo menos 10 veces mas IL-2, IL-5 e IL-
13 y proliferaron significativamente més que 1o hicieron
aquellas cebadas en presencia a células L (Figura 8).

Las variantes humanizadas A10-D Yy Al0-F
inhibieron la liberacidén de citoquina (IL-2/IL-5/IL-13) vy
la proliferacidn de células T CD4+ al mismo nivel como las
formas padre y gquimérica murinas de Al0 en comparacidén a un

control isotipo (Figura 8).

B. Analisis de células T cebadas

Las variantes humanizadas Al10-D y Al0-F fueron
probadas en cuanto a sus actividades antagonistas;
inhibieron la preliferacién y liberacién de citoquina de
células T cebadas Thl, células T cebadas Th2 y cé&lulas Thl7
en presencia de células L O0X40L transfectadas irradiadas o
células L padres (véanse protocolos en el Ejemplo 5).

Bajo condiciones de Thl, las variantes
humanizadas Al0-D y AlOF inhibieron 1la produccidn de
citoguinas de IL-2, IL-5, IL-13 y proliferacidén celular al
mismo grado como los mAb gquiméricos (CC-Al0) y de ratédn
padre (M-Al0} en comparacidén con el control de isotipo
{Figura 9) .

Bajo condiciones Th2, las variantes humanizadas
Al10-D y Al0-F mostraron un efecto antagonista sobre las
células T CD4+ activadas al inhibir su proliferacidén vy

liberacidén de citoguina (IL-2, IL-5 e IL-13). (Figura 10).
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Las variantes humanizadas Al0-D y AlO0-F fueron

también probadas en ~paralelo con sus mAb anti-0X40

quiméricos y de ratén con el fin de comparar sus

actividades antagonistas sobre la proliferacidn celular de
Thl7, produccidén de citoquina de IL-17 y apoptosis celular.

Los resultados son mostrados en la Tabla 13.

TABLA 13
Proliferacidn IL-17 GM-CSF
(CPM) + SD (pg/ml) + SD (pg/ml) +
SD
Células Thl7+L 23997 + 1715 14 + 9 319 + 280
Th17+0X40L~-células L 167684 + 581 858 + 205 1941 + 246
Th17+0X40L-células L+AL0-D (0.3 pg/ml) 87715 + 10048 313 + 76 1730 + 187
Th17+0X40L~células L+A10-D (3 pg/ml}) 11486 + 1901 107 + 49 533 + 120
Th17+0¥40L~células L+A10-D (30 pg/ml) 12365 + 3514 184 + 214 410 + 312
Th17+0X40L-células L+Al10-F (0.3 pg/ml) 65957 + 18160 240 + 37 1414 + 240
Th17+0X40L-células L+AR10-F (3 npg/ml) 10376 + 2628 152 + 26 455 + 108
Th17+0X40L-células L+A10~F (30 pg/ml) 9380 + 2673 106 + 33 203 + 63
Th17+0X40L-células L+CC-A10 (0.3 pg/ml) 94905 + 15869 278 + 46 1743 + 303
Thl17+0X40L-células L+CC-Al1l0 (3 pg/ml) 17566 + 1636 135 + 55 626 + 224
Th17+0X40L-¢élulas L+CC-A10 (30 pg/ml) 9029 + 2090 125 + 58 235 + 125
Th17+0X40L-células L+M-Al0 (0.3 ng/ml) 106682 + 8066 373 + 99 1550 + €95
Th17+0X40L-células L+M-AL0 (3 pg/ml) 18797 + 4807 88 + 9 253 + 23
Thi17+0X40L-¢células L+M-A10 (30 pg/ml) 6934 + 997 97 + 48 40 + 16
Thl7+0X40L-células L+IC (0.3 pg/ml) 168442 + 21659 866 + 218 1937 + 131
Th17+0X40L-células L+IC (3 pg/ml) 151481 + 3176 862 r 371 1861 + 295
Thl7+0X40L~células L4+IC (30 ng/ml) 149621 + 6010 918 + 529 1575 + 229
Por medio de la identificacidén de células
apoptéticas mediante citometria de flujo y tefnido de

Anexina-vV,

los datos presentados en la Tabla 12 demuestran

gque OX40L disminuydé significativamente la apoptosis Thl7,

mientras que las
incrementaron la
dosis, en

isotipo G3-159 (UC)

apoptosis

comparacidn

variantes

(Tabla 14).

de manera

con  un

humanizadas

tratamiento de

A10-D y AlO-F
dependiente de la

control de
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TABLA 14

Sobrevivencia de TH17 (%)

Thl7+células L 20.4
Thl17+0X40L-células L 39.2
Th17+0X40L-células L+A10-D (0.3 pg/ml) 49.6
Th17+0X40L-células L+A10-D (3 pg/ml) 18.0
Th17+0X40L-células L+Al0-D (3.0 pg/ml) 22.3
Thl7+0X40L-células L+IC (0.3 pg/ml) 46.6
Th17+0X40L-células L+IC (3 pg/ml) 47.1
Thl7+0X40L-células L+IC (30 pg/ml) ' 44.8

C. Células dendriticas Th2/TSLP

Células dendriticas CDllc’ (CD) fueron aisladas
de la cubierta amarilla de sangre humana de voluntarios
adultos saludables. La poblacidn CD-enriguecida fue
obtenida a partir de PBMC mediante inmunoseleccidn negativa
utilizando una mezcla de mAb contra Jlos marcadores de
linaje CD3 (OKT3), CDl14 (M5E2}, CD15 (HB78), CD20 (L27),
CD56 (B159) y CD235x (10F7MN). La poblacidén se hizo pasar a
través de perlas magnéticas IgG-recubiertas anti-ratén de
cabra (M-450; Miltenyi Biotec; CA) para remover las celulas
enlazadas. El linaje CDllc™ y células CD4" fueron aisladas
mediante un FACS Aria (utilizando anti-CDllc (APC)-marcado
aloficocuanina (B-1ly6)), una mezcla de mAb FITC-marcados
CS19 (HIB19) y CD56 (NCAM16.2) y CD AP-Cy7-marcado (RPA-T4)
para llegar a >l 99% de pureza. Los CD CDllc' fueron
cultivadas en un medic de Yssel que contiene suero AB
humano al 2% (Gemini Bio-Products, Woodland, CA). Las
células fueron sembradas a una densidad de 2 x 10°
células/200 ml de un medio en placa de 96 cavidades de
fondo plano en presencia de 15 ng/ml de TSLP (TSLP humana

recombinante donado generosamente por el Dr. Yun-Jun Liu,
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M.D. Anderson Cancer Center) durante 24 horas.

Células T naturales CD45RA™ CD4" alogén:
(pureza >99%) fueron aisladas utilizande el kit 1II
aislamiento de células T CD4” (Miltenyi Biotec, CA) seg
por clasificacién celular (como una fraccidn de CD4" CD4
CD45RO-CD257) . Las células fueron co-cultivadas con cél
dendriticas mieloides TSLP-estimuladas lavadas (1
(proporcidén de CD/células T, 1:5) en una placa de cul-
de 96 cavidades de fondo redonde durante 7 dias. Despué
un ciclc de estimulacidén (7 dias) por las mCD, las cél

T CD4’ cebadas fueron recolectadas y lavadas.
Para la deteccidn de produccidn de citoquine

los sobrenadantes del cultivo, las células T fueron

estimuladas con anti-CD3 5pg/ml enlazado a la placa

ng/ml de anti-CD28 socluble a una concentracidon de

células/ml por 48 horas. Los niveles de IL-5, IL-13 y TI

fueron medidos mediante ELISA. La proliferacidn celule

produccidén de citoquina en células ThZ cebadas con

mieloides TSLP-activadas fueron inhibidas en presenciz

la wvariante humanizada Al0-F, en comparacién con
anticuerpo de control de isotipo (Tabla 15).
TABLA 15
Proliferacidn IL-5 IL-13 TNF-o
({CPM) + SD (pg/ml) + SD (pg/ml) + SD (pg/u
Th2 2475 + 31 0 0
Th2+TSLP-CD 195546 + 17034 2188 + 560 5107 + 934 45¢€
Th2+TS5LP-CD-AL10-F 95335 + 13716 210¢ 1 811 1973 + 289 174
(0.12 pg/ml)
ThZ+TSLP-CD-A10-F (6 70750 + 19116 508 + 93 1943 + 68 g5
pg/ml)
Th2+TSLP-CD-A10-F (60 56792 + 2993 384+ 133 1728 + 243 93
pg/ml)
Th2+TSLP-CD-IC (0.12 191760 + 1838 3271 + 652 5341 + 1184 543
pg/ml) )
Th2+TSLP-CD-IC (6 211124 + 16370 1885 + 281 4887 + 673 392
pg/ml)
Th2+TSLP-CD-IC (12 213641 + 14303 2261 + 116 5632 + 356 474
ug/ml)
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Para la produccidén de citoquina intracelular, las
células T CD4" cebadas fueron estimuladas con 50 ng/ml de
PMA més 2 upg/ml de ionomicina durante 6 horas. Diez pg/ml
de brefeldina A (eBioscience, San Diego, CA} fueron
agregados durante las 2 horas finales. Las c¢eélulas fueron
tefiidas con la combinacidén mAb PE-marcados a IL-2 e IL-13 vy
anti IFN-y FITC-marcados o anti-TNF-a utilizando soluciones
reguladgoras del pH de Fijacion =y Permeabilizacidn
{eBlioscience, CA). La produccién de citoquina IL-2, IL-13 y
TNF-o en células Th2 cebadas con CD mieloides TSLP-
activadas fue 1inhibida en ©presencia de la variante
humanizada Al0-F, en comparacidn con un anticuerpo de

control de isctipc {Tabla 1¢6).

TABLA 16
IL-2 % de células IL-13 % de células TNF-a % de células
flueorescentes fluorescentes fluorescentes
Th2 NA NA NA
Th2+TSLP-CD 71 11 44
Th2+TSLP-CD+A10- 63 10 31
F (.12 pg/ml)
Th2+TSLP-CD+A10~ 57 5 30
F (6 pg/ml)
Th2+TSLP-CD+A10- 57 5 28
F (60 ug/ml)
Th2+TSLP-CD+IC 72 15 53
(0.12 pg/ml)
Th2+TSLP-CD+IC 73 13 54
(& pg/ml)
Th2+TSLP-CD+IC 69 16 49
{12 pg/ml)
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La coestimulacidn de 0X40 incrementod la
supervivencia de células ThZ cebadas como se muestra por
una disminucidén en el numero de células CD4+ tenidas con
anexina y un numero incrementado de celulas D4+ con
expresién de proteina Survivina intracelular. Sin embargo,
la adicidén de 1la variante humanizada Al0-F al cultivo
celular indujo un incremento significativo en apoptosis y

una expresioén maés baja de Survivina (Tabla 17).

TABLA 17
Tefiido con Anexina (%) Survivina (%)
Th2 NA NA
THZ2+TSLP-CD 12 90
Th2+TSLP-CD+A10-F (0.12 24 86
pg/ml)
Th2+TSLP-CD+A10-F (6 29 76
pg/ml)
Th2+TSLP-CD+A10-F (60 35 70
pg/ml)
Th2+TSLP-CD+IC (0.12 14 80
pg/ml)
Th2+TSLP-CD+Al0-F (6 14 86
ug/ml)
ThZ2+TSLP-CD+Ai0-F (60 14 90
pg/ml)

D. Protocolo de Thl/LPS-CD

Para analizar la polarizacién de células T hacia

un perfil de Thl, c¢élulas T <CD4 naturales fueron co-
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cultivadas con CD monocito-derivadas alogénicas que habian
sido estimuladas con LPS durante 24 horas. Las CD fueron
generadas a partir de PBMC mediante el protocolo estandar
bien conocido en el arte. Las PBMC de baja densidad fueron
cosechadas Y células CD14+ fueron seleccionadas
positivamente usando microperlas de C(CD14 y equipo de
AutoMacs (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Para inducir la
diferenciagién de CD, 10° células/ml de monocitos CD14+
fueron cultivadas en un medio completo (RPMI-FBS al 10%),
500 IU/ml de rGM-XSF humano (R y D Systems, MN) y 400 IU/ml
de rIL-4 humana (R y D Systems, MN) a 37° C bajo una
atmésfera de CO, al 5%. En el dia 2 o 3, los cultivos CD
recibieron una dosis adicional de GM-CSF e IL-4. En el dia
5, las CD no adherentes fueron <cosechadas mediante
pipeteadc moderado y re-cultivadas con 1 pg/ml de LPS
(Sigma-Aldrich, MO} . Las CD LPS-activadas fueron
cosechadas, lavadas y usadas para cebar células T CD4
naturales a células T Thl polarizadas. Las célulés fueron
incubadas en una placa de 96 cavidades a una proporcidn de
CD/T de 1:4. Las variantes humanizadas A10-D y AlO0-F fueron
también probadas en cuanto a sus actividades antagonistas y
la habilidad para inhibir la proliferacidn y produccidn de
citogquina de células T Thl cebadas en presencia de CD LPS-
activadas. Las variantes humanizadas Al0-D y F inhibieron
la produccidén de citoquinas IL-2, IFN-y y TNF-o y
proliferacidén celular al mismo grado como los mAb variantes
quiméricos (CC-Al0) y de ratén (MA-10), en comparacidédn con
un control de isotipo (Figura 11). La inhibicién de

proliferacién celular y produccién de citoquinas de IFN-y y
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TNF-a no fue total debideo a que las CD LPS-activadas
propocionan otras seflales coestimulatorias diferentes a

0C40.

E. Analisis de reactividad cruzada

De acuerdo con 1la literatura publicada, la
homologia compartida entre la proteina de IX40 humana y de
ratdén es considerada baja. Consistente con esto, el Al0 y
B66 quiméricos nc muestran ninguna reactividad cruzada
hacia la proteina de 0X40 de ratén en comparacidn con un

control de 1isotipo (IC:2C4) en la plataforma de ELISA

(Tabla 18).
TABLA 18

Fc IX40 de ratdén {ng/ml) Fc OX40 humano {ng/ml)
QD450 0 3.8 62.5 250 O 3.9 62.5 250
B66 0.134 | 0.034 | 0.039 | 0.045 | 0.02 1.225 | 2.859 | 3.377
al0 0.025 | 0.04 0.035 { 0.035 [ 0.019 | 1.308 { 2.586 { 2.832
IC (2C4) 0.035 | 0.046 | 0.078 | 0.294 | 0.02 0.031 | 0.027 j 0.031
Ab OX40 anti-ratén 0.051 | 2.486 | 4.0 4.0 0.026 | 0.047 | 0.046 | 0.083

Por consiguiente, se usd un tefiido de citometria
de flujo para probar los mAb anti-0X40 en un eguipo de
modelo de animal preclinico para determinar si reaccionan
de manera cruzada con la prqteina 0X40 de mono. Células T
CD4+ totales aisladas de sangre total de mono Rhesus y mono
Cynomolgus y de <cubilerta amarilla humana utilizando
microperlas de CD4 (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Las
células T CD4" aisladas fueron activadas durante 2 dias
utilizando 5 pg/ml de mAb anti-CD3 pre-recubierto (SP34,
apto de reaccicnar de manera cruzada con las proteina de

CD3 humana y de ambas especies de mono Rhesus y Cynomolgus)



10

15

20

25

y 1 pg/ml de mAb anti-CD28 soluble (CbZS.Z, apto de
reaccionar de manera cruzada tanto con proteina CD28 humana
como con ambas especies de monco Rhesus y Cynomolgus). Las
células fueron sometidas a tefiido superficial utilizando
anticuerpos gque reaccionan de manera cruzada con las
proteinas de CD4 (L200) de mono y humanas t CD25 (M~-A251).
Para la expresidén de superficie celular de 1X40, los mAb de
0X40 Al0-F conjugados a PE fueron utilizados. El1 anélisis
de datos demostrd gque BAlO-F reconocia facilmente las

células T CD4 activadas humanas, de Rhesus y Cynomolgus

(Tabla 19).
TABLA 19
% de células T CD4+ activadas
reconocidas
Humano 70
Mono Cynomolgus 88
Mono Rhesus 75

EJEMPLO 8: MAPEC DE EPITOPO

El epitopo de 0X40 al cual Al0(TH)hu336F se
enlaza es mapeado utilizando dos procedimientos estandar al
mapeo de epitopo, despliegue de superficie de levaduras vy
construccidédn quimérica de moléculas. En el despliegue de
superficie de levadura, el dominio extracelular de 0X40 es
expresado en Saccharomyces cerevisiae como una proteina de
fusidén que es apta de ser secretada y desplegada sobre la
superficie de la levadura. La mutagénesis aleatoria del
vector de expresidon 0X40 permiten que biblioctecas de
proteinas mutantes 0X40 sean expresadas sobre la superficie
de levadura. Los mutantes que expresan proteina (tal como

se determina por la presencia de una etiqueta C-terminal)
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gque fallan en enlazarse a 0X40 pueden ser teflidos
utilizando anticuerpos fluorescentes y aislados mediante
FACS. Los plasmidos de expresidén mutantes son aislados de
la levadura rescatada y secuenciados para determinar cuédles
residuos de amincdcidos son requeridos para el enlace de
A10(TH)hu336F-0X40.

El segunde procedimiento de mapeo de epitopo
depende de la observaciédn de que Al0(TH)hu336F se enlaza a
0X40 humano pero no murino. Moléculas de IX40 guiméricas
son construidas que tienen regiones de 0X40 humano
reemplazadas con regionés homélodas de O0X40 murino. Las
moléculas quiméricas son expresadas sobre la superficie de
células mamiferas y el enlace a AlO(TH)hu336F marcado
flucrescentemente es monitoreado mediante el FACS. E1
epitopo de enlace de 0X40 es determinadco al analizar cudles
regiones de O0X40 humanas son requeridas para el enlace de
Al10(TH) hu336F.

- Aguellos experimentados en el arte reconoceran o
seran aptos de indagar utilizando no mas que
experimentacidén de rutina, muchos equivalentes a las
modalidades especificas de 1la invencién descrita en 1la

presente. Se pretende gue tales equivalentes sean abarcados

por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo antagonista aislado que se
enlaza especificamente a un epitopo de 0X40 humano, el
anticuerpo esta caracterizado porque comprende:

(a) una regidén wvariable de cadena pesada (VH) que
comprende:

(i) una CDR1 de VH que tiene la secuencia de
aminocdcidos de SEQ ID NO:17;

(ii) una CDR2 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N0O:18 y/o

{(iii) una CDPR3 de VH gque tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:19 y/o

(b) una regidén variable de cadena ligera (VL) que
comprende:

(1) una CDR1 de VL que tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:12, 15 o 61;

(ii) una CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO:13 v/o

(iii) wuna CDR3 de VL gue tiene la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:14 o 16.

2. El anticuerpo de conformidad corn, la
reivindicacién 1, caracterizado porque el anticuerpo
comprende:

(a) una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende:

(i) una CDR1 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17;
(ii) wuna CDR2 de VH que tiene la secuencia de

amincdcidos de SEQ ID NO:18 y
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(iii) una CDR3 de VH que tiene la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:19 y/o

(b) una regién variable de cadena ligera (VL) que
comprende:

(i) una CDR1 de VL gue tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:12;

(ii) una CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO:13 vy

(iii) wuna CDR3 de VL gue tiene la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:14,

3. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque el anticuerpo
comprende:

(a) una regidn variable de cadena pesada (VH) que
comprende:

(i) una CDR1 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:17;

(ii) una CDR2 de VH que tiene la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO:18 y

(iii) wuna CDR3 de VH qgue tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:19 y/o

{b) una regidén variable de cadena ligera (VL) que
comprende:

(i) una CDR1 de VL gue tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:12;

(ii) una CDR2 de VL que tiene la secuencia de
amincacidos de SEQ ID NO:13 y

(iii) una CDR3 de VL gue tiene la secuencia de

aminocacidos de SEQ ID NO:16.
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4. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porgue el anticuerpo
comprende:

(a} una regidn variable de cadena pesada (VH) que
comprende:

(i} una CDR1 de VH que tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:17;

(ii) wuna CDR2 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:18 ¥

(iii) una CDR3 de VH gque tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:19 y/o

| (b) una regidén variable de cadena ligera (VL) que
comprende :

(i) una CDR1 de VL gque tiene 1la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO:15;

{ii) wuna CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:13 y

(1iii) una CDR3 de VL que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:14,

5. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque el anticuerpo
comprende:

{a) una regidén variable de cadena pesada (VH) que
comprende :

{i) una CDR1 de VH que tiene la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO:17;

(ii) wuna CDR2 de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:18 y

(1iii) wuna CDR3 de VH que tiene la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO:19 y/o

{(b) una regidn variable de cadena ligera (VL) gue
comprende:

(1) una CDR1 de VL gue tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:15;

(1i) wuna CDR2 de VL que tiene la secuencia de
aminocédcidos de SEQ ID NO:13 vy/o

{iii) una CDR3 de VL gque tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NC:16.

6. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque el ‘anticuerpo
comprende:

(a) una regidén variable de cadena pesada (VH) que
tiene la secuencia de amincécides ilustrada en cualquiera
de SEQ ID NO:10 u 11 y/o

(b} una regidén variable de cadena ligera (VL)
gque tiene la secuencia de aminoacidos ilustrada en
cualgquiera de SEQ ID NO: 7, 8 o S.

7. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque el anticuerpo
comprende:

{a) una regidén variable de cadena pesada (VH)
codificada por cualquiera de las secuencias de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 25, 26 o 27 vy/o

(b) una regidn variable de cadena ligera (VL)
codificada por cualquiera de 1las secuencias de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23 o 24.

8. El anticuerpo de conformidad con la

reivindicacidén 6, caracterizado porque el anticuerpo
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comprende:

{a) una VH que tiene la secuencia de aminodcidos
ilustrada en SEQ ID NO:10 y una VL que tiene la secuencia
de aminodcidos ilustrada de SEQ ID NO: 7 u 8 o

(b} una VH que tiene la secuencia de amincdcidos
ilustrada en SEQ ID NO:11 y una VL gque tiene la secuencia
de aminoacidos ilustrada en SEQ ID NO: 9.

9. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 7, caracterizado porgque el anticuerpo
comprende:

(a) una VH codificada por la secuencia de Aacidos
nucleicos de SEQ ID NO: 25 y una VL codificada por la
secuencia de Acidos nucleicos de SEQ ID NO: 20 o 21;

(b) una VH codificada por la secuencia de acides
nucleicos de SEQ ID NO: 26 y una VL codificada por la
secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 22, 23 o 24 o

(c) una VH codificada por la secuencia de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 27 vy una VL codificada por 1la
secuencia de &Acidos nucleicos de SEQ ID NO: 22, 23 o 24.

10. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 8, caracterizade porque la VH comprende la
secuencia de aminodcidos ilustrada en SEQ ID NO: 10 y la VL
comprende la secuencia de aminoacidos ilustrada en SEQ ID
NO: 7.

11. El anticuerpo de conformidad con 1la
reivindicacidén 8, caracterizado porque la VH comprende la
secuencia de aminodcidecs ilustrada en SEQ ID NO: 10 y 1la VL
comprende la secuencia de aminoadcidos ilustrada en SEQ ID

NO: 8.
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12. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 8, caracterizado porgue la VH comprende la
secuencia de aminodcidos ilustrada en SEQ ID NO: 11 y la VL
comprende la secuencia de aminoacidos ilustrada en SEQ ID
NO: 9.

13. El1 anticuerpo de conformidad con cualquiera
de 1las reivindicacicones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porque comprende ademds una regidén constante.

14. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 13, -caracterizado porque comprende ademas
una regidn constante de anticuerpo que comprende un dominio
de CH1, CH2, o CH3.

1S. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidén 14, caracterizadc porque la regidn constante
es de un anticuerpo IgG.

16. El anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque el anticuerpo de
IgG es un anticuerpo IgG 1, un anticuerpo IgG 2, un
anticuerpo IgG 3 © un anticuerpo IgG 4.

17. El anticuerpo de conformidad con cualquiera
de 1las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo humano.

18. E1 anticuerpo de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porque el anticuerpc es un anticuerpo
quimerico, anticuerpo humanizado, anticuerpo monoclonal o
un anticuerpc recombinante.

19. El anticuerpo de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o B9,
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caracterizado porgque el anticuerpo es un Fab, Fab',
F{ab'),, Fd Fv de una sola cadena, anticuerpo de una sola
cadena, Fv de sulfuro-enlazado, anticuerpo de un solo
dominio, fragmento de enlace de antigeno, diacuerpo,
triacuerpo o minicuerpo.

20. E1 anticuerpo de conformidad con cualguiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porgque comprende ademas un marcador.

21. El1 anticuerpo de conformidad con cualguiera
de 1las reivindicaciones i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porgue comprende ademds un citotoxina o
inmunotoxina. .

22, Una molécula de Aacido nucleico aislada,
caracterizada por que comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica un anticuerpo de conformidad con
la reivindicacidén 1.

23. Un vector, caracterizado por que comprende la
molécula de Aacido nucleico de conformidad con la
reivindicacidén 22.

24. Una célula huésped, caracterizada porgue
comprende el vector de conformidad con la reivindicacién
23.

25. Una composicidn caracterizada porgue
comprende de un anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 y por 1lo
menos uno de un portador, diluyente, excipiente y
estabilizador aceptable fisioldégicamente.

26. Un método para el tratamiento de una

alteracidén moderada por O0X-40 en un paciente, caracterizado
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porgque comprende administrar al paciente una cantidad
efectiva de un anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicacioﬁes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 en donde el
anticuerpo bloquea el enlace de OX40L a 0X40 y/o inhibe una
o mas funciones asociadas con el enlace de 0X40L a 0X40.

27. E1l método de conformidad con la
reivindicacidén 26, caracterizado porque la alteracidén
moderada por O0X40 es una enfermedad inflamatoria o
autoinmune .

28. El método de conformidad con la
reivindicacidén 27, caracterizado porque la enfermedad es
alergia, asma o enfermedades asociadas con autoinmunidad o
inflamacién, tales comoc esclercsis miltiple, artritis
reumatoide, enfermedad de intestino infilamatorio,
enfermedad de injerto contra huésped, encefaleomelitis
autoinmune experimental (EAE) , neuropatia autoinmune,
ureitis autoinmune, anemia hemolitica autoinmune,
trombocitopenia autoinmune, miastenia gravis, leishmaniasis
experiﬁental, artritis colageno-inducida, colitis (tal como
colitis ulcerativa), reacciones de hipersensibilidad al
contacto, diabetes, enfermedades Crohn, enfermedad de

Grave, sarcoidosis, anemia perniciosa, arteritis temporal,

sindrome anti-fosfolipido, vasculitis (tal como
granulomatosis de Wegener) , enfermedad de Behcet,
dermatitis  herpetiformis, pénfigo wvulgaris, vitiligo,

cirreosis biliar primaria, hepatitis autoinmune, tiroiditis
de Hashimoto, ooforitis y orquitis autoinmune, enfermedad
autoinmune de 1la glandula adrenal, lupus eritematoso

sistémico, escleroderma, dermatomiositis, polimisitis,
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dermatomiositis, espondiloartropatias (tales como
espondilitis anquilosante), sindrome de Reiﬁer o sindrome
de Sjogren.

29. El método de conformidad con la
reivindicacidén 27, caracterizado porque la enfermedad es
alergia, asma ¢ enfermedades asociadas con autcinmunidad o
inflamacidén, tales como esclerosis maltiple, artritis
reumatoide, enfermedad de intestino inflamatorio,
enfermedad de injerto contra huésped, encefaleomielitis
autoinmune experimental (EAE), leshmaniasis experimental,
artritis colageno-inducida, c¢olitis (tales como colitis
ulcerativa), reaccicnes de hipersensibilidad al contacto,
diabetes, enfermedad de Crohn o enfermedad de Grave.

30. El método de conformidad con la
reivindicacién 26, caracterizado porque el anticuerpo es
administrado al paciente via una o mds de las rutas en las
que se incluyen intravenosa, intraperitoneal, inhalacidn,
intramuscular, subcuténea y oral.

31. Un método para el tratamiento de una
alteracién al inhibir la produccién de anticuerpo de IgE en
un paciente, caracterizado porque comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8 o 9.

32. El método de conformidad con la
reivindicacidén 31, caracterizado porgque la alteracidn es
asma bronquial, rinitis alérgica, dermatitis alérgica,
anafilaxis, urticaria o dermatitis atdpica.

33. Un método para reducir la severidad de asma
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en un mamifero, caracterizado porque comprende administrar
al mamifero una cantidad efectiva de un anticuerpc de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8 0o 9, en donde el anticuerpco comprende por lo
menos una de las sigulentes propiedades: (a) se enlaza a
0X40 humano con una KA de entre aproximadamente 1 x 107'° M
a aproximadamente 1 x 107 M, (b) inhibe wuna o© mas
funciones asociadas con el enlace de 0X40 y (c) inhibe el
enlace de 0OX40L a 0OX40.

34, El método de conformidad con la
reivindicacidédn 33, caracterizado porgue el anticuerpo se
enlaza a 0X40 humano con una KO de entre aproximadamente 1
x 107 a aproximadamente 1 x 107** M, 1 x 107 M a
aproximadamente 1 x 1070 M,
1 x 10' a aproximadamente 1 x 107° M, i x 107’ a
aproximadamente 1 x 10°®* M o 1 x 10°® a aproximadamente 1x10°
M,

35. Un método para la produccién de un anticuerpo
caracterizado, porque comprende cultivar la célula de
conformidad con la reivindicacién 24 Dbajo condiciones
apropiadas para la produccidn del anticuerpo y aislamiento
del anticuerpo.

36. Un hibridoma caracterizado porque produce el
anticuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9.

37. El1 anticuerpo de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porque se usa en la preparacién de un

medicamento.
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38. El1 anticuerpo de conformidad con cualguiera
de 1las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8B o 9,
caracterizado porgque se usa para el tratamiento de una
enfermedad o alteracidn relacionada con 0X40.

39. El1 uso de conformidad con la reivindicacidn
38, caracterizado porque la enfermedad es alergia, asma o
enfermedades asociadas con autoinmunidad e inflamaciodn,
tales como esclerosis mQltiple, artritis reumatoide,
enfermedad de intestino inflamatorio, enfermedad de injerto
contra huésped, encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE), neuropatias autoinmunes, ureitis autoinmune, anemia
hemolitica autoinmune, trombociteopenia autoinmune,
miastenia gravis, leighmaniasis experimental, artritis
colageno-inducida, colitis (tal como colitis ulcerativa),
reacciones de hipersensibilidad al éontacto, diabetes,
enfermedad de Crohn, enfermedad de Grave, sarcoidiosis,
anemia perniciosa, arteritis temporal, sindrcme anti-
fosfolipideo, wvasculitis (tales como granulomatosis de
Wegener), enfermedad de Behcet, dermatitis herpetiformis,
pénfigo wvulgaris, vitiligo, «c¢irrosis biliar primaria,
hepatitis autoinmune, tiroiditis de Hashimoto, ooforitis vy

orquitis autoinmune, enfermedad autoinmune de la glandula

adrenal, lupus eritematoso sistémico, escleroderma,
dermatomiositis, polimisitis, dermatomiositis,
espondilcartropatias (tales como espondilitis

anquilogante), sindrome de Reiter ¢ sindrome de Sjogren.
40. El usco de conformidad con la reivindicacién
39, caracterizado porque la enfermedad es alergia, asma o

enfermedades asociadas con autoinmunidad e inflamaciédn,
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tales como esclerosis maltiple, artritis reumatoide,
enfermedad de intestino inflamatorio, enfermedad de injerto
contra huésped, encefaleomelitis autoinmune experimental
(EAE) , leishmaniasis experimental, artritis colageno-
inducida, colitis (tal como colitis ulcerativa), reacciones
de hipersensibilidad al contacto, diabetes o enfermedad de
Crohn.

41. El1 anticuerpo de conformidad con cualguiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, S, 6, 7, 8 o 9,
caracterizado porque se usa para detectar 0X40.

42. Un método para la deteccién de 0X40 en una
muestra, caracterizado porque comprende poner en contacto
la muestra en el anticuerpo de conformidad con la
reivindicacidn 20.

43. Un kit caracterizado porque comprende el
anticuerpo de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 en una cantidad
predeterminada en un recipiente y una solucidn reguladora
del pH en un recipiente separado.

44, Un kit caracterizado porque comprende la
composicién de conformidad con la reivindicacidn 25 en una
cantidad predeterminada en un recipiente y una solucidén
reguladora del pH en un recipiente separado.

45, Un dispositivo medico caracterizado porque
comprende el anticuerpo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9.

46. El1 dispositivo medico de conformidad con la
reivindicacién 45, caracterizado porque es un dispositivo

de inhalacidn.



47. Un dispositivo medico caracterizado porque
comprende la composicidn de conformidad con la
reivindicacién 25.

48. El1 dispositivo medico de conformidad con la
reivindicacién 47, caracterizado porque es un dispositivo

de inhalacidn.



cADN de OX40 humano (No. de acceso NM_004285)

cgaggatgtg
tgggcelggg
acgaccgatyg
cccagaacac
agccgtigcaa
gcacggccac
acaagcctygg
aggcctgcaa
gcaatagctc
cceagggecc
cacagggacc
tgggcetggg
tgctceggag
tceggaccece
ctgggcccac
cgagcagggc
ctaggtgceg
cgcgggacca
aaaa

(SEQ ID NO:

cgtgggggct
gctgagcacc
ctgccacgag
ggtgtgccgt
gcectacacg
acaggacaca
agitgactgt
gcectggace
ggacgcaatc
cceggecagg
ctcecaccegg
cctggtactg
ggaccagagg
catccaagag
caaggtggac
aggtgcagge
atggctgcect
caataaaaac

Iy

€ggcggctgg
gtgacggggc
tgcaggcecag
ccgtgegyggace
tagtgtaacc
gtctgeeget
gceeectgee
aactgcacct
tgtgaggaca
cccateactg
ccegtggagy
gggctgetgg
ctgcececcecg
gagcaggccy
gctgggeccc
cgcctgecce
ccggeteict
cttggcagac

gcegegggcec
tececactgtgt
gcaacgggat
cgggcttcta
tcagaagtgg
gccgggcgyg
ctccagggca
tggctgggaa
gggacccecce
tceageceac
tceecggagg
gceeectgge
atgcccacaa
acgccecactc
gccaggetgg
gccacgcice
gcttacgtat
gggagtctcc

FIG.1A

gtgtgcgact
cggggacacce
ggtgagcegce
caacgacgtg
gagtgagcgg
cacccagece
ctictcccca
gcacaccctyg
agceacgeag
tgaagcctigg
ccgtgcgatt
catcctgcetyg
gcceectagg
caccctggace
agcccggagg
tgggccaact
gccatgcata
gaccggcaaa

ctgctectce
taccecagea
tgcageegcet
gtcagctcca
aagcagctgt
ctggacagcet
ggcgacaace
cagccggeca
ccccaggaga
cccagaacct
gcegecatec
gcectgtacce
ggaggcagtt
aagatctgac
gtctgctagg
ctgcaccytt
cctectgecee
daaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
84(
900
960
1020
1084

743"



Secuencia de aminoéacidos de OX40 hu_mano (No. de acceso NM_003318)

10 20 30 40 50
MCVGARRLGR GPCAALLLLG LGLSTVTGLH CVGDTYPSND RCCHECRPGN

60 70 80 90 100
GMYSRCSRSQ NTVCRPCGPG FYNDVVSSKP CKPCTWCNLR SGSERKQLCT

110 120 130 140 150
ATQDTVCRCR AGTQPLDSYK PGYDCAPCPP GHFSPGDNQA CKPWTNCTLA

160 170 180 190 200
GKHTLQPASN SSDATCEDRD PPATQPQETQ GPPARPITVQ PTEAWPRTSQ

210 220 230 240 250
GPSTRPVEVP GGRAVAAILG LGLVLGLLGP LAILLALYLL RRDQRLPPDA

260 210 277
HKPPGGGSFR TPIQEEQADA HSTLAKT. (SEQ ID NO:2)

FIG.1B

74l
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Proliferacion (CPM)1SD -2 -5 =13 (pg/mi)}£SD
(pg/mitSD | (pg/mi}tSD

NCDA+L— 1116741399 3474104 2154133 12349
Células NCD4+OX40-L 85573418267 16874609 4671679 1289342412
Célutas NCD4+0X40L-L +A10-D (0.3 pg/mi) 4707825265 311118 36344188 315941000
Células NCD4+0X40L-L +A10-D (3 ug/mi) 45535+1508 3540 7504405 3284176
CélulasNCD4+0X40L-L +A10-D (30 pg/ml) 4981041178 1547 599+384 306478
Célutas NCD4+OX40L-L +A10~F (0.3 pg/mi) 5964448943 7994377 35231045 441
Células NCD4+OX40L~L +A10-F (3 ug/mi) 4554244503 16213 500471 34
CélulasNCD4-+0X40L~L +A10-F (30 pg/ml) 41114+3284 2540 3664170 1715
Células NCD4+0X40L~L +CC-A10 (0.3 pg/mi) 48606110915 919+150 36074180 401842116
Células NCD4+0X40L-L +CC~A10 (3 ug/ml) 4408612957 71445 380£190 279429
CélulasNCD4+0X40L~L +CC~A10 (30 ug/ml) 363514817 41137 118259 155+19
Células NCDA+0X40L~L +M-A10 (0.3 pg/ml) 4490645451 1173495 44594110 664242186
Células NCD4+0X40L~L +M-A10 (3 ug/mi) 3485045779 164+81 1230143 279447
CélulasNCD4+0X40L~L +M—-A10 (30 wa/mi) 26068+1500 30415 115410 15133
Céiulas NCD440X40L-L +IC (0.3 pg/mi) 6430747992 21104697 53064560 1662045370
Células NCD4+0X40L-L +IC (3 pg/mi) 61848+3138 16341243 4564193 1375943507
CélulasNCD4-+0X40L-L +IC (30 ug/mi) 801414731 19214274 504642 1334741511
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(9¢ v 193d) vavIldIUOIN VITOH

Proliferacién (CPM)£SD IL-2 -5 IL~13 {pg/mi}#SD
(pa/mftSD | (pg/mi)}*SD
Células Th2+L 142211110 313183 115+ 11 185419
Células Th2+0X40L-L 112776+10980 2505151 25024145 256512794
Celulas Th2+OX40L-L +A10-D (0.3 zg/ml) 1060036031 2648608 1979160 9866192
Células Th2+OX40L-L +A10-D (3 pg/m) 63695£5108 17322 327425 207417
Células Th2+OX40L-L +A10-D (30 ug/mi) 742373078 741 527450 267441
Células Th2+OX40L-L +A10-F (0.3 ug/mi) 108826+ 11634 17134299 14881162 14294557
Células Th2+OX40L-L +A10-F (3 ug/mi) 7061521198 64420 285463 232423
Céfulas Th2+OX40L-L +A10-F (30 pg/mi) 563316887 0.2 2434102 210434
Células Th2+OX40L-L +CC-A10 (0.3 ug/mi) 9075015646 2501476 2149463 572741439
Células Th2+OX40L-L +CC-A10 (3 pg/mi) 6877616277 35364 4874184 283464
Célufas Th2+OX40L-L +CC-A10 (30 wa/mi) 456275067 { 205473 215484
Celulas Th2+OX40L-L +N-A10 (0.3 ug/mi) 1031649872 95654534 2103171 662743086
Células Th2+OX40L-L +M~A10 (3 pg/ml) 7170616730 3824630 393170 206419
Células Th2+OX40L-L +M-A10 (30 ua/ml) 4227245018 14 93423 18549
Células Th2+OX40L-L +IC (0.3 pg/mi) 117477410923 291 1359 26161164 . 2634813035
Células Th2+0X40L-L +C (3 pg/ml) 109960414213 34184576 2499+296 2493443225
Células Th2+0X40L-L +iIC (30 ug/mi) 134068+19117 36984677 9355475 248B0+4694
FIG.10

v2/\)



Proliferacion (CPM)+SD -2 IFN-7y NF-a
(pg/mi}£SD (pg/mi}SD (pg/mi}SD
CD4+ 417473 218 30 0
CD4+DCs 125462+ 3065 656+ 168 780+185 629+32
CD4+DCs+A10-D 497764618 0 3524228 465+126
CD4+DCs+A10-D 5033541872 0 402486 402451
CD4+DCs+A10-D 521142401 0 46419 397426
CD4+DCs+A10-F 4862841352 742 5841147 372411
CD4+DCs+A10-F 51290+ 1686 64 518+90 414457
C04+DCs+A10-F 493831360 0 271460 353416
CD4+DCs+CC-A10 512364933 37 600182 357416
CD4+DCs+CC—A10 4783242016 0 501208 336+17
CD4+0Cs+CC—A10 4700943194 0 144467 373440
CD440Cs+M-AT0 566113805 32431 523+333 38470
CD4+0Cs+M~A10 5646641570 0£0 664340 38657
CD4+DCs+M-A10 5584641201 040 5461338 37832
CD4+DCs+C 12739243564 7124213 994753 543413
CD4+DCs+IC 12830543274 581134 8674119 587436
CD4+DCsHC 11987812137 5374252 9841742 676160

FIG.11
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DVAVY
DAATY
DATTY
DVAVY

20
LGERATINC
LGQRATISCKASQTVDYDGDS YMH

27 27b 27d 29

LGQRATISCKASQSVOYDGDSYMN
LGERATINCKASQT VDYDGODOSYMH

CORLI

50 60 70
Y- - - - - - GVPDRFSGSGSGTOFT
YAASNILESGIPARFSGSGSGTDFRT
YAASNLESGIPARFSGSGSGTODFT
YAASNLESGVPORFSGSGSGTODFRT

CDR-L2
90 100 106a

Y C FGQGTK

y K (SEQ ID NO:28)
YCQAQSNEDPYTFGGGTKL

L

v

K (SEQ ID NO: 7)
K (SEQ ID NO: 8)
K (SEQ 1D NO: 9)

YCHOSNEDPWTFGGGTK
YCHOSNEDPWTFGQGTK
CORL3

Mm M m o m

I
I
I
I
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NOmero de Kahat
252-A10
IGHV1-46

Humanizado

A10 (TH)hu336F

Numero de Kabat
252-A10
IGHV1-46

Humanizado

A10 (TH)hu336F

Nimere de Kabat
252-A10
IGHV1-46

Humanilzado

Al10 (TH)hu336F

Numerc de Kabat
252-A10

IGHJ4
Humanizado

A10 (TH)hu336F

- -y

1 10 20 30 36
QVAQLQQPGSVLVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWY
QVQLVOSGAEVKKPGASVKVYSCKASGYTFT - - - - - WV
QVAQLVOSGAEVKKPGASVKYSCKASGYTFTSYWMHWY
CDR-H1
40 50 52a 54 60 06 /0
KQRPGQGLEWIGETIHPKSGNSNYNEKFKGRATLTVDT
ROAPGQGLEWMG - - - - - - - - - - - - - - - - - RYVTMTRDT
RQAPGQGLEWMGETHPKSGNSNYNEKFKGRVTMTRDT
CDR-H2

80 82 82b 83 90 100 100b 101
SSSTAYVDLSSLTSEDSAVYYCLARGPLEYSNEWFAY
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR - - - - - - - - - - -
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGPEYSNFWFEAY

CDR-H3

110 113
WGQGTLVTVSA(SEGIDNG: 10)
WGQGTLVTVSS (SEG ID NO: 29)
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 11)

FIG.12B
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GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAACTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGG
TGATAGTTATATGAACTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTATGCTGCATCCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGT
TTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTACAACCTATTACTGTCACCAGAGTAATGAGGAT
CCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAA (SEQ 1D NO:20)

FIG.14A

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAACTGTTGATTATGATGG
TGACAGTTATATGCATTGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTATGCTGCATCCAATCTAGAATCTGGGATCCCAGCCAGGT
TTAGTGGCAGTGGETCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGAT
CCGTACACGTTCGGAGGGGGEACCAAGCTGGAAATAAAA (SEQ 1D NO:21)

FIG.148B

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCAGACAGCCTGGLCGTGAGCCTGEGLEAGCGCGCCACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGAGCGTGEACTACGACGGL
GACAGCTACATGAACTGG TACCAGCAGAAGCCAGGCCAGCCACCAAAGCTGCTGATCTACGCCGCCAGCAACCTGRAGAGCGGCATGCCAGACCGLTTC
AGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACT TCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGGCCGAGGACGTGGCCGTGTACTACTGCCACCAGAGCAACGAGGACCCA
TGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAG (SEQ 1D NO:22)

FIG.14C

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCAGACAGCCTGGCCGTGAGCCTGEECGAGCGCGLCACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGAGCGTGGACTACGACGGL
GACAGCTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGCCACCAAAGCTGCTGATCTACGCCGCCAGCAACCTGGAGAGCGGCGTGCCAGACCGLTTC
AGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGGCLEAGGACGTAGCCATGTACTACTGCCACCAGAGCAACGAGGACCCA
TGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAG (SEQ 1D NO:23)

FIG.14D

GACATCGTGATGACCCAGAGCCCAGACAGCCTGGCCGTGAGCCTGGGCGAGCGCGLCACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGACCGTGRACTACGACGGE
GACAGCTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGCCACCAAAGCTGC TGATCTACGCCGCCAGCAACCTGRAGAGCGGCGTGCCAGACCGCTTC
AGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGGCCGAGGACGTGGCCGTGTACTACTGCCACCAGAGCAACGAGGACCCA
TGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTEGAGATCAAG (SEQ 1D NO:24)

FIG.14E
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CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGTCTATGCTGGTGAGGCCTGRAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGG
ATGCATTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGAT TCATCCTAAAAGTGG TAATAGTAACTACAATGAGAAGTTCAAGGGC
AGGGCCACACTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCTACGTGGATCT TAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGAGGT
CCGGAATATAGTAATTTTTGGTTTGCTTATTGGGGCCAAGGAACTCTGGTCACTGTCTCTGCA (SEQ 1D NO:25)

FIG.14F

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGLCRAGGTGAAGAAGCCAGGCGCCAGCGTGAAGGTGAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGG
ATGCACTGGGTGCGCCAGGCCCCAGGCCAGGGLCTGGAGTGGRATGGGCGAGATCCACCCAAAGAGCLGCAACAGCAACTACAACGAGAAGTTCAAGGGE
CGCGTGACCATGACCCGCGACACCAGCACCAGCACCGTGTACATGGAGCTGAGCAGCCTGCGCAGCGAGRACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGEE
CCAGAGTACAGCAACTTCTGGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGC (SEQ 1D NO:26)

FIG.14G

CAGGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGCGCCRAGL TGAAGAAGCCAGGCGCCAGCGTEGAAGGTGAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACACCTTCACCAGCTACTGG
ATGCACTGGGTGCGCCAGGCCCCAGGCCAGGGCCTGGAGTGGATGGECGAGATCCACCCAAAGAGCGECAACAGCAACTACAACGAGAAGTTCAAGGGL
CGCGTGACCCTGACCCGCGACACCAGCACCAGCACCGTGTACATGGAGCTGAGCAGCCTGCGCAGCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCLGCRGE
CCAGAGTACAGCAACTTCTGGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGC (SEQ 1D NO:27)

FIG.14H
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WGAGTLVYTVSS SEQ ID NO:30
WGAQGTLVTVSS SEQ ID NO:31
WGQGTLVTVSS SEQ ID NO:32
WGOGTLVTVSS SEQ ID NO:33

-H3-
-H3-
“H3-
“H3-

RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR

HZ-
HZ -

RYTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYYCAR
RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCA
RVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYC

H2-
Ho-

WGQGTLVTVSS SEQ IDND:34
WGAQGTLYVTVSS SEQ ID NO:35
WGQGTLVTVSS SEQ IDNO:36
WGAQGTLVTVSS SEQ ID ND:37

_H3-
-H3-
-H3-
-H3-

RYVTISYDTSKNOQFSLKLSSVTAADTAYYYCAR

H2 -
HZ -
H2 -
-H2-

RYTISVDTSKNOQFSLKLSSVTAADTAYYYCAR
RYVTISVOTSKNQOQFSLKLSSVTAADTAVYYYCA
RYTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC

WGQGTLVTVSS SEQ ID ND:38
WGOQGTLVTVSS SEQ ID ND:39
WGQGTLVTVSS SEQ ID NO:40
WGAQGTLVTVSS SEQ ID NO:41

-H3-

RFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAR
RFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAR
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCA
RFTISRONSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYC

H2-
H2-
H2-

-H3-
“H3-
_43-

H2-

RFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSR -H3- WGAGTLVTVSS SEQ ID ND:42

RFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSR
RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCS

0.
H2-

WGOGTLVTVSS SEQ ID ND:43
WGOGTLVTVSS SEQ 1D ND:44

-H3-
-H3-

H2-

WGAGTLVTVSS SEQ ID NO:45
WGAGTLYTVSS SEQ ID ND:46

WGQAGTLVTVSS

RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR -H3-
RFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCA
RFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYC

H2-

-H3-
“H3-
SH3-

H2-
'H2‘

SEQ ID NO:47

WGQAQGTLVTVSS SEQ ID NO:48

-HZ-

20/24
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kvl

kve
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Secuencias de estructura de cadena ligera huMAb4D5-8

LC-FR1 1Asp [Te GIn Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
Ile Thr Cys® (SEQ ID NO:53) '

LC-FR? Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr* (SEQ 1D NO: 54)

LC-FR3 57G1y Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
Ser Leu Gin Pro Giu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys88 (SEQ ID NO: 55)

{C-FR4 Bphe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys'” (SEQ 1D NO:56)

Secuencias de esfructura de cadena pesada huMAb4D5-8

HC-FR1 '67u val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu V&l Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg
Leu Ser Cys Ala Ala Ser?® (SEQ 1D NO:57)

HC-FR2 *Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val*® (SEQ 1D NO:58 )

HC-FR3 66Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn®
Ser®™ Leu®™® Arg®™ Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys®™ (SEQ 1D NO:59)

HC - FR4 B37rp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser' (SEQ 10 NO:60)

FIG.18

veiee



®

Secuencias de esfructura de cadena ligera huMAb4D5-8 modificada en posicion 66 (subrayado)

LC-FR1 1Asp [le GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
Ile Thr Cys® (SEQ 1D NO:53)

LC-FR2 ®Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr®® (SEQ ID NO: 54)

LC-FR3 57G1y Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cy588 (SEQ 10 NO: 55)

LC-FR4 ®ppe Gly GIn Gly Tor Lys Val Glu Ile Lys'” (SEQ ID NO:56)

Secuencias de estructura de cadena pesada huMAbD5-8 modificada en posiciones 71, 73 y 78 (subrayado)

HC-FR1 }31u Val Gln Leu Val GWu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg
Leu Ser Cys Ala Ala Ser® (SEQ 1D NO:57)

HC-FR2 *Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val®™ (SEQ ID NO:58 )

HC-FR3 *Arg Phe Thr 1le Ser Arc Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn®
Ser®® | g B% Arg8dc Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys” (SEQ ID NO:59)

HC-FRA 0370 Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser!™® (SEQ ID NO:60)

veive



<110> Tanox

LAMHAMEDI-CHERRADI,

YAO,
SINGH

<120>

, Inc.

Zhengbin
, Sanjaya

Lista de Secuencias - 111299

satah-

LISTADO DE SECUENCIAS

Eddine

ANTICUERPOS 0X4(0 ANTAGONISTAS Y SU USO

EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES INFLAMATORIAS Y AUTOINMUNES

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

12279

Unkno!

60/50
2007 -

<160> 60

<170>

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 1
cgaggatgtg
tgggcctyggg
acgaccggtg
cccagaacac
agccgtgcaa
gcacggccac
acaagcctyg
aggcctgcaa
gcaatagctc
cccagggcecc
cacagggacc
tgggcctggg
tgctccggag
tccggacccc
ctgggcccac
cgagcagggc
ctaggtgccg
cgcgggacca
adaad

<210> 2
<?211> 277
<212> PRT
<213> Homo

1
1084
DNA

<400> 2
Met Cys
1
Leu

val

Leu Leu
Thr
35
Gly

Gly Asp

Gly Asn
50
Arg Pro
65

Cys

Cys

LyS Pro

Gln Leu Cys

Thr GIn Pro

115

-205-228

wn

3,693
02-27

sapiens

cgtgggggct
gctgagcacc
ctgccacgag
ggtgtgccgt
gccctgcacg
acaggacaca
agttgactgt
gccctggacc
ggacgcaatc
cccggecagg
ctccacccgg
cctggtgcetg
ggaccagagg
catccaagag
caaggtggac
aggtgcaggc
atggctgect
caataaaaac

sapiens

Ala
5
Leu

Gly

Gly
20
Tyr Pro

Met val

Gly Pro

Thr
85
Ala

cys

Thr
100

Leu Asp

Arg
Gly
Ser
Ser
Gly
70

Trp
Thr

Ser

cggeggcetgg
gtgacggggc
tgcaggccag
ccgtgecgggc
tggtgtaacc
gtctgccgct
gcccectgcec
aactgcacct
tgtgaggaca
cccatcactg
ccegtggagg
gggctgctag
ctgccceccy
gagcaggccyg
gctgggcccc
cgcctgeccc
ccggcterct
cttggcagac

Arg Leu

Leu Ser

Asn Asp
40
Arg Cys
55
Phe Tyr

Cys Asn

Gln Asp

Tyr LyS
120

FastSEQ for windows version 4.0

gccgcgggec
tccactgtgt
gcaacgggat
cgggcttcta
tcagaagtgg
gccgggcggy
ctccagggca
tggctgggaa
gggaccceccc
tccagcccac
tccccggggg
gccccctgge
atgcccacaa
acgcccactc
gccaggctgg
gccacgctcc
gcttacgtat
gggagtctcc

Gly Arg Gly

10
Thr val Thr
25
Arg

Cys Cys

Ser Arg Ser
val
75

Ser

ASR ASp

Leu Arg
90
Thr val
105

Pro

Cys

Gly val

gtgtgcggct
cggggacacc
ggtgagccge
caacgacgtg
gagtgagcgg
cacccagccc
cttctcccca
gcacaccctyg
agccacgcag
tgaagcctgg
ccgtgeggtt
catcctgctg
gcceectgygg
caccctggcc
agcccggagg
tgggccaact
gccatgcata
gaccggcaaa

Pro Cys
His
30
Cys

Gly Leu
Glu
45
Asn

His

GIn Thr

60

val Ser Ser

Gly ser Glu

Arg Cys Arg

110
Ala

Asp Cys

125

Pagina 1

ctgctcctcc
taccccagcea
tgcagccgcet
gtcagctcca
aagcagctgt
ctggacagct
ggcgacaacc
cagccggceca
ccccaggaga
cccagaacct
gccgecatcc
gccctgtacce
ggaggcagtt
aagatctgac
gtctgctggg
ctgcaccgtt
cctecectgecc
daaaaaaaaa

Ala
15
Cys

Leu
val
Arg Pro
val Cys
Pro

80
Lys

Lys

Arg
95
Ala Gly

Pro Cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1084



Lista de Secuencias - 111299

Pro Pro Gly His Phe Ser Pro Gly Asp Asn
130 135
Thr Asn Cys Thr Leu Ala Gly Lys His Thr
145 150
Ser Ser Asp Ala Ile Cys Glu Asp Arg Asp
165 170
Gln Glu Thr GIn Gly Pro Pro Ala Arg Pro
180 185
Glu Ala Trp Pro Arg Thr Ser GIn Gly Pro
195 200
val pPro Gly Gly Arg Ala val Ala Ala Ile
210 215
Leu Gly Leu Leu Gly Pro Leu Ala Ile Leu
225 230
Arg Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala
‘ 245 250
Gly Ser phe Arg Thr pPro Ile Gln Glu Glu
260 265
Thr Leu Ala Lys Ile
275
<210> 3
<211> 33
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLIGONUCLEOTIDE PRIMER FOR 0Xx40
<400> 3
€ccaagcttt accccagcaa cgaccggtge tgc
<210> 4
<211> 29
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLIGONUCLEOTIDE PRIMER FOR 0Xx40
<400> 4
cgcctcgagg acctccacgg gocgggtgg
<210> 5
<211> 30
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220> :
<223> OLIGONUCLEOTIDE PRIMER FOR 0X40
<400> 5
caccatgtgc gtgggggctc ggcggctggg
<210> 6
<211> 31
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> OLIGONUCLEOTIDE PRIMER FOR 0X40
<400> 6
gatcttggcc agggtggagt gggcgtcggce C
<210> 7
<211> 111
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

GIn
Leu
155
Pro
Ile
Ser
Leu
Leu
235
His

Gln

Ala Cys
140
Gln Pro

Pro Ala
Thr val
Thr Arg
205
Gly Leu
220
Ala Leu
Lys Pro

Ala Asp

LysS
Ala
Thr
Gln
190
Pro
Gly
Tyr
Pro

Ala
270

Pro
Ser
Gln
175
Pro
val
Leu
Leu
Gly

255
H1s

Trp
ASn
160
Pro
Thr
Glu
val
Leu
240
Gly

Ser

33

29

30

31

|18



AsSp
1
Gln
Gly
Lys
Arg
65
Pro

Glu

Ile
Arg
Asp
Leu
50

Phe
val

ASp

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

val
Ala
ser
35

Leu
Ser
Glu

Pro

111
PRT .
Secuencia

lLeu
Thr
20

Tyr
Ile
Gly
Glu

Tyr
100

) Lista de Secuencias - 111299
<223> Regibn variable de la cadena ligera de murino anti-0x40
anticuerpo B66

<400> 7

Thr GlIn Ser

5
Ile

Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

ser
His
Ala
Gly
70

ASp

Phe

Cys
Trp
Ala
55

Ser
Ala

Gly

artificial

anticuerpo AlQ

<400> 8

ASD
1
Gln
Gly
"Lys
Arg
65
Pro

Glu

Ile
Arg
AsSp
Leu
50

Phe
val

ASp

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 9

AsSp
1
Gln
Gly
Lys
Arg
65
ser

Glu

Ile
Arg
ASp
Leu
50

rhe
Leu

Asp

val
Ala
Ser
35

Leu
Ser
Glu

Pro

111
PRT
secuencia

val
Ala
Ser
35

LLeu
ser

GIn

Pro

Leu
Thr
20

Tyr
Ile
Gly
Glu

Tyr
100

Leu
Thr
20

Tyr
Ile
Gly
Ala

Trp
100

Thr
5
Ile
Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

GIn
ser
Asn
Ala
Gly
70

ASp

Phe

Regidn variable de la

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser
Ala

Gly

artificial

Thr
5
ITe
Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

Gln
Ser
His
Ala
Gly
70

ASp

Phe

Ser
Cys
Trp
Ala

55
ser

val

Gly

Pro
Lys
Tyr
40

ser
Gly
Ala

Gly

cadena ligera de

Pro
LYys
Tyr
40

Ser
Gly
Thr

Gly

Ala
Ala
25

GIn
AsSn
Thr
Thr

Gly
105

Ala
Ala
25

Gln
ASn
Thr
Thr

Giy
105

Ser
10

ser
GIn
Leu
Asp
Tyr
Thr

ser
10

ser
Gln
Leu
ASD
Tyr

90
Thr

Pro Thr Ser

Lys
Tyr
40

Ser
Gly
Ala

GlIn

Ala
25

Gln
Asn
Thr
val

Gly
105

10
Ser

Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

Leu
GlIn
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

LYysS

Leu
Gln
LysS
Glu
Phe
75

Tyr

LYyS

Leu
GIn
LysS
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Ala
Thr
Pro
ser
60

Thr
Cys

Leu

val
val
Gly
45

Gly
Leu
GlIn

Glu

ser
Asp
30

Gln
Ile
Asn
Gln

Ile
110

Leu
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
ser

95
Lys

Gly
Asp
Pro
Ala
H1s

80
Asn

murino anti-o0x40

Ala
ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

Leu

Ala
Thr
Pro
ser
60

Thr
cys

val

val
val
Gly
Gly

Leu

Glu

val
val
Gly
45

Gly
Leu
His

Glu

Ser
Asp
GIn
Ile
ASnN
Gln

Ile
110

Regidn variable de Ta cadena Tigera de humanizado
anticuerpo ALOLC(TH)hu336

ser
ASD
30

Gln
val
Thr
Gln

Ile
110

Leu
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
sSer

95
Lys

anti-0x40

Leu
15

Tyr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Gly
ASp
Pro
Ala
His

80
Asn

Gly
ASp
Pro
ASp
ser

80
Asn



Lista de Secuencias - 111299
<210> 10
<211> 120
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Reqgibn variable de la cadena pesada de murino anti-0x40
anticuerpo Al0

<400> 10
Gin val GIn Leu GIn Gln Pro Gly Ser val Leu val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met gis Trp val Lys Gln Agg Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Ite
5 4 45
Gly Glu Ile His Pro Lys Ser Gly Asn Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 - 75 80
val Asp Leu Ser Ser tLeu Thr Ser Glu Ssp ser Ala val Tyr Tyr Cys
' 85 0 95
Ala Arg Gly Pro Giu Tyr Ser Asn Phe Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn
100 105 110
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ala
115 120

<210> 11

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region variable de 1a cadena pesada de humanizado anti-0x40
anticuerpo Al1OLC(TH)hu336

<400> 11
GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr pPhe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met g}s Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
40 45
Gly g]u Ile His Pro Lys Sgr Gly Asn Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe
0 5 60
Lys Gly Arg val Thr met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr val Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Gly Pro Glu Tyr Ser Asn Phe Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gin
100 105 110
Gly Thr teu val Thr val ser Ser
115 120
<210> 12
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> CDR-L1 OF murino anti-0Xx40 anticuerpc BG66
<400> 12
Lys Ala Ser GIn Thr val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met His
1 5 10 15
<210> 13

<211> 7



<213>

<220>
<223> CDR-L2 OF

<400> 13
Ala Ala Ser Asn
1

Secuencia

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>

<223> CDR-L3 OF
<400> 14

GIn Gln Ser Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

15

15

PRT .
Secuencia

CDR-L1 OF

<400> 15
Lys Ala Ser Gln
1

<210> 16

«211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia

<220>
<223> CDR-L3 OF

<400> 16
His GIn Ser Asn
1 .

<210> 17

<211> 5§

<212> PRT )
<213> Secuencia

<220>
<223>

<400> 17
Ser Tyr Trp Met
1

CDR-H1 OF

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> CDR-HZ2 OF

<400> 18
Glu Ile His Pro

18

17

PRT
Secuencia

Lista de Secuencias - 111299

artificial
anti-0x40 anticuerpo

Leu Glu ser
5

artificial
anti-0x40 anticuerpo

Glu Asp Pro Tyr Thr
5

artificial

anti-ox40 anticuerpo

ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn
5 10

artificial

anti-0xX40 anticuerpo

Glu Asp Pro Trp Thr
5

artificial

anti-ox40 anticuerpo

His
5

artificial

anti-o0x40 anticuerpo

Lys Ser Gly Asn Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
o r

[ Y- Pyt

Al10 AND B66

B66

Al0

Al0

A10 AND B66

Al0 AND B66



1
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
11
PRT

19
1

<210>
<211>
<212>
<213>

20
333
DNA

<220>
<223>

anticuerpo AlQ

<400> 20

gacattgtgc
atctcctgca
caacagaaac
gggatcccag
cctgtggagg
acgttcggtyg

<210> 21
<211> 333
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 21

gacattgtgc
atctcctgea
caacagaaac
gggatcccag
cctgtggagg
acgttcggag

<210> 22

<211> 333
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

tgacccaatc
aggccagcca
caggacagcc
ccaggtttag
aggaggatgc
gaggcaccaa

B66

tgacccaatc
aggccagcca
caggacagcc
ccaggtttag
aggaggatgc
gggggaccaa

Lista de Secuencias - 111299

Secuencia artificial

Secuencia artificial

tccaacttct
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tacaacctat
gctggaaatc

Secuencia artificial

tccagcttct
aactgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaacctat
gctggaaata

Ssecuencia artificial

anticuerpo AlOB & AlQE

<400> 22

gacatcgtga
atcaactgca
cagcagaagc
ggcgtgccag
agcctgcagg
accttcggec

<210> 23
<211> 333
<212> DNA

tgacccagag
aggccagcca
caggccagec
accgcttcag
ccgaggacgt
agggcaccaa

cccagacagce
gagcgtggac
accaaagctg
cggcagcggc
ggccgtgtac
ggtggagatc

Gly Pra Glu Tyr Ser Asn Phe Trp Phe Ala Tyr
5 10

Region variable de 1a cadena ligera de’

ttggctgtgt
tatgatggtg
ctcatctatg
tctgggacag
tactgtcacc
aaa

Region variable de la cadena ligera de
anticuerpo

ttggctgtgt
tatgatggtg
ctcatctatg
tctgggacag
tactgtcagc
aaa

Regién variable de la cadena Tigera de

ctggccgtga
tacgacggcg
ctgatctacg
agcggcaccg
tactgccacc
aag

15

CDR-H3 CF anti-0x4Q anticuerpo AlQ AND B66

murino anti-ox40

ctctagggca gagggccacc
atagttatat gaactggtac
ctgcatccaa tctagaatct
acttcaccct caacatccat
agagtaatga ggatccgtgg

murino anti-o0x40

ctctagggca gagggccacc
acagttatat gcattggtac
ctgcatccaa tctagaatct
acttcaccct caacatccat
daaagtaatga ggatccgtac

humanizado anti-0X40

gcctgggcga gcgcgecacce
acagctacat gaactggtac
ccgccagcaa cctggagagce
acttcaccct gaccatcagc
agagcaacga ggacccatgg

Pigina 6

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
333



Lista de Secuencias - 111299

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region variable de la cadena ligera de

anticuerpo AlCA & AlOD

<400> 23

gacatcgtga
atcaactgca
cagcagaagc
ggcgtgccag
agcctgcagg
accttcggcc

<210> 24

<211> 333
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

tgacccagag
aggccagceca
caggccagec
accgcttcag
ccgaggacgt
agggcaccaa

cccagacagc
gagcgtggac
accaaagctg
cggcageggce
ggccgtgtac
ggtggagatc

Secuencia artificial

ctggccgtga
tacgacggcg
ctgatctacg
agcggcaccyg
tactgccacc
aag

Region variable de la cadena ligera de

anticuerpo AlO(TH)HU336F & Al0C

<400> 24

gacatcgtga
atcaactgca
cagcagaagc
ggcgtgccag
agcctgcagg
accttcggec

25
360
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

tgacccagag
aggccagcca
caggccagcc
accgcttcag
ccgaggacgt
agggcaccaa

anticuerpo AlO

<400> 25

caggtccaac
tcctgcaagg
cctggacaag
aatgagaagt
gtggatctta
gaatatagta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

26
360
DNA

<400> 26

caggtgcagc
agctgcaagg
ccaggccagg
aacgagaagt
atggagctga
gagtacagca

<210>
<211>
<212>
<213>

27
360
DNA

tgcagcagcc
cttctggcta
gccttgagtg
tcaagggcag
gcagcctgac
atttrtggtt

tggtgcagag
ccagcggcta
gcctggagtg
tcaagggccg
gcagcctgcg
acttctggtt

cccagacagc
gaccgtggac
accaaagctg
cggcagcggce
ggccgtgtac
ggtggagatc

Secuencia artificial

tgggtctgtg
caccttcacc
gattggagag
ggccacactg
atctgaggac
tgcttattgg

Secuencia artificial

cggcgecgag
caccttcacc
gatgggcgag
cgtgaccatg
cagcgaggac
cgcctactgg

Secuencia artificial

ctggccgtga
tacgacggcg
ctgatctacg
agcggcaccyg
tactgccacc
aag

ctggtgaggc
agctactgga
attcatccta
actgtagaca
tctgeggtet
ggccaaggaa

gtgaagaagc
agctactgga
atccacccaa
acccgcgaca
accgccgtgt
ggccagggca

humanizado anti-0x40

gcctgggega
acagctacat
ccgccagceaa
acttcaccct
agagcaacga

humanizado anti-0X40

gcctgggega
acagctacat
ccgccagcaa
acttcaccct
agagcaacga

ctggagcttc
tgcattgggt
aaagtggtaa
catcctccag
attactgtgc
ctctggtcac

caggcgccag
tgcactgggt
agagcggcaa
ccagcaccag
actactgcgc
ccctggtgac

gcgcgecace
gcactggtac
cctggagagce
gaccatcagc
ggacccatgg

gcgcgecacce
gcactggtac
cctggagagce
gaccatcagc
ggacccatgg

Region variable de la cadena pesada de murino anti-0x40

agtgaagctg
gaagcagagg
tagtaactac
cacagcctac
aagaggtccg
tgtctctgca

Regidén variable de' 1a cadena pesada de humanizado anti-0X40
anticuerpo AlO(TH)HU336F & Al0D &ALOE

cgtgaaggtg
gcgccaggcec
cagcaactac
caccgtgtac
ccgcggecca
cgtgagcagc

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
360

60

120
180
240
300
360



<220>

Lista de Secuencias - 111299

<223> Region variable de la cadena pesada de humanizado anti-o0x40
anticuerpo ALOL70 & AlDA-C

<400> 27

caggtgcagc tggtgcagag cggcgccgag gtgaagaage caggcgccag cgtgaaggtg 60
agctgcaagg ccagcggeta caccttcacc agctactgga tgcactgggt gcgccaggec 120
ccaggccagg gcctggagtg gatgggcgag atccacccaa agageggcaa cagcaactac 180
aacgagaagt tcaagggccg cgtgaccctg acccgcgaca ccageaccag caccgtgtac 240
atggagctga gcagcctgeg cagcgaggac accgecgtgt actactgege ccgeggecca 300
gagtacagca acttctggtt cgcctactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcage 360
<210> 28

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANT

<222> 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 35, 36, 37, 38,

54, 55, 56, 57,
«223> Xaa = Any

58, 59, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101
Amino Acid

<220>
<223> Plantilla humana variable de la cadena ligera IGKV4-1/IGK]1
<400> 28 :
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro
35 40 45
Lys Leu Leu Ile Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa xXaa xaa Eaa Gly val Pro Asp
50 55 0
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75 80
ser Leu GIn Ala G;u Asp val Ala val Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa
8 90 95
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Gly GIn Gly Thr tys val Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 29
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> VARIANT
<222> 31, 32, 33, 34, 35, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 99, 100, 101, 102, 103, 104,
105, 106, 107, 108, 109
<223> Xaa = Any Amino Acid
<220> )
<223> Human Template Heavy Chain Region IGHV1-45/1GH]4
<400> 29
GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys V81 Ser Cys Lys Ala ger Gly Tyr Thr Phe Tgr Xaa Xaa
2 5 3
Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Arg val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr val Tyr
65 70 75 80

Pagina 8



Lista de Secuencias - 111299
Met Glu Leu Ser ggr Leu Arg Ser Glu Sgp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
95
Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xXaa Trp Gly Gln
100 105 110
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 ! 120

<210> 30

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANT

<222> 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 103, 104, 105,

106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117,

118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 30
GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr xXaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Met Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
65 70 75 80
ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90 95
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val Ser Ser
130

<210> 31

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANT

<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

68, 69, 70, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,

112, 113, 114, 115, 1ie, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 31
GIn val GIn Leu val GIn ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Met Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
65 70 75 8O
rPagina 9
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Ser Thr Ala Tyr get Glu Leu Ser Ser Lgu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
5 9 95
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 1G5 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xXaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val ser ser
130

<21G> 32

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANT

<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

68, 69, 70, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,

111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 32
GIn val Gln Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys val ser Cys Lys Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg Gin Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Met Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr
65 70 75 80
Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90 95
val Tyr Tyr Cys Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val ser Ser
130

<210> 33

«211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VARIANT

<22?2> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

68, 69, 70, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,

110, 111, 112, 113, 114, 1i5, 1i6, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>

<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 33

Gin val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Géu val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 1 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Gln Gly teu Glu

35 40 45

Trp Met Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 60
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Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Sser Thr

65 70 75 80
Ser Thr Ala Tyr Met Giu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90 95
val Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val Ser ser
130
<210> 34
<211> 132
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<221> VARIANT

<222> 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 103, 104, 105,

106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117,

118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 34
GIin val GTn Leu GTn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser val Ser Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 S5 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg val Thr 1le Ser val Asp Thr Ser Lys
65 70 75 80
Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
85 90 95
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly Gln Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val Ser Ser
130

<210> 35

<211> 132

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> VARIANT

<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

68, 69, 70, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,

112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Aamino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 35
Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa xaa Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
Pigina 11



Trp
Xaa
65

Asn
val
Xaa

Thr

Ile
50

Xaa
Gln
Tyr
Xaa

val
130

<210> 36
<211> 13
<212> PR

<213>

<220>

<221>
<222>

35
Xaa

Xaa
Phe
Tyr
Xaa

115
Ser

2
T

Xaa
Xaa
Ser
Cys
100
Xaa

sSer

Secuencia

VARTIANT
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

Lista de Secuencias - 111299

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

55

60

Xaa Xaa Arg val Thr Ile Ser val

70

75

Leu Lys Leu Ser Ser val Thr Ala

85

90

Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

105

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn

artificiai

120

34, 35,

Xaa
ASp
Ala
Xaa

Gly
125

36, 37,

Xaa
Thr
Asp
Xaa

110
Thr

54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
103, 104, 105,

68, 69, 70, 102,
111, 112,

<223> Xaa =

<220>
<223> HEAVY

<400> 36

Glin
1
Thr
Xaa
Trp
Xaa
65
Asn
val
Xaa

Thr

val
Leu
Xaa
Ile
50

Xaa
Gln
Tyr
Xaa

val
130

<210> 37
<211> 13
<212> PR

<213>

<220>

<221>
<222>

54,

68, 69, 70, 101, 102, 103, 104, 105,

55,

Gin
Ser
Xaa
35

Xaa
Xaa
Phe
Tyr
Xaa

115
ser

2
T

56,

113,

Any

114, 115,

Amuno Acid

106, 107, 108, 109, 110,
ii6, 117, 118, 119, 120, 121

CHAIN FRAMEWORK REGION

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
xXaa
Ser
Cys
100
Xaa

Ser

Secuencia

VARTIANT
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,

57,

Gln Glu Ser
5
Thr Cys Thr

Xaa Trp Ile

Xaa Xaa Xaa
55
Xaa Xaa Arg
70
Leu Lys Leu
85
Ala Xaa Xaa

Xaa Xaa Xad

artificial

Gly
val
Arg
40

Xaa
val
Ser
Xaa

Xaa
120

Pro
ser
25

Gln
Xaa
Thr
ser
Xaa

105
Xaa

Gly
10

xXaa
Pro
Xaa
Ile
val
a0

Xaa

Trp

Leu
Xaa
Pro
Xaa
Ser
Thr
Xaa

Gly

val
xXaa
Gly
Xaa
val
Ala
Xaa

Gln

Lys
Xaa
Lys
45

Xaa
Asp
Ala
Xaa

Gly
125

Pro
Xaa
Gly
Xaa
Thr
Asp
Xaa

110
Thr

58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

106, 107, 108, 109,

51,

Xaa
Ser
Thr
95

Xaa

Leu

Ser
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr
95

Xaa

Leu

110, 111, 112, 113, 114, 115, 1iie, 117, 118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 37

ln wval 21ln tan 2in 21 ar Clv Pra Ry 1en val Lue Pra Ser Gn

Xaa
Lys
80

Ala
Xaa

vai

52, 53,

GIn
Xaa
Glu
Xaa
Lys
80

Ala
Xad

val
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1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa xXaa Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40 45
Trp Iée Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa éga Xaa Xaa
5 55
Xaa Xaa Xaa Xaa xaa Xaa Arg val Thr ITe ser val Asp Thr
65 70 75
Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser ;8] Thi Ala Ala Asp
85
val Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 1058 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr
115 120 125
Thr val Ser Ser
130

<210> 38

<211> 132

<212> PRT

<213> Ssecuencia artificial

<220>
<221> VARIANT

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr
95

Xaa

Lteu

Xaa
Glu
Xaa
LysS
Ala
Xaa

val

<222> 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 103, 104, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 3131, 112, 113, 114, 115, 116, 117,

118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 38
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
35 40 45
Trp val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75
Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser 'Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr
115 120 125
Thr val Ser ser
130

<210> 39

<211> 132

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<221> VARIANT

<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51,

54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
Pagina 13

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
ser
Thr
a5

Xaa

Leu

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
Ala
Xaa

val

52, 53,



<223> HEAVY

<400> 39
G}u val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro
5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa §aa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
5 40 45
Trp val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70 75
Asn Thr Leu Tyr geu Gln Met Asn Ser ggu Arg Ala Glu Asp
5
val Tyr Tyr Cys Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr
115 120 125
Thr val ser Ser
130
<210> 40
<211> 132
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> VARIANT
<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
54, 55, 56, 57, 58, 59, &0, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 11z, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any amino Acid
<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION
<400> 40
Glu val Gln Leu Vg] Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro
1 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
35 40 45
Trp val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
éaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ash
5 70 75
Asn Thr Leu Tyr ggu Gln Met Asn Ser L8u Arg Ala Glu Asp
9
val Tyr Tyr Cys Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr
115 120 125
Thr val ser Ser
130
<210> 41
<211> 132
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>

<221> VARIANT

<222>

54,

55,

26, 27, 28, 29, 30,
56, 57, 58,

Lista de Secuencias - 111299
CHAIN FRAMEWORK REGION
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51,

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
The
95

Xaa

Leu

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
ser
Thr
95

Xaa

Leu

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
80

Ala
Xaa

val

52, 53,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
80

Ala
Xaa

val

31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,



<223> Xaa =

<220>
<223> HEAVY

<400> 41
Glu val Gln

1
Ser

Xaa
Trp
Xaa
65

Asn
val

xaa

Thr

Leu
Xaa
val
50

Xaa
Thr
Tyr
Xaa

val
130

<210> 42
<211> 13
<212> PR

<213>

<220>

<221>

Arg
Xaa
35

Xaa
Xaa
Leu
Tyr
Xaa

115
Ser

2
T
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110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 1ii7, 118, 119, 120, 121
Any Amino Acid

CHAIN FRAMEWORK REGION

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
Xaa
Tyr
Cys
100
Xaa

Ser

Secuencia

VARIANT
<222> 31, 32,

33,

val Glu
5
Ser Cys

Xaa Trp

Xaa Xaa

Xaa Xaa
70

Leu Gln

85

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met
Xaa

xaa

artificial

34, 35,

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
AsSn
Xaa

Xaa
120

36, 37,

Gly
Ser
25

Gln
Xaa
Thr
Ser
Xaa

105
Xaa

52,

Gly
10

Xaa
Ala
Xaa
Ile
Lew
90

Xaa

Trp

53,

Leu
Xaa
Pro
Xaa
ser
75

Arg
Xaa

Gly

54,

val
Xaa
Gly
Xaa
60

Arg
Ala
Xaa

Gln

55,

GlIn
Xaa
Lys
45

Xaa
ASp
Glu
Xaa

Gly
125

Pro
Xaa
Gly
Xaa
Ash
Asp
Xaa

110
Thr

56, 57,

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
ser
Thr
95

Xaa

Leu

60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 103, 104, 105,

106, 107, 108, 109, 1i0, 111, 11z, 113, 114, 115, 1ie6, 117,
118, 119, 120, 121
<223> Xaa =

<220>
<223> HEAVY

<400> 42

Glu
1
Ser
Xaa
Trp
Xaa
65
Asn
val
Xaa

Thr

val
Leu
Xaa
val
50

Xaa
Thr
Tyr
Xaa

val
130

<210> 43
<211> 13
<212> PRT

<213>

<220>

<221>

Gln
Arg
Xaa
35

ser
Xaa
Ala
Tyr
Xaa

115
Ser

2

Any Amino Acid

CHAIN FRAMEWORK REGION

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
Xaa
Tyr
Cys
100
Xaa

Ser

Secuencia

VARIANT

val Glu
5
Ser Cys

Xaa Trp

Xaa Xaa

Xaa Xaa
70

Leu GIn

85

Ser Arg

Xaa Xaa

Ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met
Xaa

Xaa

artificial

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
Asn
Xaa

Xaa
120

Gly
ser
25

GlIn
Xaa
Thr
Ser
Xaa

105
Xaa

Gly
Gly
Ala
Xaa
Ile
Leu
390

Xaa

Trp

Leu
Phe
Pro
Xaa
Ser
75

Arg
Xaa

Gly

val
Asn
Gly
Xaa
Ala
Ala
Xaa

G1In

pagina 15

Gin
Ile
LyS
45

Xaa
Asp
Glu
Xaa

Gly
125

Pro
Lys
30

Gly
Xaa
Thr
Asp
Xaa

110
Thr

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr
95

Xaa

Leu

Gly
Xaa
Glu
xXaa
LYS
80

Ala
Xaa

val

58, 59,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
80

Ala
Xaa

val



<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

54,

68, 69, 70, 103,

55,

56,

57, 58,

Lista de Secuencias - 111299

59, 60, 61, €2, 63, 64, 65,

104, 105,

36, 37,

66,

112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK

<400> 43
Glu val GIn

1
ser

Xaa
Trp
Xaa
65

Asn
val
Xaa

Thr

Leu
Xaad
val
50

Xaa
Thr
Tyr
Xaa

val
130

<210> 44
<211> 13
<212> PR

<213>

<220>

<221>

54,

68, ¢9, 70, 102, 103, 104, 105, 106, 107,

111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121

55,

Arg
Xaa
35

Xaa
Xaa
Ala
Tyr
Xaa

115
Ser

2
T

secuencia

56,

Leu val
5

Leu Ser

20

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Tyr Leu
85

Cys Ser

100

Xaa Xaa

Ser

VARIANT
<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

57, 58,

Glu
Cys
Trp
Xaa
Xaa
70

GIn
Arg

Xaa

ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met
Xaa

Xaa

artificial

REGION

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
Asn

Xaa

Xaa
120

Gly
ser
25

G1n
Xaa
Thr
ser
Xaa

105
Xaa

Gly
10

Xaa
Ala

Xaa

Leu
90
Xaa

Trp

59, 60, 61, 62, 63,

<223> Xaa = Any Amino Acid

<220> _
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWCRK REGION

<400> 44

Glu
1
Ser
Xaa
Trp
Xaa
65
Asn
val
Xaa

Thr

val
Leu
Xaa
val
50

Xaa
Thr
Tyr
Xaa

val
130

<210> 45
<211> 132

=319 [a)a)

Gln
Arg
Xaa
35

Xaa
Xaa
Ala
Tyr
Xaa

115
ser

-

Leu val
5

Leu Ser

20

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Tyr Leu
85

Cys ser

100

Xaa Xaa

ser

Glu
Cys
Trp
Xaa
Xaa
Gln
Xaa

Xaa

ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met

Xaa

Xaa

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
Asnh
Xaa

Xaa
120

Gly
Ser
25

GIn
Xaa
Thr
Ser
Xaa

105
Xaa

Gly
10

Xaa
Ala
Xaa
Ile
Leu
90

Xaa

Trp

Leu
Xaa
Pro
Xaa
ser
75

Arg

Xaa

Gly

34, 35,

64,

Leu
Xaa
Pro
Xaa
ser
75

Arg

Xaa

Gly

val
Xaa
Gly
Xaa
60

Ala
Ala
Xaa

Gln

65,

val
Xaa
Gly
Xaa
60

Ala
Ala

Xaa

GIn

Gln
Xaa
Lys
45

Xaa
Asp
Glu
Xaa

Gly
125

36, 37,

66,

Gln
Xaa
Lys
45

Xaa
Asp
Glu

Xaa

Gly
125

67,

106, 107, 108, 109, 110, 111,

Pro
Xaa
30

Gly
Xaa
Thr
Asp
Xaa

110
Thr

67,

108, 109, 110,

Pro
Xaa
Gly
Xaa
Thr
ASp
Xaa

110
Thr

51,

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr
95

Xaa

Leu

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
ser
Thr
95

Xaa

Leu

51, 52, 53,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
Ala
Xaa

val

52, 53,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
Ala
Xaa

val



<213> Secuencia artificial

<220>
<221> VARIANT

<222> 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 52, 53,

Lista de Secuencias - 111299

r

54, 55, 56, 57,

60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 103, 104, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117,
118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK

<400> 45

Glu
1
ser
Xaa
Trp
Xaa
65
ASN
val
Xaa

Thr

val Gln
Leu Arg

Xaa Xaa
35

val Ser

50

Xaa Xaa

Thr Ala
Tyr Tyr
Xaa Xaa

115

val ser
130

<210> 46
<211> 132
<212> PRT

<213>

<220>

<221>

54,
68,

55, 56,

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
Xaa
Tyr
Cys
100
Xaa

Ser

Secuencia

VARIANT
<222> 206, 27,

57,

28,

val
5
Ser
Xaa
Xaa
Xaa
Leu
85
Ala

Xaa

Glu
cys
Trp
Xaa
Xaa
70

Gin
Arg

Xaa

ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met

xaa

Xaa

artificial

58,

29,

REGION

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
Asn
Xaa

Xaa
120

30, 31, 32,

Gly
Ser
25

Gln
Xaa
Thr
ser
Xaa

105
Xaa

33,

Gly
Gly
Ala
Xaa
Ile
Leu
90

Xaa

Trp

34,

Leu
Phe
Pro
Xaa
Ser
75

Arg
Xaa

Gly

35,

val
AsSn
Gly
Xaa
Ala
Ala
Xaa

Gln

36, 37,

GIn Pro
Ile Lys
30
Lys Gly
45
Xaa Xaa
Asp Thr
Glu Asp
Xaa Xaa
110

Gly Thr
125

59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

69, 70, 103, 104, 105,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid

<220>

<223> HEAVY CHAIN

<400> 46

Glu
1
ser
Xaa
Trp
Xaa
65
ASn
val
Xaa

Thr

val Gln
Leu Arg

Xaa Xaa
35

val Xaa

50

Xaa Xaa

Thr Ala
Tyr Tyr
Xaa Xdaa

115

val ser
130

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
Xaa
Tyr
Cys
100
Xaa

Ser

val
5
Ser
Xaa
Xaa
Xaa
Leu
85
Ala

Xaa

Glu
Cys
Trp
Xaa
Xaa
70

Gln
Arg

Xaa

ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met
Xaa

Xaa

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
AsSn

Xaa

Xaa
120

106, 107,

FRAMEWORK REGION

Gly
ser
25

GIn
Xaa
Thr
Ser
Xaa

105
Xaa

108, 109, 110, 111,

Gly
10

Xaa
Ala
Xaa
Ile
Leu
90

Xaa

Trp

Leu
Xaa
Pro
Xaa
Ser
75

Arg
Xaa

Gly

val
Xaa
Gly
Xaa
60

Ala
Ala
Xaa

Gln

Gln Pro

Xaa Xaa
30

Lys Gly

45

Xaa Xaa

Asp Thr
Glu Asp
Xaa Xaa

110

Gly Thr
125

51,

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr

Xaa

Leu

Gly
15

Xaa
Leu
xXaa
Sser
Thr
95

Xaa

Leu

58, 59,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
80

Ala
Xaa

val

52, 53,

Gly
Xaa
Glu
Xaa
Lys
Ala
Xaa

val



Lista de Secuencias - 111299
!

<210> 47
<211> 132
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> VARIANT
<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 6%, 70, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121
<223> Xaa = Any Amino Acid
<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION
<400> 47
Glu val GIn Leu val Glu Sser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro §1y Gly
1 5 10 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys
65 70 75 80
Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Met Asn Ser Lgu Arg Ala Glu Asp ghr Ala
85 9 5
val Tyr Tyr Cys Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val
115 120 125
Thr val Ser Ser
130
<210> 48
<211> 132
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> VARIANT '
<222> 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,

68, 69, 70, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,

110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121

<223> Xaa =

<220>
<223> HEAVY CHAIN FRAMEWORK REGION

<400> 48

Glu
1
Ser
xXaa
Trp
Xaa
65
Asn

val

val
Leu
Xaa
val
50

Xaa
Thr

Tyr

Gln
Arg
Xaa
35

Xaa
Xaa
Ala

Tyr

Any Amino Acid

Leu
Leu
20

Xaa
Xaa
Xaa
Tyr

Cys
100

val
5
Ser
Xaa
Xaa
Xaa
Leu

85
Xaa

Glu
Ccys
Trp
Xaa
Xaa
70

Glin

Xaa

ser
Ala
val
Xaa
55

Arg
Met

Xaa

Gly
Ala
Arg
40

Xaa
Phe
Ash

Xaa

Gly Gly
10

ser Xaa

25

Gln Ala

Xaa Xaa
Thr Ile
Ser Leu

90

Xaa Xaa
105

Leu
Xaa
Pro
Xaa
ser
75

Arg

xXaa

val
Xaa
Gly
Xaa
60

Ala
Ala

Xaa

GIn
Xaa
LysS
45

Xaa
ASp
Glu

Xaa

Pro
Xaa
30

Gly
Xaa
Thr
Asp

Xaa
110

Gly
15

Xaa
Leu
Xaa
Ser
Thr

95
Xaa

Gly
Xaa
Glu
Xaa
LysS
80

Ala

Xaa



Thr va
13

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>
Asp I1

1
ASp Ar

Ala pr

Ser Gl
50
Glu As
65

Ile Ly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp I

1
Glu pPr

Pro GI

Gl
50
Gl

Ser
val
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly

Ser Glv Thr asn pPhe Thr 1eu

Lista de Secuencias - 111299
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr Leu val

115 120
1 Ser Ser
0
49
82
PRT
Secuencia artificial
VARIANT
24, 40
Xaa = Any Amino Acid
marco de Ta region de la cadena Tigera
49
e GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser SSr Leu Ser
5 1
g val Thr Ile Thr Cys Xaa Trp Tyr GIn GIn
20 25
0 Lys Leu Leu Ile Tyr Xaa Gly val Pro Ser
35 40
y Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
55 60
p Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gly GIn Gly
70 75
s
50
80
PRT
Secuencia artificial
marco de la region de la cadena ligera
50
e val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro
5 10
o Ala Ser Ile Ser Cys Trp Tyr Leu GIn Lys
20 25
n Leu Leu Ile Tyr Gly val Pro Asp Arg phe
35 40
y Thr asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val
60
y val Tyr Tyr Cys Phe Gly GIn Gly Thr Lys
70 75
51
80
PRT
Secuencia artificial
marco de la region de la cadena ligera

51

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser
5

Pro Gly Thr Leu Ser
10
Trp Tyr GIn GIn Lys
25
Ile Pro AsSp Arg Phe
40
Thr Tle Ser Ara ieu

125

Ala
LyS
Arg
45

Ser

Thr

val
Pro
Ser
45

Glu

val

Leu
Pro
Ser

45
Glu

Ser
Pro
30

Phe
Leu

Lys

Thr
Gly
Gly
Ala

Glu

ser
Gly
30

Gly

Pro

val
Gly
ser

GIn

va)

Pro
Gln
Ser
Glu

Ile

Pro
15

Gln
ser

Glu

Gly
Lys
Gly
Pro

Glu
80

Gly
Ser
Gly
Asp

Lys
80

Gly
Ala
Gly

AsSn



S0
65
<210>

<211>
<212>

52
80
PRT

55

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> marco de la regidén de

<400>
Asp I1
1

Glu Ar
Pro Ly

Ser GI

50
val Al
65

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

52
e val Met

g Ala Thr

20

S Leu Leu
35

y Thr Asp

a val Tyr

53

23

PRT
Secuencia

Thr Gln ser
5
Ile Asn Cys

Ile Tyr Gly
Phe Thr Leu
55

Tyr Cys Phe
70

artificial

marco de 1a region de

<400> 53
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser
1

5

Asp Arg val Thr Ile Thr cys
20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

54

15

PRT
Secuencia

artificial

marco de la regién de

54

Frp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

32

PRT
Secuencia

artificial

marco de la regién de

55

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser
1 5

Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn

<210>
<211>

e b e N

20

56
10

[ Yalual

Lista de Secuencias - 111299
60

Phe Ala val Tyr Tyr Cys Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
70

75

la cadena ligera

Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu
10 ‘ 15
Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Gln
25
val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
40 45
Thr Ile Ser Ser Leu GlIn Ala Glu
60
Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile
75

la cadena ligera

Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val
10 15

la cadena ligera

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
10 15

la cadena ligera

Gly Ser arg Ser Gly Thr Asp Phe
10 15

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
25 30

80

Gly
Pro
Gly
Asp

Lys
80

Gly

Thr

cys



<213>

<220>
<223>

<400>

Lista de Secuencias - 111299

Secuencia artificial

marco de la regién de

56

Phe Gly GIn Gly Thr Lys val
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57

25

PRT

Secuencia artificial

marco de la regién de

57

Glu val GIn Leu val Glu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58

13

PRT

Secuencia artificial

marco de la regién de

58

Ta cadena ligera

Glu Ile Lys
10

la cadena ligera
Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
10 15

Ala Ser
25

la cadena ligera

Trp val Arg GlIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59
30
PRT
Secuencia artificial

marca de la regién de

59

Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp

1

5

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20
60
11
PRT L
Secuencia artificial

marco de la regién de

60

la cadena ligera

Thr ser Lys asn Thr Ala Tyr Leu Gln
10 15
Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
25 30

Ta cadena ligera

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1

5
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Brigard « Castro

BOGOTA - COL

PODER

nosotras)

ciliado(s) en

bro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
BEATR!Z JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIC
TMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogots,
mbia, apoderados verdaderos y legales ‘con poder
«cial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
ridades colombianas administrativas, judiciales y de
fa, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
ntes’ de invencién, registros de marcas, disenos
striales, modelos de utilidad, depdsitos de nombres
erciales y ensefas, registios de derechos de autor y
ratos sobre los mismos, cbtencién de cerificados de
ntor de variedades vegetales, asi como sus prorrogas,
vaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
cia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como
andante o como demandado en cualquier instancia y~
rso ante cualquier juez, corporacion, funcionario publico
Jtoridad en acciones judiciales, administrativas y de
ifa tales como: aposiciones al registro de marcas;
anes de caducidad, cancelacion y nulidad; acciones
ndicatorias, acciones derivadas de la oblencién o
otacion de licencias; accicnes de competencia desleal;
andas penales; acciones de indemnizacidn de
Jicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
ntes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
sicio de medidas cautelares y en ofras acciones o
lidas similares.

ste efecio, lo(s) faculto{arnos) para elevar solicitudes,

wlar descripciones, enmiendas, protestas,
araciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
laciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas vy

‘amenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
:chos concedidos o en curso de concesion; recibir toda
e de documentos y valores, dando el descargo
ectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
¥s los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
3stros intereses), con todas las demads facultades legales
esarias.

CTOR GOMEZ MEJIA,, domxmhado( s)
16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados}
 facultades para ibi 3

srgado y firmado en

givle

OMBIA
POWER OF ATTORNEY
I (We) Genentech, Inc.
1 DNA Way
domiciledin  South San Francisco, California 94080-4990

USA

Hereby appeoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLC and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogota, Colombia, my (our) true and lawful atiorneys 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
utitity 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 plaintifi or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police acticns, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; 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.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; 1o
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 ail the other
necessary legal powers.

-
2 ﬁ/Ig power includes the faculty to ratify or confirm desist,
¢ settle and compromise on my {our) behalf, and to substitute

this power in whole or i 7par’t and to revoke substitutions. At
the same time | (We) hereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARL@ H. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOME 4Q'TIA domiciled in Carrera 7 No. 18-56, Pisc 9,

ﬂ?f attorney(s) in fact, with powers to receive
lons and to designate judicial and extrajudicial

South San anusc(), California
Granted and sngned in USA

‘. Qe de T , LI
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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 o biological deposits with the American
Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by Genentech employees. ‘

August 27, 2002 Aeoa W

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




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder ctorgado por Genentech,

Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,
Estados Unidos de América. |

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

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

1 Pais: Estados Unidos de América
Esta documento publico
ha sido firmado por AIDA MICLAT GUIAM
actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California

lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Plblico
Estado de California

- CERTIFICADO

en Sacramento, California

el 15 de diciembre de 2005

por el Secretario de Estado Delegado, Estado de California
No. 267083

Sello/Timbre

© ® N o o

(Firma)

Secretagf
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RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )

} ss.
Condado de San Mateo )

El 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecidé personalmente
Thimoty R. Schwartz

[J a quien conozco personalmente

guien demostré ante mi en base a
evidencia satisfactoria ser la persona cuyo
nombre esta suscrito en el instrumento vy
quien reconocid ante mi que ejecutd el
COM{SION#MSSQGQ' mismo en su capacidad autorizada, y que
Notario Publico-California . -
Condado de San Mateo por su firma en et instrumento la persona o
Mi comisién expira Dic. 9 de 2007 la entidad a nombre de la cual la persona
actud, ejecutd el instrumento.

Hay un sello que dice:
AIDA MICLAT GUIAM

Atestigua mi firma y sello oficial,

AIDA MICLAT GUIAM

------- OPCIONAL ]

Aunque la informacidn en esta seccién no es requerida por la ley, puede probar ser valiosa para las personas que se basan en el documento y puede
prevenir [a remocion y readhesidn fraudulenta de esta forma a gtro decumento

Descripcién adicional 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 firmanie:

Individuo

Funcionario Corporativo - Tilulo(s):
Socio - (1 Limitado {3 General
Abogado de hecho

Fideicomisario

Guardian o conservador

Otro:

Huella Indice
derecho del firmante

Parte alta def dedo aqui

oooooon

El firmante representa:
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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
mantenimientc de concesion-de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depésitos
biologicos 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 Intelectual

Genentech, Inc.




till
(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

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Uertified

at Dover. Delaware

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

No. 0254030

Seal/Stamp:
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PAGE 1

The “First State

A

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED 15 A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1899, AT 9
O'CLOCK A.M.

114 sikvvuqbtl}diwvutAzgza;4¢L44AJ
e Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 3900384

2112549

050426506 DATE: 05-24-05
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AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.
Gencntech, Inc. (the “Corporation™), a corporation organized and eXisting .
under and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
_does herchy amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was

originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended 1o read in its entirety as follows:

ARTICLE 1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc,

ARTICLE?2

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

ARTICLE3

Law™).

DELAWARE

¥ OF STATE

s CORPCRATIONS

FILED 097 aM 07/22/1999
891302331 -~ 2112543
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ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capital Stock. (8) The Corporation is authorized to issue
two classes of slock Lo 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 30.02 per share (“Preferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shalt be designated
common stock, par value §0.02 per share (“Common Stock™) The Cormmon
Stock of the Corporation shall be all of one class.

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

SecTioN 4.02. Common Stock. (a) Issuance and Consideration. Any
unissued oy treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
tme 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 ol 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 far the issue of a series of Preferred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Srock.

(a) Series and Limits of Variations benif 3 > Any unissued or
treasury shares of the Preferred Stock may be f€ued 581 ,
more series for such consideration as may be {gegfim time to time by the Board
of Directors, Before any shares of Preferred StocigbT any particular sesies shal¥
issued, a certificate shall be filed with the Secgifiry of State of Delaware ggt
forth the designation, rights, privileges, restristions, and conditions to b
10 the Preferred Stock of such series and s{ich other matters as may hFrequired,
and the Board of Directors shall fix and/détermine, and is hereby,&Xpressly
empowered. to fix and determine, in § 3, the particularg of

P,

-




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

(1) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitute such scries, which pumber 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 thereof then
ourstanding) from time to time by like action of the Board of Ditectors;

(if) 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 cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative;

(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;

(tv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the terms and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustrnent 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 so, 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 sinig
redemption or purchase of shares of that sen A
amount of such sinking fund; ,

(vii) the rights of the shares of suctebn
- voluntary or involuntary liquidation, dissg .':""'
Corporation, and the relative ngh‘[s of
of that series; and &

serics.




ARTICLE S

SECTION 5.01. Amendment of Bylaws by Direciors. () In furtherance and
nol In limitation of the powers conferred by statute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject 10 Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

(b) Sectons 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.05 of the
bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sections 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amendcd, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock
entitled 1o vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thercon.

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorperation. Section
5.01(b) 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 therzon representing more than 60% ol 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 to be voted thereon.

ARTICLEG6

SeCTiIoN 6.01. Election of Direcrors by Holders ofzg#tferd

During any period when the holders of any Preferred Stg#k or ait
series thereof, voting as a class, shall be entitled to &8 &
directors, by reason of dividend arrearages or otheg#rovi ,'. "
right to do 5o, then and during such time as such rifl

number of a:hrectors, and the holders of such Preferred

thereof, voting as a class, shall be entitled to elecy;f!
provided for, pursuant to the provisions of su _sef
such addjtional director shall serve for suc _;.
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divested of such rights to elect a specified number of directors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or scries, the terms of office of
all directors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant to such provisions or elected 10 fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Prelerred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directors shall be reduced accordingly.

Secnon 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special
meeting 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 dircetor of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its

stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permilied by Delaware Law.

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was a director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation as a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other enterprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullest 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 fina! disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law.
The right to indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right. '

indemnification to such of the officers, employecs andgéd

e

o
(d) The Cormporation shall have power to piffchase and maintain /

insurance on behalf of any person who is or wa .-,i':;"! irector, officer, employee.of

agent of the Corporation, or {s or was servinggi¥’the request of the Corparatibn as

a director, officer, employee or agent of angffier corporation, partnersl};; ‘j?:';im

venture, trust or other enterprise againstg#fy expeanse, liability or los;

such persun in any such capacity or ag#

ghcurred by

———
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not the Corporation would have the power to indemnify him against such liability
under Delaware Law.

(e) The rights and authority conferred in this Section 6.03 shall not be
exclusive of any other right which any person may otherwise have or hereafier
acquure.

{(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 modification 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. Section 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not o be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLE 8

SecTioN 8.01. Relationship With Roche. 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 remain a stockholder o
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined jnsf€cd
and Roche may engage in the same or similar activities or linegfot bugifles’and
have an interest in the same areas of corporate opportunities£&nd ;

)

corporate and business relations with Roche (including g ' igg
directors of Roche as directors of the Corporation) and ((WEEZ difficulties
attendant to any director, who desires and endeavors fully/16

g3 set forth to regulate, defid
and guide the conduct of certain affairs of the Cofporation as they may inquﬁl e
iabilities

5
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of the Corporation ard its officers, directors and stockholders in connection therewith.

Secrion 8.02. Similar Business Activities. FExcept as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing, '

(@) Roche shall not have a duty te refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business activitics or lines of business as the
Corporation, and

(b) meither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its steckholders 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
matter that may 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
pexson 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 8.03. Corporate Opportunilies. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a potential 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
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation”
or Roche a5 such director, officer ot employee deems appropnate under the _:;

duty or dut'y of loyalty or faﬂure 10 act m (or not opposed tg ,"- be 1_,_, “;

4
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any inlerest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and 10 bave consented to the
provisions of this Article 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 corporations,
partnerships, joint ventures, associations and other entities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) tifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (i) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Jjoint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clause (i) of this Section 8.05) that are “affiliates” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1234, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION B.06. Termination: 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 8 nor the
adoption of any provision of this Arnended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would accrue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SecTion 8.07. Article 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of 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 -
termination 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 governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of Incorporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation™ and “Roche™ have the meanings set forth in Section 8.05.

SecTion 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircetors or officers of Roche may be counted m determining the presence of a
quorunt at 4 meetmg of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or approves any such contract, agreernent, arangement 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 frduciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
opposed (o) the best interests of the Corporation ar 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 connection with any agreement or contract between Roche and the
Corporation, No vote cast or other action taken by any person who is ar officer,
directar 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
action of or the exercise of a right by or a consent of Roche for the purposc of any
such agreement or contract.
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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 2 shall eliminate or reduce the
effect of this Asticle 9 in regpect of any malter occwuring, 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 adeption.

SECTION 9.07. Artlcle 8. The provisions of this Article 9 arc in addition to
the provisions of Article 8.




IN WITNESS WHEREOQF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
of the Gencral Corpotation Law of the State of Delaware and by the wiitlen
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 execuled (his
22nd day of July, 1999. '

GENENTECH, INC.

By: /s/ Stephen G. Juelsgaard

Name: Stephen G. Juelsgaard

Title: Senior Vicc President,.
General Counsel and Secretary

11
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' “IL,R/-\'DUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacién de Genentech, Inc.

APQSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pafs: Estados Unidos de América
Este 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

5. en Dover, Delawa(e

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

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

8. No. 0254030

9. Sello/timbre 10.  Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)
Secretaria de Estado 7




DELAWARE

ElL PRIMER ESTADO

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

VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1999, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
MANANA,

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900384

FECHA: 05-24-05



CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

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

subsiguientemente.

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

Corporacidn y se corrige aun mas para que diga en su totalidad lo que sigue:
ARTICULO 1
El nombre de la Corporacién es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2

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

registrado en tal direccién es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

e

Ley General de Corporacion del Estado de Delagd

5

»‘-L';r;”f .
f#en cualquier acto o
actividad legal para las cuales las corporaciones pu
s
fwﬂ{ r dh € 2

ARTICULO 4

; “‘"&«hﬁi’gmma

A
SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta autoriza :

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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preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accién Preferencial”).

-~ Trecientos millones (300,000,000) de acciones seran designadas acciones

comunes, por un valor de $0.02 por accion (*Accion Comdn”). La accién comdin

de la Corporacidn sera toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de
‘acciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debajo del nimero del
numero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afirmativo de una mayoria con poder de votacion de las acciones vigentes de la
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las

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

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

tiempo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de la

Corporacién los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos paggies ya .
a '. p

serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Accién Preferencial

emitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales puedag@®nitirse cada cierd
tiempo en una o mas series para tal consideracidn como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualguier accion de las
Acciones Preferenciales -de cualquier serie particular, se debera presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que irdn anexas
a las Acciones Preferenciales de tal serie y tales otras cuestiones como puedan
requerirse, y la Junta Directiva debera fijar y determinar, y por la presente esta

expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por la ley, los
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particulares de las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean inconsistentes
con las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones

Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

(i) la designacion distintiva de tal serie y el nimero 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 (pero no por debajo del numero de acciones de las
mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una accion semejante

de la Junta Directiva;

(it) la tasa anual de dividendos a pagar sobre 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;

(iiy si la serie tendra o no derechos de voto, ademas de los
derechos de voto provistos por la ley, y de ser asi, los términos de tales

derechos de voto;

(iv)  sital serie tendra o no privilegios de conversidn y, de ser asi,
los términos y condiciones de tal conversidon, incluyendo, pero sin estar
limitado a, la condicidn para ajuste de la tasa de conversion en tales

eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

{v)  silas acciones de tal serie seran o ng uies v, de ser asi,

los términos y condiciones de tal redencion, incl

o

&dimibles, y la cantidad aA/

pagar por accion en caso de redencion, cantid ¥ que variara bajo diferented

Y

(viy  sital serie tendra o pg* dFa la redencion

de tal fondo de inversion:

(vii) los derechos de las accicnes de

liquidacion, disolucidon o cierre voluntaria o involu rerieB
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los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa

serie; y

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

ARTICULO 5

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

estatutos de la Corporacién, sujetos a las secciones 5.01(b) v 5.01(c)

continuacion.

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

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

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

) ] &

derecho a voto sobre la misma que representen a y}""'

con derecho a votar la misma. La seccién 5. O1(c /.,W" Articulos 8 y

misma.

SECCION 6.01. Eleccion del Directorio por los Accionistas de R

Preferencial.  Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cualquier




accion preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elegir un nimero especifico de directores, por
razon a atrasos en los dividendos u otras condiciones que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que contintie el derecho (i) el nimero de
directores autorizado de otro modo sera incrementado por tal nimero de directores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores
adicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales
Acciones Preferenciales o series; (ii) cada uno de tales directores adicionales
servira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; y (iii)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estan desprovistos de tales derechos a elegir un nimero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales o series, los términos de oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocién de directores asi
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminaran

en adelante y el nimero autorizado de directores sera reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Votaciones. Las elecciones de directores en una reunion
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos a menos que

los estatutos de la Corporacién digan lo contrario.

SECCION 6.03. Eliminacién de cierta responsabilidad personal de los
directores. (a) Un director de la Corporacidon no serd responsable ante la

Corporacién 0 sus accionistas por dafios monetarios por violacién del deber

resa, sera
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" permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacion concedido en esta
seccion 6.03 tambien debe incluir el derecho a que la Corporacién le pague los
gastos incurridos en conexidén cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decision final hasta donde los auttriza la Ley de Delaware. El derecho a

indemnizacion conferido en esta seccion 6.03 serd un derecho contractual.

(c) La Corporacion puede, por acciéon de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizacion a tales funcionarios, empleados v agentes de la Corporaciéon hasta

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

la Ley de Delaware.

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

indemnizarlo contra tal responsabilidad bajo Ia ley de Delaware.

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

adquirir de aqui en adelante.

(f) Ni la alteracidn, enmienda, rechazo o rescisiéon de esta Seccién 6.03, ni
la adopcidn de ninguna condicion de este Certificado de Incorporacién o de los

Estatutos de la Corporacién, ni, hasta donde lo permite la Ley de Delaware,

ninguna modificacion de la ley, debe eliminar o reducir el ,-,.f.f:'ggj: esta Seccion
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Noﬁ‘gﬁ{%c UARENTY

olnmbh

L vt

Agustin Caseilla 74eme—

I g




e

ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacion con Roche. Anticipandose a que la Corporacién
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc.,
pero que Roche {como se define en la seccién 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacion, y anticipandose a que la Corporacidon (como se
define en la Seccién 8.05) y Roche puede entrar en actividades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un interés en las mismas dreas de
oportunidades corporativas, y en reconccimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacion a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios can Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores de Roche como directores de la Corporacién} y (i) las dificultades
concomitantes a cualguier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacion particular, las condiciones de
este articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacion ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directores, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de la

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

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepto que Roche

Holdings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

(a) Roche no tendra el deber de abstenerse de entrar directamente o
indirectamente en aclividades de negocios o lineas de negocios semejantes o

similares a las de la Corporacién, y

materia potencial que pueda ser una oportunjgéid corporatiyz*
y."/ . 31

(L
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I a5 .
como para la Corporacion, Roche no tendgg#el deber ggftomunicar u ofrecer ta
oportunidad corporativa a ta Corposgidn y no serd responsable ante la
Corporacion o sus accionistas por violar ningtn deber fiduciario como accionista

de la Corporacion o la persona que controla a un accionista por razon del hacho



que Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige

tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacion

respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a ta Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corpbrativas. En el evento que un director,
funcionario o empleado de la Corporacidn quien también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccion o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
esta transaccién o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida
por tal director, funcionario o empleado de [a Corporacion o no), tal director,
funcionario o empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa
a la Corporacion o Roche como tal director, funcionario o empleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecién, y tal direcior, funcionario o
empleado no sera responsable a la Corporacion o sus accionistas por violar
ningun deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (o no opcnerse a)
los mejores intereses de la Corporacion o la derivacion de ningdn beneficio
personal inaprepiado por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empieado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche {(en lugar de a la
Corporaciéon) o no comunicd informacion respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (ii) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica

informacién respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacién.

SECCION 8.04. Consentimiento estimado de /los accionistas. Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera
algun interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacion ha tenido

noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este Articulo 8.

SECClON 8.05, Definiciones. Para proposnos de este Articulo 8 y el

entidades en las cuales la Corporacion poge / " beneficio (dire;y—/o

Holdings, Inc y todas las corporaciones,

medades somed}es de riesgo
compartido, asociaciones y otras ent[dad(dlferentes ala ,o orac1on definida
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define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como
se enmendd) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.08, Finalizacién: Efecto Obligante. Son consideracién con
nada en este Certificado de Incorporacién que lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
numero de acciones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporacidn y nadie
que se director o funcionario de la Corporacion sea también director o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteracion, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicién
de este Certificado de Incorporacion Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminara o reducira
el efecto de esie Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o

surgir, antes de tal vencimiento, alteracién, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Articulo 9. Las condiciones de este Articulo son

adicionales a las condiciones del Articulo 9.
ARTICULO 9

SECCION 9.01. Contratos no nulos. Ningun contrato, acuerdo, arreglo o
transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o finalizacién de los mismos)
entre la Corporacién y Roche sera nulo u anulable solamente por razén de que
Roche es parte del mismo, o solamente porque cualquiera de los directores o
funcionarios de la Corporacién quienes estan afiliados a Roche estan presentes en
o participan en la reunidn de la Junta Directiva o comité de ;,..-‘ -‘ a gl.}l,e’autoriza

S

finalizacion o

c,»
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SECCION 9.02. Qudrum. Los Directores de la Corporacién que son
también directcres o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un quérum en una reunion de la Junta Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cualguiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o
cualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un qudrum en una reunién de accionistas que autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccidon (o cualquier enmienda, modificacion o

finalizacién del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningin funcionaric ¢ director de la misma sera responsable ante la Corporacién o
sus accionistas por violar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes de
lealtad o por fallar en actuar en (o no oponerse a) los mejores intereses de la
Corporacién o por derivaciéon de cualguier beneficio personal por razén del hecho
que Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accion o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexién con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ningtn
voto dado u otra accion tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante- de Roche, donde el voto o acciébn es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacion, constituira una
accion de o el ejercicio de un derecho o un censentimiento de Roche para los

propdsitos de cualquiera de tal acuerdo o cohtrato.

SECCION 9.04. Consentimiento estimado de Jos accionistas. Se
considerara que cualguier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera

algun interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corpgaacion ha tenido

noticia o ha estado de acuerdo con las condiciones de este, st of
.‘/\".f,»f‘"’ /
s de este Articulg”9,

corporacion, sociedad, sociedad de riesgo conju, asociacion u o' ntidad en

la cual la Corporacién posee con beneficio (di e) el cincuenta

Corporacion.
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SECCION 9.06. Efecto obligante. Ni la alteracién, enmienda, cambio o
rechazo de alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcion de alguna
condicidén inconsistente con cualquier condicion -de este Articulo 9 eliminara o
reducira el efecto de este Articulo S respecto a cualquier materia que ocurra, o
cualquier causa de accion, demanda o reciamo que, a no ser por este Articulo 9,

pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmienda, cambio, rechazo o
adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las'condiciones de este Articulo 9 son
adicionales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacién
Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las
secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware vy
por consentimiento escritc de el Onico accionista de la Corporacién de acuerdo
con la seccién 228 de Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julio de 1999. |

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretaria
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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

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 Staté, Delaware Department of State
No. 0254031
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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.

tctojs ’H’ﬂt:r."a Cutare
elg 219 Broseny, 9% e
@il quo 5, BP0 Gup

Harriet Smith Windsor, Secretary of State
AUTHENTICATION: 3900385

DATE: 05-24-05
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STATE OF DELAWARE
SECRETARY COF STATE
DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 05/15/2000
001245251 - 2112549

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

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

DOES HEREBY CERTIFY:

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

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

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000.000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
stock”). Six hundred million (600,000,000} shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock’). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one ¢lass.”

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

Tl [IRD: Thdt said amendment was duly adopled in dLLOTddnLL, he prowsmns of Section

FOURTH: -
amendment.
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" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacién de Genentech, Inc.

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

1. Pais: Estados Unidos de América.
Este 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

5. en Dover, Delaware

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

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

8. No. 0254031

9.  Sello/ftimbre 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
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE "GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, ALAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsor (Firma)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 05-24-05
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CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacién 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 resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunidn de
 accionistas de dicha corporacién para consideracion de la misma. La resoluciéon

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacidn Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacidon se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)” de! Articulo alli

numerado “4” tal que, como se enmienda, dicha Seccidn 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,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. El

numero total de acciones que la Corporacion esta ayjg#figada a erfiitir

Ci e

(7

(100,000,000) de acciones seran 7 ifa
preferenciales, por un valor de 3$0.02 (“Accién

Preferencial”). Seiscientos millones (€§

(O

seran designadas acciones comunes#0r un valor de $@*

B e

0. 2009 =
ian dessuffJunta Directiva,

y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccion 222 d€1a Ley General de
Corporacién del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de acciones

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo

previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionarioc Autorizado, este 15 de Mayo de 2000. '

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

aclting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears tha seal/stamp of Office of Secretary of Stafe

@
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at Dover, Delaware

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

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254033
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The ‘First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HERERY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.'", FILED
IN THIS OFFICE ON THE SI}K;TEENTH DAY OF APRIL, AD 2004, AT 7:39

CO'CLOCK P .M.

et Smith Windsor, Se
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\ State of Da_lawa.z%

Secratary of State
= Divisicn of Corporations
, Delivered 07:44 PM 04/16/2004
FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENISRY. 040281669 - 2119549 FILE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genenteeh, Ine., o corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the State of Delaware,

DOES HERERY CERTIY:

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

RESOILVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be
amended by changing “Section 4.01.(2)" of the Article therest numbered 47 so that, as amended,
said Section of sald Article shall be and read as follows: '

Seetion 4.01, Capirsl Stock. (1) The Corpoeration is authorized Lo issue two classes of stock to be
desipnated, respectively, preferred stock and camimen stock. The otal nnmber of shares which the
Corporation is anthorized to issuc is three biliion one hundred million (3,100,000,000) shares. One hundred
million (100,000.000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock"). Three billion (3,000,000,000) shares sball be designated conunon stock, par value $0.02 per share
("Common Stock™). The conunon stock of the Corporation shall be all of ane class.

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

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

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

IN WITNESS WHERLQT, said CGenentech, Inc. has caused this Third Cettificate of Amendment
to be signed by Stephen G, .JLn:lsgzmrd, an Authorized Qfficer, this [6th day of April, 2004,

GENENTECH, INC,

By:
Nume: Stephen ,
Title: '
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: TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

na

© ® NO o

APOSTILLA

(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. 0254033

Sello/timbre 10. Firma

-

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado

i
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DEL/—\WARE_
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, GERTIFICO POR LA PRESENTE Q(JE EL ANEXO ES -
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMOSEXTO DIA
DE ABRIL, A. D. 2004, ALAS 7:39 EN PUNTO DE LA TARDE. -

Mﬂgma 9., Colombia
tn Casti!lo ZAE‘""‘

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windanr Sacrataria dea Fetardn




CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corparacién organizada y existente bajo y por virtud de la Léy

General de Corporacién del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE;

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoplaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corparacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y liamando a una reunién de
‘accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de ia siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Carregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando “la Seccion 4.01(a)" del Articulo alli
numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Articulo se lea

-

de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion esta
d

autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarge;’

: > :
respectivamente, acciones preferenciales y accioneg® El
4 [ a
namero total de acciones que la Corperacion esig gl a emitir
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) Nes#¥%gC Cien

ey

lgsfgnadas  acciones
preferenciales, por un valor de $0.024P0r accion (“Acc}n

Preferencial”). Tres mil millones (3,00048%0,000) de accionggfSeran
&P ' A7

desighadas acciones comunes, pog®in valor de $0.0;
(“Accion Comun”). La accidn

una misma clase.

SEGUNDOQO: Que por lo tanlo, de acuerdo con la resolucion de su Junta Directiva,

la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacic

wr; _g lNo!un’a Cuarenty do exq Giraulo e
€10 lopresente foioagin que windde con
etonginol que se ha tenido g Jg vista.
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TERCERQ: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienca - : ‘

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado éste
Certificado de Enmienda ﬁara que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un

Funcionario Autorizado, este 16 de Abril de 2004.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961f

Country: United States of America

1.
This public document:
2. has been signed by Harriet Smith Windsor
3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware
4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

5. at Dover, Delaware

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

7. by Secretary of State, Delaware Departmg
8. No. 0254032

9. Seal/Stamp:

Secratary of State
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PAGE 1

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, [0 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

O'CLOCK P.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of Scate

AUTHENTICATION: 3900386

DATE: 05-24-05
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BY Sandy Miller

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentecl, Inc. a comeration organized and existing under and by virue of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Cenificate of
Incorporaiion of said corporation, decluring said umendment to bk advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation fer consideration thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corpomtion be
amended by changing ~Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered 47 so that, as amended,
sutd Scction ol suid Article shall be aud read as follows:

“Section 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is authorizzd 10 1ssue
two classes of stock to be designated, cespecrively, pretered stock and common
stock. The rotal aumber of shures which the Corporation is authorized 10 issue is
one billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designared preferred stock, par value $0.02 per
share (“Preferted Stock™). One billion two hundred million (1,200.000,000)

>h:1rcs shall be designacted common stock, par Va!uc $0.02 per share ( Common .

GENENTECH, INC.

By: )&:D\%«K\H(”T&&

Name: Stephen G. Juelsgaarb
Tule:  Senier Vice President, G

and Secretary
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" TRADUCCION AL ESPAKNOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

© ® N O O

APOSTILLA
(Convencidn 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 sallo/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

Sello/timbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma -~

Secretaria de Estado g% o

..



DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet Smith Windsar (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900386

FECHA: 05-24-05




CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, inc. una corporacidn organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacién del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacién Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacidn se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)” del Articulo alli
numerado “4” tal que, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Articulo se lea

- de la siguiente rmanera:

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

Preferencial”). Mil doscientos millones (1,200,00'

la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacion se convoco debidame
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccidn 222 de la Ley General de
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nUmero necesario de accicnes

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.
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TERCERO: Que dicha enmienda se adoptdé debidamenie de acuerdo con lo

previsto en la Seccidon 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razoén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE -LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este

Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autarizado, este 10 de Mayo de 2001.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION ‘[‘yj\( MODELO DE UTILIDAD [ ]

-

Indicacién de que se solicita la concesion de una patente l{
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud /P,
Descripcidn de la invencion ]/
Dibujos de ser estos pertinentes [‘1 -~
Comprobante de pago de las tasas establecidas H/

COMPLETAB(' INCOMPLETA | ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

oo

® Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial (]

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ 1]

& Representacién grafica y fotografica det Disefio Industrial o muestra del [ ]
material que incorpora el disefo - .

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]

COMPLETA [ ] INCOMPLETAL 1]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado []
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
€ Representacion grafica del esquema trazado [ ]
& Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLE Lb' [ 1/ INCOMPLETA [ ]

mm

f
Feché~ ~ "= "~ T T TR oToT =0 T oarrera 13 No. 27-00 Piso 5.7y10°
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO Conmutador: 3 82 0840
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REPUBLICA DE COLOMBIA ’
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

>goté,
120

>ctor (a)

\DENA SARMIENTO JUAN PABLO
»oderado(a) y/o Representante de
INENTECH INC

IFERENCIA Radicacién No. " 9 103883
Solicitud internacional PCT/US2008/002498
Fecha inicio fase nacional 27/09/2009
Tramite 11
Evento i : 378
Actuacidn 430
Oficio No. . R 1_5’"187

mo  resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
1L Decisidn 486 de la Comisidn-de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
operacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
1ica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
:recho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
stablecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la Comisidén de la
smunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
therin legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
‘igo de Procedimiento Civil, Cuando se trate de las declaraciones a que hace
:ferencia la Regla 4.17 1ii} del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
XT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segin indiquen
,aramente una cesidn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
mformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
L Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

1 cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
:quiere para que dentro del término de, dos wmeses siguientes a la fecha de
)tificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
1 caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
nsiderarad abandonada y perderid su prelacidn.
t
tifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
, del capitulo quinto del lo primero de la Circular Unica No.l10 de 2001.

/

,IX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
2fe de la divigidn de Nuevas Creaciones
/

anterior . reguerimiento fue notificado por fijacién en lista de

-cha “8.2.0CT. 2009

ipall




