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DESCRIPCION
Formulaciones de pepticuerpos terapéuticos liofilizados
Campo de la invencion

De manera general, la invencion se refiere a formulaciones de pepticuerpos terapéuticos liofilizados y a métodos
para producir una composicion liofilizada que comprende pepticuerpos terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas recombinantes son una clase emergente de agentes terapéuticos. Tales agentes terapéuticos
recombinantes han generado avances en la modificacion quimica y la formulacién de proteinas. Se han identificado
modificaciones que pueden proteger proteinas terapéuticas, principalmente bloqueando su exposiciéon a enzimas
proteoliticas. Las modificaciones de proteinas también pueden aumentar la estabilidad, el tiempo de circulacion y la
actividad bioldgica de la proteina terapéutica. Un articulo de revisién que describe la modificaciéon de proteinas y
proteinas de fusién es Francis (1992), Focus on Growth Factors 3:4-10 (Mediscript, Londres).

Una modificacion uatil es la combinacion de un polipéptido con un dominio “Fc” de un anticuerpo. Los anticuerpos
comprenden dos partes funcionalmente independientes, un dominio variable conocido como “Fab”, que se une a
antigeno, y un dominio constante conocido como “Fc”, que esta relacionado con funciones efectoras tales como
activacion de complemento y ataque por células fagocitarias. Un Fc tiene una semivida en suero larga, mientras que
un Fab tiene una vida corta. Capon et al. (1989), Nature 337: 525-31. Véase también, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.428.130. Cuando se construye junto con un pepticuerpo o proteina terapéutico, un dominio Fc
puede proporcionar una semivida mas larga o incorporar funciones tales como unién a receptor de Fc, union a
proteina A, fijacién de complemento y quizas incluso transferencia a través de la placenta, citado anteriormente. La
tabla 1 resume el uso de fusiones de Fc con proteinas terapéuticas conocidas en la técnica.

Tabla 1 — Fusion de Fc con proteinas terapéuticas

(excluyendo el primer

autoinmunitarios

Forma de Fc Pareja de fusion Implicaciones terapéuticas Referencia
IgG1 Extremo N-terminal de enfermedad de Hodgkin; patente estadounidense
CD30-L linfoma anaplasico; n.° 5.480.981
leucemia de células T

Fcy2a murino IL-10 antiinflamatorio; rechazo Zheng et al. (1995), J.
de trasplante Immunol. 154: 5590-600

1gG1 Receptor de TNF choque séptico Fisher et al. (1996), N.
Engl. J. Med. 334: 1697-

1702; Van Zee, K. et al.
(1996), J. Immunol. 156:

2221-30

1gG, IgA, IgM o IgE Receptor de TNF inflamacién, trastornos patente estadounidense

n.° 5.808.029, concedida

autoinmunitarios

dominio) el 15 de septiembre de
1998
1gG1 Receptor de CD4 SIDA Capon et al. (1989),
Nature 337: 525-31
IgG1, 1gG3 Extremo N-terminal de anticancerigeno, antiviral Harvill et al. (1995),
IL-2 Immunotech. 1: 95-105
1gG1 Extremo C-terminal de osteoartritis; densidad documento WO 97/23614,
OPG Osea publicado el 3 de julio de
1997
1gG1 Extremo N-terminal de antiobesidad documento PCT/US
leptina 97/23183, presentado el
11 de diciembre de 1997
IgCy1 humana CTLA-4 trastornos Linsley (1991), J. Exp.

Med. 174:561-9

También se han estudiado péptidos y proteinas de fusién o conjugados con polietilenglicol (“PEG”) para su uso en
productos farmacéuticos, en implantes artificiales y otras aplicaciones en las que la biocompatibilidad es importante.
Se han propuesto diversos derivados de PEG que tienen un resto activo para permitir que PEG se una a productos
farmacéuticos e implantes y a moléculas y superficies en general. Por ejemplo, se han propuesto derivados de PEG
para acoplar PEG a superficies para controlar la humectacion, la acumulacion de estatica y la unién de otros tipos de
moléculas a la superficie, incluyendo proteinas o residuos de proteinas.

En otros estudios, se ha mostrado que el acoplamiento de PEG (“pegilacién”) es deseable para superar obstaculos
encontrados en el uso clinico de moléculas bioldgicamente activas. La publicacion de PCT publicada n.° WO
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92/16221 menciona, por ejemplo, que se ha encontrado que muchas proteinas posiblemente terapéuticas tienen una
semivida corta en el suero sanguineo.

La pegilacion reduce la tasa de aclaramiento del torrente sanguineo mediante el aumento del peso molecular
aparente de la molécula. Hasta un determinado tamafio, la tasa de filtracion glomerular de proteinas es
inversamente proporcional al tamafio de la proteina. Por tanto, generalmente la capacidad de la pegilacion para
reducir el aclaramiento no depende de cuantos grupos PEG se unen a la proteina, sino del peso molecular global de
la proteina conjugada. El aclaramiento reducido puede conducir a una eficacia aumentada con respecto al material
no pegilado. Véase, por ejemplo, Conforti et al., Pharm. Research Commun. vol. 19, pag. 287 (1987) y Katre et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. vol. 84, pag. 1487 (1987).

Ademas, la pegilacion puede reducir la agregacion de proteinas, (Suzuki et al., Biochem. Biophys. Acta vol. 788,
pag. 248 (1984)), alterar (es decir) la inmunogenicidad de proteinas (Abuchowski et al., J. Biol. Chem. vol. 252, pag.
3-582 (1977)) y aumentar la solubilidad de proteina tal como se describe, por ejemplo, en la publicacién de PCT n.°
WO 92/16221.

En general, la interaccion de un ligando proteico con su receptor con frecuencia tiene lugar en una superficie de
contacto relativamente grande. Sin embargo, tal como se demuestra en el caso de la hormona del crecimiento
humano unida a su receptor, sélo unos pocos residuos clave en la superficie de contacto contribuyen realmente a la
mayor parte de la energia de union. Clackson, T. et al., Science 267:383-386 (1995). Esta observacion y el hecho de
que la mayor parte del ligando proteico restante sélo sirve para presentar los epitopos de union en la topologia
correcta hacen posible encontrar ligandos activos de tamafio mucho menor. Por tanto, moléculas de longitud tan
s6lo de “péptidos” tal como se definen en el presente documento pueden unirse a la proteina receptora de un
ligando proteico grande dado. Tales péptidos pueden imitar la bioactividad del ligando proteico grande (“agonistas
peptidicos”) o, mediante unidon de competencia, inhibir la bioactividad del ligando proteico grande (“antagonistas
peptidicos”).

Han surgido bibliotecas de péptidos de presentacion en fagos como un potente método en la identificacién de tales
agonistas y antagonistas peptidicos. Véase, por ejemplo, Scott et al. (1990), Science 249: 386; Devlin et al. (1990),
Science 249: 404; patente estadounidense n.° 5.223.409, concedida el 29 de junio de 1993; patente estadounidense
n.° 5.733.731, concedida el 31 de marzo de 1998; patente estadounidense n.° 5.498.530, concedida el 12 de marzo
de 1996; patente estadounidense n.° 5.432.018, concedida el 11 de julio de 1995; patente estadounidense n.°
5.338.665, concedida el 16 de agosto de 1994; patente estadounidense n.° 5.922.545, concedida el 13 de julio de
1999; documento WO 96/40987, publicado el 19 de diciembre de 1996; y documento WO 98/15833, publicado el 16
de abril de 1998. En tales bibliotecas, se presentan secuencias peptidicas al azar mediante fusiéon con proteinas de
la cubierta de fago filamentoso. Normalmente, los péptidos presentados se eluyen por afinidad frente a un dominio
extracelular de un receptor inmovilizado por anticuerpo. Los fagos retenidos pueden enriquecerse mediante rondas
sucesivas de purificacion por afinidad y nueva propagacion, y los péptidos con mejor unién se secuencian para
identificar residuos clave dentro de una o mas familias de péptidos estructuralmente relacionadas. Véase, por
ejemplo, Cwirla et al. (1997), Science 276: 1696-9, en el que se identificaron dos familias diferenciadas. Las
secuencias peptidicas también pueden sugerir qué residuos pueden sustituirse de manera segura mediante
exploraciéon con alanina o mediante mutagénesis a nivel de ADN. Pueden crearse bibliotecas de mutagénesis y
examinarse para optimizar adicionalmente la secuencia de los mejores componentes de unién. Lowman (1997), Ann.
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24.

Otros métodos compiten con la presentacién en fagos en la investigacion de péptidos. Puede fusionarse una
biblioteca de péptidos con el extremo carboxilo-terminal del represor lac y expresarse en E. coli. Otro método basado
en E. coli permite la presentacion en la membrana exterior de la célula mediante fusidon con una lipoproteina
asociada a peptidoglicano (PAL). Estos y otros métodos relacionados se denominan de manera colectiva
“presentacion en E. coli”. Otro enfoque biolégico para examinar mezclas de péptidos solubles usa levadura para la
expresion y secrecion. Véase Smith et al. (1993), Mol. Pharmacol. 43: 741-8. El método de Smith et al. y otros
métodos relacionados se denominan “exploracion basada en levadura”. En otro método, se detiene la traduccién de
ARN al azar antes de la liberacion del ribosoma, dando como resultado una biblioteca de polipéptidos con su ARN
asociado todavia unido. Este y otros métodos relacionados se denominan de manera colectiva “presentacion en
ribosoma”. Otros métodos emplean la unidon quimica de péptidos a ARN; véase, por ejemplo, Roberts & Szostak
(1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 12297-303. Este y otros métodos relacionados se denominan de manera
colectiva “exploracion de ARN-péptidos”. Se han desarrollado bibliotecas de péptidos derivadas quimicamente en las
que los péptidos se inmovilizan sobre materiales estables no bioldgicos, tales como barras de polietileno o resinas
permeables en disolvente. Otra biblioteca de péptidos derivada quimicamente usa fotolitografia para explorar
péptidos inmovilizados sobre portaobjetos de vidrio. Estos y otros métodos relacionados se denominan de manera
colectiva “exploracion de péptidos quimicos”. La exploracion de péptidos quimicos puede ser ventajosa porque
permite el uso de D-aminoacidos y otros analogos no naturales, asi como elementos no peptidicos. En Wells &
Lowman (1992), Curr. Opin. Biotechnol. 3: 355-62 se revisan métodos tanto bioldgicos como quimicos.

En el caso de péptidos bioactivos conocidos, puede llevarse a cabo un disefio racional de ligandos peptidicos con
propiedades terapéuticas favorables. En un enfoque de este tipo, se realizan cambios graduales en una secuencia
peptidica y se determina el efecto de la sustitucién sobre la bioactividad o una propiedad biofisica predictiva del
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péptido (por ejemplo, estructura en disolucién). Estas técnicas se denominan de manera colectiva “disefio racional”.
En una técnica de este tipo, se realiza una serie de péptidos en la que se sustituye un unico residuo cada vez por
alanina. Esta técnica se denomina comunmente “paseo con alanina” o una “exploracién con alanina”. Cuando se
sustituyen dos residuos (contiguos o separados), se denomina “paseo con alanina doble”. Las sustituciones de
aminoacido resultantes pueden usarse solas o en combinacion para dar como resultado una nueva entidad peptidica
con propiedades terapéuticas favorables.

También puede usarse un analisis estructural de la interaccion proteina-proteina para sugerir péptidos que imitan la
actividad de unién de ligandos proteicos grandes. En un analisis de este tipo, la estructura cristalina puede sugerir la
identidad y orientacion relativa de residuos criticos del ligando proteico grande, a partir de lo cual puede disefiarse
un péptido. Véase, por ejemplo, Takasaki ef al. (1997), Nature Biotech. 15: 1266-70. Estos y otros métodos
relacionados se denominan “analisis estructural de proteinas”. Estos métodos analiticos también pueden usarse
para investigar la interaccion entre una proteina receptora y péptidos seleccionados mediante presentacion en fagos,
lo cual puede sugerir una modificacion adicional de los péptidos para aumentar la afinidad de union.

Conceptualmente, pueden identificarse compuestos miméticos peptidicos de cualquier proteina usando presentacion
en fagos y los otros métodos mencionados anteriormente. También se han usado estos métodos para el mapeo de
epitopos, para la identificaciéon de aminoacidos criticos en interacciones proteina-proteina, y como candidatos para
el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos. Por ejemplo, Cortese et al. (1996), Curr. Opin. Biotech. 7: 616-
21. Ahora estan usandose bibliotecas de péptidos muy frecuentemente en estudios inmunoldgicos, tales como
mapeo de epitopos. Kreeger (1996), The Scientist 10(13): 19-20.

Resulta de particular interés el uso de bibliotecas de péptidos y otras técnicas en el descubrimiento de péptidos
farmacoldgicamente activos. En la tabla 2 se resumen varios de tales péptidos identificados en la técnica. En las
publicaciones mencionadas se describen los péptidos. Se describe la actividad farmacolégica de los péptidos, y en
muchos casos va seguida por un término abreviado para los mismos entre paréntesis. Algunos de estos péptidos se
han modificado (por ejemplo, para formar dimeros reticulados en el extremo C-terminal). Normalmente, se
examinaron bibliotecas de péptidos para determinar la unién a un receptor para una proteina farmacolégicamente
activa (por ejemplo, receptor de EPO). En al menos un caso (CTLA4), se examind la biblioteca de péptidos para
determinar la unién a un anticuerpo monoclonal.

Tabla 2 — Péptidos farmacolégicamente activos

Forma de péptido Pareja de union Actividad farmacoldgica Referencia
/proteina de interés’
unido con enlaces receptor de EPO compuesto mimético de Wrighton et al. (1996),
disulfuro intrapeptidicos EPO Science 273: 458-63;

patente estadounidense
n.° 5.773.569, concedida
el 30 de junio de 1998 a
Wrighton et al.
dimero reticulado en el receptor de EPO compuesto mimético de Livnah et al. (1996),
extremo C-terminal EPO Science 273: 464-71;
Wrighton et al. (1997),
Nature Biotechnology 15:
1261-5; solicitud de
patente internacional WO
96/40772, publicada el 19
de diciembre de 1996

lineal receptor de EPO compuesto mimético de Naranda et al. (1999),
EPO Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 96: 7569-74;
documento WO 99/47151,

publicado el 23 de
septiembre de 1999
lineal c-Mpl compuesto mimético de Cwirla et al. (1997)
TPO Science 276: 1696-9;
patente estadounidense
n.° 5.869.451, concedida
el 9 de febrero de 1999;
patente estadounidense
n.° 5.932.946, concedida
el 3 de agosto de 1999

TEl péptido asociado (por ejemplo, receptor de EPO, receptor de IL-1) puede unirse a, o imitar, la proteina indicada
en esta columna. Las referencias indicadas para cada una aclaran si los péptidos se unen a, o imitan, la molécula.
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dimero reticulado en el
extremo C-terminal

c-Mpl

compuesto mimético de
TPO

Cwirla et al. (1997),
Science 276: 1696-9

dimero unido con enlaces
disulfuro

estimulacion of
hematopoyesis
(“compuesto mimético de
G-CSF”)

Paukovits et al. (1984),
Hoppe-Seylers Z. Physiol.
Chem. 365: 303-11;
Laerum et al. (1988), Exp.
Hemat. 16: 274-80

dimero unido con
alquileno

compuesto mimético de G-
CSF

Bhatnagar et al. (1996), J.
Med. Chem. 39: 3814-9;

Cuthbertson et al. (1997),
J. Med. Chem. 40: 2876-

82; King et al. (1991), Exp.
Hematol. 19:481; King et
al. (1995), Blood 86 (Sup.

1): 309a

lineal

receptor de IL-1

enfermedades
inflamatorias y
autoinmunitarias
(“antagonista de IL-1” o
“compuesto mimético de
IL-1ra”)

patente estadounidense
n.° 5.608.035; patente
estadounidense n.°
5.786.331; patente
estadounidense n.°
5.880.096; Yanofsky et al.
(1996), Proc. Natl. Acad.
Sci. 93: 7381-6; Akeson et
al. (1996), J. Biol. Chem.
271: 30517 -23; Wiekzorek
et al. (1997), Pol. J.
Pharmacol. 49: 107-17;
Yanofsky (1996), PNAs,
93:7381- 7386.

lineal

factor timico sérico
(FTS)

estimulacion de linfocitos
(“compuesto mimético de
FTS”)

Inagaki-Ohara et al.
(1996), Cellular Immunol.
171: 30- 40; Yoshida
(1984), Int. J.
Immunopharmacol, 6:141-
6

unido con enlaces
disulfuro intrapeptidicos

AcM frente a CTLA4

compuesto mimético de
CTLA4

Fukumoto et al. (1998),
Nature Biotech. 16: 267-70

exociclico

receptor de TNF-a

antagonista de TNF-a

Takasaki et al. (1997),
Nature Biotech. 15:1266-
70; documento WO
98/53842, publicado el 3
de diciembre de 1998

lineal

receptor de TNF-a

antagonista de TNF-a

Chirinos-Rojas (1998), J.
Imm., 5621-5626.

unido con enlaces C3b inhibicién de activacion del Sahu et al. (1996), J.
disulfuro intrapeptidicos complemento; Immunol. 157: 884-91;
enfermedades Morikis et al. (1998),
autoinmunitarias Protein Sci. 7: 619-27
(“antagonista de C3b”)
lineal vinculina procesos de adhesion Adey et al. (1997)
celular: crecimiento Biochem. J. 324: 523-8
celular, diferenciacion
celular, cicatrizaciéon de
heridas, metastasis
tumoral (“unién a
vinculina”)
lineal proteina de unién a C4 antitrombotico Linse et al. (1997), J. Biol.
(C4BP) Chem. 272: 14658-65
lineal receptor de urocinasa | procesos asociados con la Goodson et al. (1994),

interaccion de urocinasa
con su receptor (por
ejemplo, angiogénesis,
invasion y metastasis de
células tumorales );
(“antagonista de UKR”)

Proc. Natl. Acad. Sci. 91:
7129-33; solicitud
internacional WO

97/35969, publicada el 2

de octubre de 1997




ES 2599318 T3

lineal Mdm2, Hdm2 inhibicién de la Picksley et al. (1994),
inactivacion de p53 Oncogene 9: 2523-9;
mediada por Mdm2 o Bottger et al. (1997) J.
hdm2; antitumoral Mol. Biol. 269: 744-56;
(“antagonista de Bottger et al. (1996),
Mdm/hdm”) Oncogene 13: 2141-7
lineal p21"A! antitumoral imitando la Ball et al. (1997), Curr.
actividad de p21"VA™" Biol. 7:71-80
lineal farnesil transferasa anticancerigeno Gibbs et al. (1994), Cell
impidiendo la activacién 77:175-178
del oncogén ras
lineal dominio efector de Ras | anticancerigeno inhibiendo Moodie et al. (1994),
la funcién bioldgica del Trends Genet 10: 44-48
oncogén ras Rodriguez et al. (1994),
Nature 370:527-532
lineal dominios SH2/SH3 anticancerigeno inhibiendo | Pawson et al (1993), Curr.
el crecimiento tumoral con Biol. 3:434-432; Yu et al.
tirosina cinasas activadas; (1994), Cell 76:933-945;
tratamiento de estados Rickles et al. (1994),
patolégicos mediados por EMBO J. 13:5598- 5604;
SH3 (“antagonista de Sparks et al. (1994), J.
SH3”) Biol. Chem. 269: 23853- 6;
Sparks et al. (1996), Proc.
Natl. Acad. Sci. 93: 1540-
4; patente estadounidense
n.° 5.886.150, concedida
el 23 de marzo de 1999;
patente estadounidense
n.° 5.888.763, concedida
el 30 de marzo de 1999
lineal p16™ " anticancerigeno imitando Fahraeus et al. (1996),
la actividad de p16; por Curr. Biol. 6:84-91
ejemplo, inhibiendo el
complejo de ciclina D-Cdk
(“compuesto mimético de
p16”)
lineal Src, Lyn inhibicion de la activacion Stauffer et al. (1997),
de mastocitos, estados Biochem. 36: 9388-94
relacionados con IgE,
hipersensibilidad de tipo |
(“antagonista de
mastocitos”)
lineal proteasa de mastocitos tratamiento de trastornos solicitud internacional WO
inflamatorios mediados 98/33812, publicada el 6
por la liberacién de de agosto de 1998
triptasa 6 (“inhibidores de
proteasas de mastocitos”)
lineal antigeno de nucleo de | tratamiento de infecciones Dyson & Muray (1995),
VHB (HBcAg) virales por VHB (“anti- Proc. Natl. Acad. Sci. 92:
VHB”) 2194-8
lineal selectinas adhesion de neutrdfilos; Martens et al. (1995), J.
enfermedades Biol. Chem. 270: 21129-
inflamatorias (“antagonista 36; solicitud de patente
de selectina”) europea EP 0714 912,
publicada el 5 de junio de
1996
lineal, ciclizado calmodulina antagonista de Pierce et al. (1995), Molec.
calmodulina Diversity 1: 259-65;
Dedman et al. (1993), J.
Biol. Chem. 268: 23025-
30; Adey & Kay (1996),
Gene 169: 133-4
lineal, ciclizado integrinas direccionamiento a solicitudes internacionales

tumores; tratamiento para
estados relacionados con

WO 95/14714, publicada
el 1 de junio de 1995; WO
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acontecimientos celulares
mediados por integrinas,
incluyendo agregacion
plaquetaria, trombosis,
cicatrizacion de heridas,
osteoporosis, reparacion
de tejidos, angiogénesis
(por ejemplo, para el
tratamiento de cancer), e
invasion tumoral (“unién a
integrina”)

97/08203, publicada el 6
de marzo de 1997; WO
98/10795, publicada el 19
de marzo de 1998; WO
99/24462, publicada el 20
de mayo de 1999; Kraft et
al. (1999), J. Biol. Chem.
274: 1979-1985

ciclico, lineal

fibronectina y
componentes de la
matriz extracelular de
células T y macréfagos

tratamiento de estados
inflamatorios y
autoinmunitarios

documento WO 98/09985,
publicado el 12 de marzo
de 1998

lineal

somatostatina y
cortistatina

tratamiento o prevencion
de tumores productores de
hormonas, acromegalia,
gigantismo, demencia,
Ulcera gastrica,
crecimiento tumoral,
inhibicion de secrecion de
hormonas, modulacion del
suefo o la actividad
neuronal

solicitud de patente
europea 0 911 393,
publicada el 28 de abril de
1999

lineal

lipopolisacarido
bacteriano

antibiético; choque
séptico; trastornos
modulables por CAP37

patente estadounidense
n.° 5.877.151, concedida
el 2 de marzo de 1999

lineal o ciclico, incluyendo pardaxina, melitina antipatdgeno documento WO 97/31019,
D-aminoacidos publicado el 28 de agosto
de 1997
lineal, ciclico VIP impotencia, trastornos documento WO 97/40070,
neurodegenerativos publicado el 30 de octubre
de 1997
lineal CTL cancer documento EP 0 770 624,
publicado el 2 de mayo de
1997
lineal THF-gamma2 Burnstein (1988),
Biochem., 27:4066-71.
lineal Amilina Cooper (1987), Proc. Natl.
Acad. Sci., 84:8628-32.
lineal Adrenomedulina Kitamura (1993), BBRC,
192:553-60.
ciclico, lineal VEGF antiangiogénico; cancer, Fairbrother (1998),
artritis reumatoide, Biochem., 37:17754-
retinopatia diabética, 17764.
psoriasis (“antagonista de
VEGF”)
ciclico MMP inflamacion y trastornos Koivunen (1999), Nature
autoinmunitarios; Biotech., 17:768-774.
crecimiento tumoral
(“inhibidor de MMP”)
fragmento de HGH tratamiento de la obesidad patente estadounidense
n.° 5.869.452
Equistatina inhibicién de la agregacion Gan (1988), J. Biol.
plaquetaria Chem., 263:19827-32.
lineal autoanticuerpo frente a SLE documento WO 96/30057,
SLE publicado el 3 de octubre
de 1996
GD1alfa supresion de la metastasis Ishikawa et al. (1998),
tumoral FEBS Lett. 441 (1): 20-4
anticuerpos activacion de células Blank et al. (1999), Proc.

antifosfolipidos, contra
beta-2- glicoproteina-I
(B2GPI)

endoteliales, sindrome
antifosfolipidico (APS),
fendbmenos

Natl. Acad. Sci. USA 96:
5164-8
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tromboembodlicos,
trombocitopenia, y pérdida
fetal recurrente

lineal cadena beta de diabetes documento WO 96/11214,
receptor de células T publicado el 18 de abril de
1996.
antiproliferativo, antiviral documento WO 00/01402,
publicado el 13 de enero
de 2000.
antiisquémico, liberador de | documento WO 99/62539,
hormona del crecimiento publicado el 9 de
diciembre de 1999.
antiangiogénico documento WO 99/61476,
publicado el 2 de
diciembre de 1999.
lineal agonista de la apoptosis; documento WO 99/38526,
tratamiento de trastornos publicado el 5 de agosto
asociados con células T de 1999.
(por ejemplo,
enfermedades
autoinmunitarias, infeccion
viral, leucemia de células
T, linfoma de células T)
lineal clase Il del MHC tratamiento de patente estadounidense
enfermedades n.° 5.880.103, concedida
autoinmunitarias el 9 de marzo de 1999.
lineal andrégeno R, p75, proapoptético, util en el documento WO 99/45944,
MJD, DCC, huntingtina tratamiento del cancer publicado el 16 de
septiembre de 1999.
lineal factor de von inhibicion de interaccién documento WO 97/41220,
Willebrand; factor VI con el factor VIII; publicado el 29 de abril de
anticoagulantes 1997.
lineal LLP1 de lentivirus antimicrobiano patente estadounidense
n.° 5.945.507, concedida
el 31 de agosto de 1999.
lineal péptido inductor de trastornos del suefio Graf (1986), Peptides
suefio delta 7:1165.
lineal proteina C reactiva inflamacién y cancer Barna (1994), Cancer
(CRP) Immunol. Immunother.
38:38 (1994).
lineal péptidos activadores de esterilidad Suzuki (1992), Comp.
espermatozoides Biochem. Physiol.
1028:679.
lineal angiotensinas factores hematopoyéticos Lundergan (1999), J.
para estados Periodontal Res.
hematocitopénicos del 34(4):223-228.
cancer, SIDA, etc.
lineal gp41 de VIH-1 anti-SIDA Chan (1998), Cell 93:681-
684.
lineal PKC inhibicion de la resorcién Moonga (1998), Exp.
Osea Physiol. 83:717-725.
lineal defensinas (HNP-1, 2, antimicrobiano Harvig (1994), Methods
3,4) Enz. 236: 160-172.
lineal p185T4MeU C_erbB-2 compuesto mimético de Park (2000), Nat.
AHNP; antitumoral Biotechnol. 18:194-198.
lineal gp130 antagonista de IL-6 documento WO 99/60013,
publicado el 25 de
noviembre de 1999.
lineal colageno, otras enfermedades documento WO 99/50282,
proteinas relacionadas autoinmunitarias publicado el 7 de octubre
con la artritis, de de 1999.
articulaciones, cartilago
lineal proteina de la envoltura tratamiento de documento WO 99/51254,
de VIH-1 enfermedades publicado el 14 de octubre
degenerativas de 1999.
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neuroldgicas

lineal IL-2 trastornos documento WO 00/04048,
autoinmunitarios (por publicado el 27 de enero
ejemplo, rechazo de de 2000; documento WO

injerto, artritis reumatoide) 00/11028, publicado el 2
de marzo de 2000.

Los péptidos identificados mediante el examen de bibliotecas de péptidos se han considerado “candidatos” en el
desarrollo de agentes terapéuticos en vez de usarse como agentes terapéuticos en si mismos. Como otras proteinas
y péptidos, se eliminaran rapidamente in vivo o bien mediante filtracién renal, mecanismos de aclaramiento celular
en el sistema reticuloendotelial o degradacion proteolitica. (Francis (1992), Focus on Growth Factors 3: 4-11). Como
resultado, la técnica actualmente usa los péptidos identificados para validar dianas farmacoldogicas o como
armazones para el disefio de compuestos organicos que podrian no haberse identificado de manera igual de facil o
rapida mediante examen de bibliotecas quimicas. Lowman (1997), Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24;
Kay et al. (1998), Drug Disc. Today 3: 370-8.

Normalmente, los péptidos purificados sélo son ligeramente estables en un estado acuoso y experimentan
degradacion quimica y fisica dando como resultado una pérdida de actividad biolégica durante el procesamiento y el
almacenamiento. Adicionalmente, las composiciones de péptidos en disoluciéon acuosa experimentan hidrdlisis, tal
como desamidacion y escision de enlaces peptidicos. Estos efectos representan un grave problema para péptidos
terapéuticamente activos que se pretenden administrar a seres humanos dentro de un intervalo de dosificacion
definido basdndose en la actividad biologica. EI documento WO 2004/092215 describe métodos de tratamiento
usando pepticuerpos especificos que pueden unirse a angiopoyetina-2 (Ang-2) humana. El documento WO
01/83525 se refiere a la fusién de dominios Fc con péptidos biolégicamente activos y describe que la unién al
vehiculo aumenta la semivida del péptido, que de lo contrario se degradaria rapidamente in vivo. El documento WO
97/04801 se refiere a formulaciones de proteinas liofilizadas isoténicas. El documento WO 98/14476 se refiere a
composiciones farmacéuticas que contienen un ligando de mpl. El documento WO 96/24369 se refiere a
composiciones y métodos para obtener preparaciones concentradas de IL-12 y formulaciones de IL-12 adecuadas
para su almacenamiento y administracion. Liao Xiangmin et al. (2005), Pharmaceutical Research. Vol. 22, n.° 11,
pags. 1978-1985, describen la influencia de la concentracion del principio farmacéutico activo sobre el estado fisico
de manitol en sistemas congelados y acuosos.

La administracion de péptidos purificados sigue siendo una estrategia de tratamiento prometedora para muchas
enfermedades que afectan a la poblacién humana. Sin embargo, no se ha abordado la capacidad del pepticuerpo
terapéutico para permanecer como una composicion farmacéutica estable a lo largo del tiempo en una variedad de
condiciones de almacenamiento y después ser eficaz para pacientes in vivo. Por tanto, sigue existiendo una
necesidad en la técnica de proporcionar pepticuerpos terapéuticos en formulaciones estables que son utiles como
agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades y trastornos.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona formulaciones utiles para la liofilizacion de pepticuerpos terapéuticos, dando
como resultado un producto de pepticuerpo terapéutico altamente estable. El producto de pepticuerpo terapéutico
estable es util como agente terapéutico en el tratamiento de individuos que padecen trastornos o estados que
pueden beneficiarse de la administracion del pepticuerpo terapéutico. La presente invencion se define por las
reivindicaciones.

En particular, la invencion proporciona una composicion de pepticuerpos terapéuticos liofilizada que comprende un
tampodn, un agente de carga, un agente estabilizante, y un tensioactivo; en la que el tampdn esta compuesto por un
agente tamponante del pH, en la que:

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 7,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% plv; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o

c¢) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;

9



10

15

20

25

30

35

ES 2599318 T3

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% plv; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;

y en la que el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula |,

Formula 1: [(X")a-F"-(X?)p]-(L"):-WSP4

en la que:

F' es un dominio Fc;

X' se selecciona de

P (L?)e-

P2 (L)-P'(L%)e-

PP P*(L) P -(L2)e- y

PA(LO P (L) P (L) (L)

X? se selecciona de:

()P,

A(LY)eP (L7)P?,

()P -(LO)P(L )P, y

A(L2)eP H(LOWPHL g PP

enlaque P’ P? P y P* son cada uno independientemente secuencias de péptidos farmacolégicamente activos;

L1, L2, L3, L y L® son cada uno independientemente grupos de union;

a, b, c, e, f, gy h son cada uno independientemente 0 6 1, con la condicién de que al menos uno de ay b sea 1;

des 0, 1 0mayorde 1;y

WSP es un polimero soluble en agua, cuya unidn se realiza en cualquier resto reactivo en F.

En otra realizacion, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula 11
Formula II: [X'-F']-(L")e-WSPg

en la que el dominio Fc se une en el extremo C-terminal de X1, y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio Fc,
opcionalmente a través del grupo de unién L.

En todavia otra realizacion, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula IlI
Férmula 11 [F'-X?-(L")e-WSPq

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de XZ, y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio Fc,
opcionalmente a través del grupo de unién L.

En aun otra realizacion, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula IV
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Formula IV: [F'-(L"e-P"]-(L")e-WSP4

en la que el dominio Fc se une en el extremo N terminal de (L )e- -p’ y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio
Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L'

En oftra realizacion, el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula V
Formula V: [F'-(L")e-P"'-(L?)-P-(L")e-WSPy

en la que el dominio Fc se une en el extremo N- termlnal de -L'-P'-L%P? y ningun, uno o mas WSP se unen al
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L'

En otra realizacion, el pepticuerpo terapéutico es un multlmero o] dlmero En otra realizacion, se proporciona una
composicion mencionada anteriormente en la que P P, pe ylo P* se seleccionan |ndepend|entemente de un
péptido expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38 En una realizacién relacionada, P’, P2 p? ylo P* tienen la
misma secuencia de aminoéacidos. En otra realizacién, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1. En ofra
realizacién, WSP es PEG. En todavia otra realizacion, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1 y WSP es PEG. En
otra realizacién, el PEG tiene un peso molecular de entre aproximadamente 2 kDa y 100 kDa, o entre 6 kDa y
25 kDa. En otra realizacion, la composiciéon comprende al menos el 50%, el 75%, el 85%, el 90% o el 95% de
pepticuerpo terapéutico pegilado.

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composicién mencionada anteriormente el agente
tamponante del pH puede seleccionarse del grupo que consiste en glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato,
acetato y aspartato. En aun otra realizacion de la invencién, se proporciona una composicion mencionada
anteriormente en la que el agente de carga se selecciona del grupo que consiste en manitol, glicina, sacarosa,
dextrano, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lactosa, sorbitol, trehalosa o xilitol.

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composicién mencionada anteriormente el agente
estabilizante puede seleccionarse del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa, glucosa,
rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, manitol, sorbitol, glicina, HCI de
arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacaridos tales como dextrano, almiddn, hidroxietil-almidén,
ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y acido hialurénico, cloruro de sodio.

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en una composicion mencionada anteriormente el tensioactivo
puede seleccionarse del grupo que consiste en laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio, dioctilsulfonato
de sodio, acido quenodesoxicélico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de acido 1-
octanosulfénico, colato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, sal de sodio de acido glicodesoxicolico, cloruro de
benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio monohidratado, bromuro de hexadeciltrimetilamonio,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, SB3-12, digitonina, Triton X-100, Triton X-114, lauromacrogol 400, estearato de polioxilo
40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 20, 40, 60,
65 y 80, lecitina de soja, DOPC, DMPG, DMPC, y DOPG; éster de acido graso de sacarosa, metilcelulosa y
carboximetilcelulosa. En aun otra realizacion de la invencién, se proporciona una composicion mencionada
anteriormente en la que la concentracion de pepticuerpo terapéutico es de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y
250 mg/ml.

En otra realizacion de la invencién, se proporciona una composicion mencionada anteriormente en la que el agente
tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es manitol al 4%
p/v; en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es pollsorbato 20 al 0,004%
p/v. En otra realizacién, se proporciona la composicion mencionada anteriormente en la que P’ comprende una
secuencia expuesta en la tabla 6. En aun otra realizacién de la invencidén, se proporciona una composicion
mencionada anteriormente en la que la concentracion de pepticuerpo terapéutico es de 0,5 mg/ml. En ofra
realizacion, el pepticuerpo terapéutico es uno cualquiera de SEQ ID NO: 993, SEQ ID NO: 994, SEQ ID NO: 995,
SEQ ID NO: 996, SEQ ID NO: 997, SEQ ID NO: 998, SEQ ID NO: 999, SEQ ID NO: 1000, SEQ ID NO: 1001, SEQ
ID NO: 1002, SEQ ID NO: 1003, SEQ ID NO: 1004, SEQ ID NO: 1005, SEQ ID NO: 1006, SEQ ID NO: 1007, SEQ
ID NO: 1008, SEQ ID NO: 1009, SEQ ID NO: 1010, SEQ ID NO: 1011, SEQ ID NO: 1012, SEQ ID NO: 1013, SEQ
ID NO: 1014, SEQ ID NO: 1015, SEQ ID NO: 1016, o SEQ ID NO: 1017.

En aun otra realizacion de la invencion, se proporciona una composicion mencionada anteriormente en la que el
agente tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 7,0; en la que el agente de carga es manitol al
4% plv; en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es pollsorbato 20 al
0,01% p/v. En otra realizacion, se proporciona la composiciéon mencionada anteriormente en la que p' comprende
una secuencia expuesta en la tabla 32. En aun otra realizacién de la invencién, se proporciona una composicion
mencionada anteriormente en la que la concentracién de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml.

En el presente documento se da a conocer ademas una composicion mencionada anteriormente, en la que el agente
tamponante del pH es histidina 20 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es 3,3% p/v manitol;
en la que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en la que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. En
otra realizacion de la composicién de la invencion, P' comprende una secuencia expuesta en la tabla 4. En aun otra
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realizacidn de la composicion de la invencion, la concentracion de pepticuerpo terapéutico es de 100 mg/ml.

En todavia otra realizacién de la invencidn, se proporciona una composicién mencionada anteriormente en la que el
agente tamponante del pH es histidina 10 mM y en la que el pH es de 5,0; en la que el agente de carga es manitol al
2,5% plv; y en la que el agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v. En otra realizacion, se proporciona la
composicion mencionada anteriormente en la que P’ comprende una secuencia expuesta en la tabla 31. En adn otra
realizacién de la invencion, se proporciona una composicion mencionada anteriormente en la que la concentracion
de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml.

En otra realizacion de la invencién, se proporciona una composicidon mencionada anteriormente en la que la
composicion se selecciona del grupo que consiste en: a) histidina 10 mM, pH 4,7, manitol al 4% y sacarosa al 2%,
con y sin polisorbato 20 al 0,004%; y b) histidina 10 mM, pH 5, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin polisorbato
20 al 0,004%. En otra realizacion, se proporciona la composicion mencionada anteriormente en la que P’ comprende
una secuencia expuesta en las tablas 21-24. En todavia otra realizacién, se proporciona la composicién mencionada
anteriormente en la que la concentracion de pepticuerpo terapéutico se selecciona del grupo que consiste en 1, 30,
85y 100 mg/ml.

La presente invencién también contempla métodos de produccion de pepticuerpos terapéuticos liofilizados de la
presente invencion. En particular, la invencién proporciona un método para producir una pepticuerpo terapéutico
liofilizado que comprende las etapas de: a) preparar una disolucién de un tampoén, un agente de carga, un agente
estabilizante, y opcionalmente un tensioactivo; en el que el tampoén esta compuesto por un agente tamponante del
pH en el que

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 4% pl/v;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% plv; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o

b) dicho agente tamponante del pH agente es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o

c¢) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o

d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 4,5;

dicho agente de carga es manitol al 4% p/v;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o

e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v; y

b) liofilizar el pepticuerpo terapéutico;

en el que el pepticuerpo terapéutico comprende una estructura expuesta en la formula I,
Formula 1: [(X")a-F"-(X?)o]-(L")e-WSP4

en la que:

F' es un dominio Fc;

X' se selecciona de
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P'-(L?)e-

P? (L) -P™-(L?)e-

P? -(L%)g-P*(L%)-P -(L)e-

P (LOn-P (L )g-P-(L%)-P ()6

X2 se selecciona de:

-(L%)e-P",

A(L%)e-P"-(L)-P?

~(L2)e-P (L°)-P*-(LYg-P°, y

A(L3)e-P -(L2)-P?(LY)g-P-(L)n-P*

en la que P1, PZ, p3 y P* son cada uno independientemente secuencias de péptidos farmacoldgicamente activos;
L1, L2, L3, L y L® son cada uno independientemente grupos de union;

a, b, c, e, f, gy h son cada uno independientemente 0 6 1, con la condicién de que al menos uno de ay b sea 1;
des 0, 1 0omayorde 1;y

WSP es un polimero soluble en agua, cuya unidn se realiza en cualquier resto reactivo en F'.

En otra realizaciéon, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico
comprende una estructura expuesta en la férmula Il

Formula II: [X'-F']-(L")-WSPy

en la que el dominio Fc se une en el extremo C-terminal de X', y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio Fc,
opcionalmente a través del grupo de unién L.

En otra realizaciéon, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico
comprende una estructura expuesta en la férmula Ill

Formula I1I: [F" -X?]-(L")e-WSPq

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de X?, y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio Fc,
opcionalmente a través del grupo de unién L.

En otra realizaciéon, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico
comprende una estructura expuesta en la férmula IV

Formula IV: [F'-(L"e-P"'-(L")e-WSP4

en la que el dominio Fc se une en el extremo N terminal de (L ) P’ y ningun, uno o mas WSP se unen al dominio
Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L'

En otra realizaciéon, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el pepticuerpo terapéutico
comprende una estructura expuesta en la férmula V

Formula V: [F'-(L")e-P"-(L?)-P?-(L")c-WSPq

en la que el dominio Fc se une en el extremo N- termlnal de -L'-Pp'-L%P? y ningun, uno o mas WSP se unen al
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L'

En otra realizacion, se proporciona el método mencmnado anterlormente en el que el pepticuerpo terapéutico es un
multimero o dimero. En otra realizacién, el P', P? P° y/o P* se selecmonan |ndepend|entemente de un péptido
expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38 En otra realizacion, el P', P? P® ylo P* tienen la misma secuencia
de aminoacidos. En otra realizacion, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO 1. En otra realizacion, WSP es PEG.
En otra realizacion, el dominio Fc se expone en SEQ ID NO: 1 y WSP es PEG. En otra realizacién, PEG tiene un
peso molecular de entre aproximadamente 2 kDa y 100 kDa o entre aproximadamente 6 kDa y 25 kDa. En ofra
realizacién, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la composicion comprende al menos el
50%, el 75%, el 85%, el 90% o el 95% de pepticuerpo terapéutico pegilado.

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en el método mencionado anteriormente el agente tamponante
del pH puede seleccionarse del grupo que consiste en glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, acetato y

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2599318 T3

aspartato. En otra realizacion, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que el agente de carga se
selecciona del grupo que consiste en manitol, glicina, sacarosa, dextrano, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa,
lactosa, sorbitol, trehalosa o xilitol. En otra realizacion, se proporciona el método mencionado anteriormente en el
que el agente estabilizante se selecciona del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa,
glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, manitol, sorbitol, glicina, HCI
de arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacaridos tales como dextrano, almidén, hidroxietil-almidén,
ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y acido hialurénico, cloruro de sodio.

A menos que se especifique en las reivindicaciones, en el método mencionado anteriormente el tensioactivo puede
seleccionarse del grupo que consiste en laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio, dioctilsulfonato de
sodio, acido quenodesoxicélico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de acido 1-
octanosulfénico, cloato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, sal de sodio de acido glicodesoxicolico, cloruro de
benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio monohidratado, bromuro de hexadeciltrimetilamonio,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, SB3-12, digitonina, Triton X-100, Triton X-114, lauromacrogol 400, estearato de polioxilo
40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoesterato de glicerol, polisorbato 20, 40, 60,
65 y 80, lecitina de soja, DOPC, DMPG, DMPC, y DOPG; éster de acido graso de sacarosa, metilcelulosa y
carboximetilcelulosa. En otra realizacion del método de la invencion, la concentracion de pepticuerpo terapéutico es
de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y 250 mg/ml.

En otra realizacién, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es
histidina 10 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 4% p/v; en el que el agente
estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v. En otra realizacién,
se proporciona el método mencionado anteriormente en el que =X comprende una secuencia expuesta en la tabla 6.
En otra realizacién, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la concentracion de pepticuerpo
terapéutico es de 0,5 mg/ml.

En otra realizacién, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es
histidina 10 mM y en el que el pH es de 7,0; en el que el agente de carga es manitol al 4% p/v; en el que el agente
estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v. En otra realizacion, se
proporciona el método mencionado anteriormente en el que P’ comprende una secuencia expuesta en la tabla 32.
En otra realizacién, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que la concentracion de pepticuerpo
terapéutico es de 30 mg/ml.

En el presente documento se da a conocer ademas un método mencionado anteriormente en el que el agente
tamponante del pH es histidina 20 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 3,3%
p/v; en el que el agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y en el que el tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01%
p/v. En ofra realizacién del método de la invencion, p' comprende una secuencia expuesta en la tabla 4. En otra
realizacién del método de la invencion, la concentracion de pepticuerpo terapéutico es de 100 mg/ml.

En otra realizacién, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que el agente tamponante del pH es
histidina 10 mM y en el que el pH es de 5,0; en el que el agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y en el que el
agente estabilizante es sacarosa al 3,5% pl/v. En otra realizacion, se proporciona el método mencionado
anteriormente en el que =X comprende una secuencia expuesta en la tabla 31. En otra realizacién, se proporciona el
método mencionado anteriormente en el que la concentracién de pepticuerpo terapéutico es de 30 mg/ml.

En otra realizaciéon de la invencién, se proporciona un método mencionado anteriormente en el que la composicion
se selecciona del grupo que consiste en: a) histidina 10 mM, pH 4,7, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin
polisorbato 20 al 0,004%; y b) histidina 10 mM, pH 5, manitol al 4% y sacarosa al 2%, con y sin polisorbato 20 al
0,004%. En otra realizacion, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que P’ comprende una
secuencia expuesta en las tablas 21-24. En todavia otra realizacidon, se proporciona el método mencionado
anteriormente en el que la concentracion de pepticuerpo terapéutico se selecciona del grupo que consiste en 1, 30,
85y 100 mg/ml.

En otra realizacién, se proporciona un método mencionado anteriormente que comprende ademas, antes de la
liofilizacion, las etapas de: b) ajustar el pH de la disolucibn a un pH de entre aproximadamente 4,0 y
aproximadamente 8,0; c) preparar una disolucién que contiene el pepticuerpo terapéutico; d) someter a intercambio
de tampédn la disolucion de la etapa (c) en la disolucion de la etapa (b); e) afiadir una cantidad apropiada de un
tensioactivo; y f) liofilizar la mezcla de la etapa (e).

En otra realizacién, se proporciona el método mencionado anteriormente en el que se proporciona un método para
preparar una composicion de pepticuerpos terapéuticos reconstituida que comprende las etapas de: a) liofilizar una
composicion de pepticuerpos terapéuticos mencionada anteriormente; y b) reconstituir la composicion de
pepticuerpos terapéuticos liofilizada.

En otra realizacién, se proporciona un kit para preparar una composicion farmacéutica acuosa que comprende un
primer recipiente que tiene una composicién de pepticuerpos terapéuticos liofilizada mencionada anteriormente, y un
segundo recipiente que tiene un disolvente fisioldgicamente aceptable para la composicion liofilizada.
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Descripcion detallada de la invencidon
Definicion de términos

El término “que comprende”, con respecto a un péptido compuesto, significa que un compuesto puede incluir
aminoacidos adicionales en cualquiera o ambos de los extremos amino o carboxilo-terminales de la secuencia dada.
Evidentemente, los aminoacidos adicionales no deben interferir significativamente con la actividad del compuesto.
Con respecto a una composicion de la presente invencion, el término “que comprende” significa que una
composicion puede incluir componentes adicionales. Estos componentes adicionales no deben interferir
significativamente con la actividad de la composicion.

El término “pepticuerpo” se refiere a una molécula que comprende péptido(s) fusionado(s) o bien directamente o
bien indirectamente con otras moléculas tales como un dominio Fc de un anticuerpo, en la que el resto peptidico se
une especificamente a una diana deseada. El/los péptido(s) puede(n) o bien fusionarse con una regién Fc o bien
insertarse en un bucle de Fc, una molécula modificada de Fc. Los bucles de Fc se describen en la publicacion de
solicitud de patente estadounidense n.° US2006/0140934. La invencion incluye tales moléculas que comprenden un
dominio Fc modificadas para comprender un péptido como secuencia interna (preferiblemente en una regiéon de
bucle) del dominio Fc. Las moléculas peptidicas internas de Fc pueden incluir mas de una secuencia peptidica en
tandem en una regién interna particular, y pueden incluir péptidos adicionales en otras regiones internas. Aunque se
muestran a modo de ejemplo las regiones de bucle supuestas, también se considera que inserciones en cualquier
otro dominio no terminal de Fc son parte de esta invencion. El término “pepticuerpo” no incluye proteinas de fusion
con Fc (por ejemplo, proteinas de longitud completa fusionadas con un dominio Fc).

El término “vehiculo” se refiere a una molécula que previene la degradacién y/o aumenta la semivida, reduce la
toxicidad, reduce la inmunogenicidad, o aumenta la actividad biolégica de una proteina terapéutica. Los vehiculos a
modo de ejemplo incluyen un dominio Fc tal como se describe en la patente estadounidense n.° 5.428.130 de Capon
et al., concedida el 27 de junio de 1995.

El término “Fc nativo” se refiere a una molécula o secuencia que comprende la secuencia de un fragmento no de
unién a antigeno resultante de la digestion de anticuerpo completo, ya sea en forma monomérica o multimérica.
Normalmente, un Fc nativo comprende dominios CH2 y CH3. La fuente de inmunoglobulina original del Fc nativo es
en un aspecto de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas. Un Fc nativo es un polipéptido
monomeérico que puede unirse para dar formas diméricas o multiméricas mediante asociacion covalente (es decir,
enlaces disulfuro), asociacion no covalente o una combinacion de ambas. El nimero de enlaces disulfuro
intermoleculares entre subunidades monoméricas de moléculas de Fc nativo oscila entre uno y cuatro dependiendo
de la clase (por ejemplo, 1gG, IgA, IgE) o subclase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 19G3, IgA1, IgGA2). Un ejemplo de un
Fc nativo es un dimero unido mediante enlaces disulfuro que resulta de la digestién con papaina de una IgG. Ellison
et al. (1982), Nucleic Acids Res. 10: 4071-9. El término “Fc nativo” tal como se usa en el presente documento es
genérico para las formas monoméricas, diméricas y multiméricas.

El término “variante de Fc” se refiere a una molécula o secuencia que se modifica a partir de un Fc nativo, pero
todavia comprende un sitio de unidn para el receptor salvaje, FcRn. Las solicitudes internacionales WO 97/34631
(publicada el 25 de septiembre de 1997) y WO 96/32478 describen variantes de Fc a modo de ejemplo, asi como la
interaccion con el receptor salvaje. En un aspecto, el término “variante de Fc” comprende una molécula o secuencia
que estd humanizada a partir de un Fc nativo no humano. En otro aspecto, un Fc nativo comprende sitios que
pueden eliminarse porque proporcionan caracteristicas estructurales o actividad bioldégica que no se requieren para
las moléculas de fusidn de la presente invencion. Por tanto, el término “variante de Fc¢” comprende una molécula o
secuencia que carece de uno o mas sitios o residuos del Fc nativo que realizan, o estan implicados en, (1) formacién
de enlaces disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula huésped seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal tras
la expresién en una célula huésped seleccionada, (4) glicosilacién, (5) interaccion con complemento, (6) unién a un
receptor de Fc distinto de un receptor salvaje, o (7) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). A
continuacién en el presente documento se describen variantes de Fc con mas detalle.

El término “dominio Fc” abarca moléculas y secuencias de Fc nativo y variante de Fc tal como se definio
anteriormente. Como con las variantes de Fc y Fc nativos, el término “dominio Fc” incluye moléculas en forma
monomeérica o multimérica, ya estén digeridas a partir de anticuerpo completo o producidas por otros medios. En una
realizacién, por ejemplo, la region de Fc puede ser:

DKTHTCPPCPAPELLGGPS VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K (SEQ ID NO:1).
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En la técnica se conocen secuencias de Fc adicionales y se contemplan para su uso en la invencién. Por ejemplo,
Fc IgG1 (n.° de registro de GenBank P01857), Fc 1gG2 (n.° de registro de GenBank P01859), Fc IgG3 (n.° de
registro de GenBank P01860), Fc IgG4 (n.° de registro de GenBank P01861), Fc IgA1 (n.° de registro de GenBank
P01876), Fc IgA2 (n.° de registro de GenBank P01877), Fc IgD (n.° de registro de GenBank P01880), Fc IgM (n.° de
registro de GenBank P01871), y Fc IgE (n.° de registro de GenBank P01854) son algunas secuencias de Fc
adicionales contempladas para su uso en el presente documento.

Opcionalmente, puede afadirse una secuencia de aminoacidos N-terminal a las secuencias anteriores (por ejemplo,
cuando se expresan en bacterias).

El término “multimero” tal como se aplica a dominios Fc o moléculas que comprenden dominios Fc se refiere a
moléculas que tienen dos 0 mas cadenas de polipéptidos asociadas de manera covalente, no covalente o mediante
interacciones tanto covalentes como no covalentes. Las moléculas de IgG forman normalmente dimeros; IgM,
pentameros; IgD, dimeros; y IgA, mondmeros, dimeros, trimeros o tetrameros. Pueden formarse multimeros
aprovechando la secuencia y la actividad resultante de la fuente de Ig nativa del Fc o derivatizando (tal como se
define a continuacion) un Fc nativo de este tipo.

Los términos “derivatizar”, “derivado” o “derivatizado” significan procedimientos y compuestos resultantes en los que,
por ejemplo y sin limitacién, (1) el compuesto tiene una parte ciclica; por ejemplo, reticulacion entre residuos de
cisteinilo dentro del compuesto; (2) el compuesto esta reticulado o tiene un sitio de reticulaciéon; por ejemplo, el
compuesto tiene un residuo de cisteinilo y por tanto forma dimeros reticulados en cultivo o in vivo; (3) uno o mas
enlaces de peptidilo se sustituyen por un enlace distinto de peptidilo; (4) el extremo N-terminal se sustituye por
NRR1, NRC(O)R1, -NRC(O)OR4i, -NRS(O):Ri, -NHC(O)NHR, un grupo succinimida, o benciloxicarbonil-NH-
sustituido o no sustituido, en los que R y Ry y los sustituyentes de anillo son tal como se definen a continuacion en el
presente documento; (5) el extremo C-terminal se sustituye por -C(O)R2 o -NR3R4 en los que Rz, R3 y R4 son tal
como se definen a continuacion en el presente documento; y (6) compuestos en los que restos de aminoacido
individuales se modifican mediante tratamiento con agentes que pueden reaccionar con residuos terminales o
cadenas laterales seleccionadas. A continuacion en el presente documento se describen con mas detalle los
derivados.

Tal como se usa en el presente documento el término “péptido” se refiere a moléculas de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100 o mas
aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos. Los péptidos contienen normalmente conformaciones aleatorias
y/o flexibles, tales como enrollamientos aleatorios; y normalmente carecen de conformaciones estables, tales como
las observadas en proteinas/polipéptidos mas grande, normalmente mediante estructuras secundarias y terciarias.
En realizaciones particulares, en el presente documento se contemplan numerosos intervalos de tamarno de
péptidos, tales como desde aproximadamente: 3-90, 3-80, 3-70, 3-60, 3-50; 5-90, 5-80, 5-70, 5-60, 5-50, 5-40, 5-30;
10-90, 10-80, 10-70, 10-60, 10-50, 10-40, 10-30; 10-20 aminoacidos de longitud, y similares. En realizaciones
adicionales, los péptidos usados en el presente documento no tienen mas de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30 6 20
aminoacidos de longitud. Pueden generarse péptidos a modo de ejemplo mediante cualquiera de los métodos
expuestos en el presente documento, tal como portarse en un biblioteca de péptidos (por ejemplo, una biblioteca de
presentacion en fagos), generarse mediante sintesis quimica, derivarse mediante digestion de proteinas, o
generarse usando técnicas de ADN recombinante. Los péptidos incluyen la forma D y L, ya sea purificadas o en una
mezcla de las dos formas.

Adicionalmente, también se contemplan sales fisiolégicamente aceptables de los compuestos de esta invencién. Por
“sales fisiologicamente aceptables” quiere decirse cualquier sal que se sabe o se descubra posteriormente que es
farmacéuticamente aceptable. Algunos ejemplos especificos son: acetato; trifluoroacetato; hidrohaluros, tales como
clorhidrato y bromhidrato; sulfato; citrato; tartrato; glicolato; y oxalato.

El término “aleatorizado” tal como se usa para hacer referencia a secuencias peptidicas se refiere a secuencias
totalmente aleatorias (por ejemplo, seleccionadas mediante métodos de presentacién en fagos) y secuencias en las
que uno o mas residuos de una molécula que se produce de manera natural se sustituye por un residuo de
aminoacido que no aparece en esa posicion en la molécula que se produce de manera natural. Los métodos a modo
de ejemplo para identificar secuencias peptidicas incluyen presentacion en fagos, presentacién en E. coli,
presentacion en ribosoma, exploracién basada en levadura, exploracion de ARN-péptido, exploracion quimica,
disefio racional, analisis estructural de proteinas, y similares.

El término “farmacolégicamente activo” significa que se determina que una sustancia descrita de ese modo tiene
actividad que afecta a un parametro médico (por ejemplo, pero sin limitarse a, tension arterial, recuento de células
sanguineas, nivel de colesterol) o estado patolégico (por ejemplo, pero sin limitarse a, cancer, trastornos
autoinmunitarios). Por tanto, los péptidos farmacoldégicamente activos comprenden péptidos agonistas o miméticos y
antagonistas tal como se define a continuacion.

Los términos “péptido mimético” y “péptido agonista” se refieren a un péptido que tiene actividad bioldgica
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comparable a una proteina (por ejemplo, pero sin limitarse a, EPO, TPO, G-CSF y otras proteinas descritas en el
presente documento) que interacciona con una proteina de interés. Estos términos incluyen ademas péptidos que
imitan indirectamente la actividad de una proteina de interés, tal como potenciando los efectos del ligando natural de
la proteina de interés; véanse, por ejemplo, los péptidos miméticos de G-CSF indicados en las tablas 2 y 7. Como
ejemplo, el término “péptido mimético de EPO” comprende cualquier péptido que puede identificarse o derivarse tal
como se describe en Wrighton et al. (1996), Science 273: 458-63, Naranda et al. (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96: 7569-74, o cualquier otra referencia en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre compuestos
miméticos de EPO. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite
seleccionar péptidos diferentes de los realmente dados a conocer en las mismas siguiendo los procedimientos
dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos.

Como otro ejemplo, el término “péptido mimético de TPO” o “TMP” se refiere a péptidos que pueden identificarse o
derivarse tal como se describe en Cwirla et al. (1997), Science 276: 1696-9, patentes estadounidenses n.”
5.869.451 y 5.932.946 y cualquier otra referencia en la tabla 2 identificada como que tiene contenido sobre
compuestos miméticos de TPO, asi como la solicitud internacional WO 00/24770 publicada el 4 de mayo de 2000.
Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos
diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con
diferentes bibliotecas de péptidos.

Como otro ejemplo, el término “péptido mimético de G-CSF” se refiere a cualquier péptido que puede identificarse o
describirse en Paukovits et al. (1984), Hoppe-Seylers Z. Physiol. Chem. 365: 303-11 o cualquiera de las referencias
en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre compuestos miméticos de G-CSF. Los expertos habituales
en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a
conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de
péptidos.

El término “péptido mimético de CTLA4” se refiere a cualquier péptido que puede identificarse o derivarse tal como
se describe en Fukumoto et al. (1998), Nature Biotech. 16: 267-70. Los expertos habituales en la técnica aprecian
que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en la
misma siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos.

El término “péptido antagonista” o “péptido inhibidor” se refiere a un péptido que bloquea o interfiere de alguna
manera con la actividad bioldgica de la proteina asociada de interés, o tiene actividad biolégica comparable a un
antagonista o inhibidor conocido de la proteina asociada de interés. Por tanto, el término “péptido antagonista de
TNF” comprende péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se describe en Takasaki et al. (1997),
Nature Biotech. 15: 1266-70 o cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se identifica que tiene contenido sobre
antagonistas de TNF. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite
seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos
dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos.

Los términos “antagonista de IL-1” y “péptido mimético de IL-1ra” se refieren a péptidos que inhiben o regulan por
disminucion la activacion del receptor de IL-1 mediante IL-1. La activacion del receptor de IL-1 resulta de la
formacion de un complejo entre IL-1, receptor de IL-1 y proteina accesoria del receptor de IL-1. El antagonista de IL-
1 o péptidos miméticos de IL-1ra se unen a IL-1, receptor de IL-1 o proteina accesoria del receptor de IL-1 y
obstruyen la formaciéon de complejo entre dos cualesquiera o tres componentes del complejo. Pueden identificarse o
derivarse antagonista de IL-1 o péptidos miméticos de IL-1ra a modo de ejemplo tal como se describe en las
patentes estadounidenses n.”® 5.608.035, 5.786.331, 5.880.096; o cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se
identifica que tiene contenido sobre compuestos miméticos de IL-1ra o antagonistas de IL-1. Los expertos habituales
en la técnica aprecian que cada una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a
conocer realmente en las mismas siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de
péptidos.

El término “péptido antagonista de VEGF” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se
describe en Fairbrother (1998), Biochem. 37: 17754-64, y en cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se
identifica que tiene contenido sobre antagonistas de VEGF. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada
una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas
siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos.

El término “péptido inhibidor de MMP” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse tal como se
describe en Koivunen (1999), Nature Biotech. 17: 768-74 y en cualquiera de las referencias en la tabla 2 que se
identifica que tiene contenido sobre inhibidores de MMP. Los expertos habituales en la técnica aprecian que cada
una de estas referencias permite seleccionar péptidos diferentes de los dados a conocer realmente en las mismas
siguiendo los procedimientos dados a conocer con diferentes bibliotecas de péptidos.

El término “péptido inhibidor de miostatina” se refiere a péptidos que pueden identificarse mediante su capacidad
para reducir o bloquear la actividad de miostatina o sefializacién tal como se demuestra en ensayos in vitro tales
como, por ejemplo, el ensayo de actividad de miostatina basado en células pMARE C2C12 o mediante pruebas con
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animales in vivo tal como se describe en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°
US20040181033A1 y la publicacion de solicitud PCT n.° W02004/058988. En las tablas 21-24 se exponen péptidos
inhibidores de miostatina a modo de ejemplo.

El término “antagonista de integrina/adhesion” se refiere a péptidos que inhiben o regulan por disminucién la
actividad de integrinas, selectinas, moléculas de adhesion celular, receptores de integrina, receptores de selectina, o
receptores de moléculas de adhesion celular. Los antagonistas de integrina/adhesion a modo de ejemplo
comprenden laminina, equistatina, los péptidos descritos en las tablas 25-28.

El término “inhibidor de la resorcion ésea” se refiere a moléculas tal como se determinan mediante los ensayos de
los ejemplos 4 y 11 del documento WO 97/23614. Los inhibidores de la resorcién ésea a modo de ejemplo incluyen
anticuerpo frente a OPG y OPG-L, que se describen en los documentos WO 97/23614 y W098/46751,
respectivamente.

El término “inhibidor del factor de crecimiento nervioso” o “agonista del factor de crecimiento nervioso” se refiere a un
péptido que se une a, e inhibe, la actividad o sefalizacion de factor de crecimiento nervioso (NGF). En la tabla 29 se
exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo.

El término “dominio de modulacion de TALL-1” se refiere a cualquier secuencia de aminoacidos que se une a TALL-
1 y comprende secuencias que se producen de manera natural 0 secuencias aleatorizadas. Pueden identificarse o
derivarse dominios de modulacién de TALL-1 a modo de ejemplo mediante presentacion en fagos u otros métodos
mencionados en el presente documento. En las tablas 30 y 31 se exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo.

El término “antagonista de TALL-1" se refiere a una molécula que se une a TALL-1 y aumenta o disminuye uno o
mas parametros de ensayo de manera opuesta al efecto de TALL-1 nativo de longitud completa sobre esos
parametros. Tal actividad puede determinarse, por ejemplo, mediante ensayos tales como los descritos en la
subseccion titulada “Actividad biolégica de AGP-3” en la seccion de materiales y métodos de la solicitud de patente
titulada “TNF-RELATED PROTEINS”, WO 00/47740, publicada el 17 de agosto de 2000.

El término “péptido antagonista de Ang 2” se refiere a péptidos que pueden identificarse o derivarse como que tienen
caracteristicas antagonistas de Ang-2. En las tablas 32-38 se exponen péptidos a modo de ejemplo de este tipo.

El término “WSP” se refiere a un polimero soluble en agua que impide que un péptido, proteina u otro compuesto al
que esta unido precipite en un entorno acuoso, tal como, a modo de ejemplo, un entorno fisioldégico. A continuacién
se presenta una descripcion mas detallada de diversas realizaciones de WSP contempladas por la invencion.

Liofilizacion y administracién

Los pepticuerpos terapéuticos son utiles en formulaciones farmacéuticas con el fin de tratar enfermedades en seres
humanos tal como se describe en el presente documento. En una realizacién, las composiciones de pepticuerpos
terapéuticos estan liofilizadas. La liofilizacion se lleva a cabo usando técnicas comunes en la técnica y deben
optimizarse para la composicidon que esta desarrollandose [Tang et al., Pharm Res. 21:191-200, (2004) y Chang et
al., Pharm Res. 13:243-9 (1996)].

Un ciclo de liofilizacion estd compuesto, en un aspecto, por tres etapas: congelacion, secado primario y secado
secundario [A.P. Mackenzie, Phil Trans R Soc London, Ser B, Biol 278:167 (1977)]. En la etapa de congelacion, se
enfria la disolucién para iniciar la formacion de hielo. Ademas, esta etapa induce la cristalizacion del agente de
carga. El hielo se sublima en la etapa de secado primario, que se realiza reduciendo la presion de la camara por
debajo de la presion de vapor del hielo, usando un vacio e introduciendo calor para fomentar la sublimacién.
Finalmente, se elimina el agua adsorbida o unida en la etapa de secado secundario a una presién de camara
reducida y a una temperatura de almacenamiento elevada. El procedimiento produce un material conocido como
torta liofilizada. Posteriormente, puede reconstituirse la torta o bien con agua estéril o bien con diluyente para
inyeccion adecuado.

El ciclo de liofilizacion no sélo determina el estado fisico final de los excipientes sino que también afecta a otros
parametros tales como el tiempo de reconstitucién, aspecto, estabilidad y contenido en humedad final. La estructura
de la composicién en el estado congelado pasa por varias transiciones (por ejemplo, transiciones vitreas,
humectaciones y cristalizaciones) que se producen a temperaturas especificas y pueden usarse para entender y
optimizar el procedimiento de liofilizacién. La temperatura de transicion vitrea (Tg y/o Tg’) puede proporcionar
informacién sobre el estado fisico de un soluto y puede determinarse mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC). Tg y Tg’ son un parametro importante que debe tenerse en cuenta cuando se disefia el ciclo de liofilizacion.
Por ejemplo, Tg' es importante para el secado primario. Ademas, en el estado secado, la temperatura de transicion
vitrea proporciona informacion sobre la temperatura de almacenamiento del producto final.

Excipientes en general

Los excipientes son aditivos que se incluyen en una formulacion o bien porque confieren o bien porque potencian la
estabilidad, administracién y facilidad de fabricacién de un producto terminado. Independientemente del motivo para
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su inclusion, los excipientes son un componente integral de un producto terminado y por tanto se necesita que sean
seguros y se toleren bien por los pacientes. Para farmacos de proteinas, la eleccidon de excipientes es
particularmente importante porque pueden afectar tanto a la eficacia como a la inmunogenicidad del farmaco. Por
tanto, se necesita desarrollar formulaciones de proteinas con una seleccion apropiada de excipientes que
proporcionan estabilidad, seguridad y comerciabilidad adecuadas.

Una formulacion liofilizada estd compuesta habitualmente por un tampén, un agente de carga y un estabilizador. La
utilidad de un tensioactivo puede evaluarse y seleccionarse en casos en los que la agregacion durante la etapa de
liofilizacion o durante la reconstitucion llega a ser un problema. Se incluye un agente tamponante apropiado para
mantener la formulaciéon dentro de zonas estables de pH durante la liofilizacion. En la tabla A se proporciona una
comparacioén de los componentes excipientes en formulaciones de proteinas liquidas y liofilizadas.

Tabla A: Componentes excipientes de formulaciones de proteinas liofilizadas

Componente excipiente Funcion en la formulacién liofilizada
Tampdn o Mantener el pH de la formulaciéon durante la liofilizacion y tras la
reconstitucion

Agente de tonicidad / estabilizador | o Los estabilizadores incluyen crio y lioprotectores
o Los ejemplos incluyen polioles, azucares y polimeros
o Los crioprotectores protegen a las proteinas frente a estreses de

congelacion
o Los lioprotectores estabilizan las proteinas en el estado secado por
congelacion

Agente de carga o Usado para potenciar la elegancia del producto y para prevenir
reventones

o Proporciona resistencia estructural a la torta de liofilizacién

o Los ejemplos incluyen manitol y glicina

Tensioactivo o Empleado si la agregacion durante el procedimiento de liofilizacion es
un problema

o Puede servir para reducir los tiempos de reconstitucion

o Los ejemplos incluyen polisorbato 20 y 80

Antioxidante o Habitualmente no se emplea, las reacciones moleculares en la torta de
liofilizacion se retardan en gran medida

lones de metales/agente quelante | o Puede incluirse si se incluye un ion de metal especifico s6lo como
cofactor o cuando se requiere el metal para la actividad proteasa

o Generalmente no se necesitan agentes quelantes en formulaciones de

liofilizacion

Conservante o Unicamente para formulaciones de mdltiples dosis
o Proporciona proteccion frente al crecimiento microbiano en la
formulacion

o Se incluye habitualmente en el diluyente de reconstitucién (por
ejemplo, bWFI)

El principal desafio en el desarrollo de formulaciones para proteinas terapéuticas es estabilizar el producto frente a
los estreses de fabricacion, envio y almacenamiento. El papel de los excipientes de formulacién es proporcionar
estabilizacion frente a estos estreses. También pueden emplearse excipientes para reducir la viscosidad de
formulaciones de proteinas con alta concentracion con el fin de permitir su administracion y potenciar la
conveniencia para los pacientes. En general, pueden clasificarse excipientes basandose en los mecanismos
mediante los cuales estabilizan proteinas frente a diversos estreses quimicos y fisicos. Algunos excipientes se usan
para aliviar los efectos de un estrés especifico o para regular una propension particular de una proteina especifica.
Otros excipientes tienen efectos mas generales sobre las estabilidades fisicas y covalentes de proteinas. Los
excipientes descritos en el presente documento se organizan o bien por su tipo quimico o bien por su papel funcional
en las formulaciones. Se proporcionan breves descripciones de los modos de estabilizacion cuando se comenta
cada tipo de excipiente.

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabran qué
cantidad o intervalo de excipiente puede incluirse en cualquier formulacién particular para obtener una formulacién
biofarmacéutica de la invencidon que fomente la retencion de la estabilidad del producto biofarmacéutico. Por
ejemplo, la cantidad y el tipo de una sal que va a incluirse en una formulacién biofarmacéutica de la invencién puede
seleccionarse basandose en la osmolalidad deseada (es decir, isotdnica, hipotdnica o hipertdnica) de la disolucién
final asi como las cantidades y osmolalidad de los otros componentes que van a incluirse en la formulacion. De
manera similar, mostrando a modo de ejemplo con referencia al tipo de poliol o azucar incluido en una formulacion,
la cantidad de un excipiente de este tipo dependera de su osmolalidad.

A modo de ejemplo, la inclusidon de sorbitol a aproximadamente el 5% puede lograr isotonicidad mientras que se
necesita aproximadamente el 9% de un excipiente de sacarosa para lograr isotonicidad. La seleccion de la cantidad
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o el intervalo de concentraciones de uno o mas excipientes que pueden incluirse dentro de una formulacién
biofarmacéutica de la invencién se han mostrado a modo de ejemplo anteriormente mediante referencia a sales,
polioles y azucares. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderan que las consideraciones descritas en el
presente documento y mostradas adicionalmente a modo de ejemplo mediante referencia a excipientes especificos
pueden aplicarse igualmente a todos los tipos y combinaciones de excipientes incluyendo, por ejemplo, sales,
aminoacidos, otros agentes de tonicidad, tensioactivos, estabilizadores, agentes de carga, crioprotectores,
lioprotectores, antioxidantes, iones de metales, agentes quelantes y/o conservantes.

Ademas, cuando se notifica un excipiente particular en una formulacién, por ejemplo, mediante el porcentaje (%) p/v,
los expertos en la técnica reconoceran que también se contempla la concentracion molar equivalente de ese
excipiente.

Evidentemente, un experto habitual en la técnica reconocera que las concentraciones de los excipientes
mencionados anteriormente comparten una interdependencia dentro de una formulacién particular. A modo de
ejemplo, la concentracion de un agente de carga puede reducirse cuando, por ejemplo, hay una alta concentraciéon
de proteina/péptido o cuando, por ejemplo, hay una alta concentracion de agente estabilizante. Ademas, un experto
habitual en la técnica reconocera que, con el fin de mantener la isotonicidad de una formulacion particular en la que
no hay ningun agente de carga, la concentracion de un agente estabilizante se ajustara en consecuencia (es decir,
se usara una cantidad “tonificante” de estabilizador). En la técnica se conocen otros excipientes y pueden
encontrarse en Powell et al., Compendium of Excipients for Parenteral Formulations (1998), PDA J. Pharm. Sci.
Technology, 52:238-311.

Tampones

Habitualmente se observa que la estabilidad de un farmaco de proteina es maxima en un intervalo de pH estrecho.
Se necesita identificar este intervalo de pH de estabilidad éptima de manera temprana durante estudios previos a la
formulacién. Se ha demostrado que diversos enfoques, tales como estudios de estabilidad acelerada y estudios de
barrido calorimétrico, son utiles en esta tarea (Remmele R.L. Jr., et al., Biochemistry, 38(16):52417-7 (1999)). Una
vez finalizada una formulacion, el producto terminado debe fabricarse y mantenerse dentro de unas especificaciones
predefinidas a lo largo de toda su vida util de almacenamiento. Por tanto, casi siempre se emplean agentes
tamponantes para controlar el pH en la formulacion.

Se han empleado acidos organicos, fosfatos y Tris de manera rutinaria como tampones en formulaciones de
proteinas (tabla B). La capacidad tamponante de la especie tamponante es maxima a un pH igual al pKa y
disminuye a medida que el pH aumenta o disminuye alejadndose de este valor. El noventa por ciento de la capacidad
tamponante existe dentro del intervalo de una unidad de pH con respecto a su pKa. La capacidad tamponante
también aumenta proporcionalmente al aumentar la concentracion de tampon.

Se necesita tener en cuenta diversos factores cuando se elige un tampdn. Antes que nada, se necesita definir la
especie tamponante y su concentracion basandose en su pKa y el pH de formulacion deseado. Resulta igual de
importante garantizar que el tampoén es compatible con el farmaco de proteina, otros excipientes de formulacion, y
no cataliza ninguna reaccién de degradacion. Recientemente, se ha mostrado que tampones de carboxilato
polianiénicos tales como citrato y succinato forman aductos covalentes con los residuos de cadena lateral de
proteinas. Un tercer aspecto importante que debe tenerse en cuenta es la sensacion de escozor e irritacion que
puede inducir el tampdn. Por ejemplo, se sabe que el citrato provoca escozor tras la inyeccion (Laursen T, et al.,
Basic Clin Pharmacol Toxicol., 98(2): 218-21 (2006)). La posibilidad de escozor e irritacién es mayor para farmacos
que se administran por las vias s.c. o i.m., en las que la disolucion de farmaco permanece en el sitio durante un
periodo de tiempo relativamente mas largo que cuando se administran por la via i.v. en la que la formulacion se
diluye rapidamente en la sangre tras la administracién. Para formulaciones que se administran mediante infusion i.v.
directa, se necesita monitorizar la cantidad total de tampdén (y cualquier otro componente de formulacion). Debe
tenerse cuidado particular con respecto a los iones potasio administrados en forma de tampén de fosfato de potasio,
que pueden inducir efectos cardiovasculares en un paciente (Hollander-Rodriguez JC, et al., Am. Fam. Physician.,
73(2): 283-90 (2006)).

Los tampones para formulaciones liofilizadas necesitan consideracién adicional. Algunos tampones tales como
fosfato de sodio pueden separarse por cristalizacion de la fase amorfa de proteina durante la congelacion, dando
como resultado desplazamientos del pH bastante grandes. Otros tampones comunes tales como acetato e imidazol
deben evitarse ya que pueden sublimarse o evaporarse durante el procedimiento de liofilizacion, desplazando asi el
pH de la formulacién durante la liofilizacién o tras la reconstitucion.

Tabla B: Agentes tamponantes usados cominmente y sus valores de pKa

Tampén pKa Producto terminado de ejemplo
Acetato 4.8 Neupogen, Neulasta
Succinato pKa1 = 4,8, pKa2 =5,5 Actimmune
Citrato pKa1 = 3,1, pKa2 = 4,8, PKa3 = 6,4 Humira
Histidina (imidazol) 6,0 Xolair
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fosfato pKat1 = 2,15, pKa2 = 7,2, PKaz = 12,3 Enbrel (formulacién liquida)
Tris 8,1 Leukine

El sistema de tampdn presente en las composiciones se selecciona para ser fisioldgicamente compatible y para
mantener un pH deseado en la disolucién reconstituida asi como en la disolucion antes de la liofilizaciéon. Tal como
se describe en el presente documento, el pH de la disolucidn antes de la liofilizacion puede ser de entre pH 2,0 y pH
12,0. Por ejemplo, el pH de la disolucién antes de la liofilizacion puede ser de 2,0, 2,3., 2,5.,2,7, 3,0, 3,3, 3,5, 3,7,
4,0,43,45,47,50,5,3,55,57,6,0,6,3,65,6,7,7,0,7,3,7,5,7,7, 8,0, 8,3, 8,5, 8,7, 9,0, 9,3, 9,5, 9,7, 10,0, 10,3,
10,5, 10,7, 11,0, 11,3, 11,5, 11,7 6 12,0. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el pH de la
disolucién reconstituida puede ser de entre 4,5 y 9,0. Por ejemplo, el pH en la disolucién reconstituida puede ser de
4,5,4,7,50,5,3,5,5,5,7,6,0,6,3,6,56,7,7,0,7,3,7,5,7,7, 8,0, 8,3, 8,5, 8,7 6 9,0.

Tal como se describe en el presente documento, el agente tamponante del pH usado en la formulacién puede ser un
aminoacido o una mezcla de aminoacidos. En un aspecto, el agente tamponante del pH es histidina o una mezcla de
aminoacidos uno de los cuales es histidina.

El compuesto tamponante del pH puede estar presente en cualquier cantidad adecuada para mantener el pH de la
formulaciéon a un nivel predeterminado. Tal como se describe en el presente documento, cuando el agente
tamponante del pH es un aminoacido, la concentracion del aminoacido puede ser de entre 0,1 mMy 1000 mM (1 M).
Por ejemplo, la concentracion del agente tamponante del pH puede ser de al menos 0,1, 0,5, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,2,
1,5,1,7,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, 700
6 900 mM, o puede serde entre 1, 1,2, 1,5,1,7,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 6 90 mM y 100 mM. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, la concentraciéon
del agente tamponante del pH puede ser de entre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30 6 40 mM
y 50 mM. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, la concentraciéon del agente tamponante
del pH puede ser de 10 mM.

Otros agentes tamponantes del pH a modo de ejemplo usados para tamponar la formulacion tal como se expone en
el presente documento incluyen, pero no se limitan a, glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, acetato y
aspartato.

Estabilizadores y agentes de carga

Normalmente se usan agentes de carga en formulaciones liofilizadas para potenciar la elegancia del producto y
prevenir reventones. Las condiciones en la formulaciéon se disefian generalmente de modo que el agente de carga
se separa por cristalizacion de la fase amorfa congelada (o bien durante la congelaciéon o bien el templado por
encima de la Tg’) dando a la torta estructura y volumen. Manitol y glicina son ejemplos de agentes de carga
comunmente usados.

Los estabilizadores incluyen una clase de compuestos que pueden servir como crioprotectores, lioprotectores y
agentes de formacion vitrea. Los crioprotectores actian para estabilizar proteinas durante la congelacion o en el
estado congelado a bajas temperaturas (P. Cameron, ed., Good Pharmaceutical Freeze-Drying Practice, Interpharm
Press, Inc., Buffalo Grove, IL, (1997)). Los lioprotectores estabilizan proteinas en la forma de dosificacién sélida
secada por congelacion mediante la conservacién de las propiedades conformacionales similares a las nativas de la
proteina durante etapas de deshidratacion del secado por congelacion. Las propiedades de estado vitreo se han
clasificado como “fuertes” o “fragiles” dependiendo de sus propiedades de relajacion en funcion de la temperatura.
Resulta importante que los crioprotectores, lioprotectores y agentes de formacion vitrea permanezcan en la misma
fase que la proteina con el fin de conferir estabilidad. Los azucares, polimeros y polioles se encuentran dentro de
esta categoria y algunas veces pueden desempefiar los tres papeles.

Los polioles abarcan una clase de excipientes que incluye azulcares (por ejemplo, manitol, sacarosa, sorbitol) y otros
alcoholes polihidroxilados (por ejemplo, glicerol y propilenglicol). El polimero polietilenglicol (PEG) se incluye en esta
categoria. Los polioles se usan comiunmente como agentes de isotonicidad y/o excipientes estabilizantes en
formulaciones de proteinas parenterales tanto liquidas como liofilizadas. Con respecto a la serie de Hofmeister, los
polioles son cosmétropos y se excluyen preferiblemente de la superficie de la proteina. Los polioles pueden proteger
las proteinas frente a rutas de degradacion tanto fisicas como quimicas. Los codisolventes preferiblemente excluidos
aumentan la tension superficial efectiva del disolvente en la superficie de contacto de la proteina mediante lo cual las
conformaciones de proteinas energéticamente mas favorables son aquellas con las menores areas superficiales.

El manitol es un agente de carga popular en formulaciones liofilizadas porque se separa por cristalizacion de la fase
de proteina amorfa durante el secado por congelacién proporcionando estabilidad estructural a la torta (por ejemplo
Leukine®, Enbrel®-Lyo, Betaseron®). Se usa generalmente en combinacién con un crio y/o lioprotector tal como
sacarosa. Debido a la propension de manitol a cristalizar en condiciones congeladas, el sorbitol y la sacarosa son los
agentes de tonicidad/estabilizadores preferidos en formulaciones liquidas para proteger el producto frente a estreses
de congelacion-descongelacion encontrados durante el transporte o cuando se congelan a granel antes de la
fabricacion. El sorbitol y la sacarosa son mucho mas resistentes a la cristalizacion y por tanto es menos probable
que experimenten separacion de fases con respecto a la proteina. Resulta interesante observar que, aunque se ha
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usado manitol en cantidades tonificantes en varias formulaciones liquidas comercializadas tales como Actimmune®,
Forteo® y Rebif®, las etiquetas de producto de estos farmacos presentan una advertencia de “no congelar’. Debe
evitarse el uso de azucares reductores (que contienen grupos cetona o aldehido libre) tales como glucosa y lactosa
porque pueden reaccionar y glicar residuos de lisina y arginina en la superficie de proteinas mediante reaccion de
Maillard de aldehidos y aminas primarias (Chevalier F, et al., Nahrung, 46(2): 58-63 (2002); Humeny A, et al., J Agric
Food Chem. 50(7): 2153-60 (2002)). La sacarosa puede hidrolizarse para dar fructosa y glucosa en condiciones
acidas (Kautz C. F. y Robinson A. L., JACS, 50(4) 1022-30 (1928)), y por consiguiente puede provocar glicacion.

El polimero polietilenglicol (PEG) puede estabilizar proteinas mediante dos mecanismos diferentes dependientes de
la temperatura. A temperaturas inferiores, se excluye preferiblemente de la superficie de la proteina, pero se ha
mostrado que interacciona con la forma no plegada de la proteina a una temperatura superior dada su naturaleza
anfipatica (Lee L.L. y Lee J.C., Biochemistry, 26(24): 7813-9 (1987)). Por tanto a temperaturas inferiores puede
proteger proteinas mediante el mecanismo de exclusion preferencial, pero a temperaturas superiores posiblemente
reduciendo el numero de colisiones productivas entre moléculas no plegadas. PEG también es un crioprotector y se
ha empleado en Recombinate®, una formulacién liofilizada de factor antihemofilico recombinante, que usa PEG
3350 a una concentraciéon de 1,5 mg/ml. Los PEG liquidos de bajo peso molecular (PEG 300 - 600) pueden
contaminarse con peroxidos y provocar la oxidacion de proteinas. Si se usan, el contenido en peréxido en el material
de partida debe minimizarse y controlarse a lo largo de su vida util de almacenamiento. Lo mismo es cierto para los
polisorbatos.

Se afiade un estabilizador (0 una combinacién de estabilizadores) a la formulacién de liofilizacion para prevenir o
reducir la degradacion quimica y la agregacion inducida por liofilizaciéon o inducida por almacenamiento. Una
disoluciéon nublada o turbia tras la reconstitucion indica que la proteina ha precipitado. El término “estabilizador”
significa un excipiente que puede prevenir la agregacion u otra degradacion fisica, asi como degradaciéon quimica
(por ejemplo, autolisis, desamidacion, oxidacion, etc.) en un estado acuoso y sdlido. Los estabilizadores que se
emplean convencionalmente en composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, trehalosa,
manosa, maltosa, lactosa, glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa,
manitol, sorbitol, glicina, HCI de arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacaridos tales como
dextrano, almiddn, hidroxietil-almiddn, ciclodextrinas, N-metil-pirolideno, celulosa y acido hialurénico, cloruro de
sodio, [Carpenter et al., Develop. Biol. Standard 74:225, (1991)]. Tal como se describe en el presente documento, el
estabilizador puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 0% a aproximadamente el 40% p/v.
Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el estabilizador puede incorporarse en una
concentracion de al menos el 0,5, el 1,el2,el 3, el 4, el 5,el 6,el 7,el 8,el 9,el 10, el 11,el 12, el 13, el 14, el 15, el
16, el 17, el 18, el 19, el 20, el 30 o el 40% p/v, o puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el
1,el2,el3,el4, el 5, el6,el7, el 8, el 9% a aproximadamente el 10% p/v. Tal como se describe adicionalmente en
el presente documento, el estabilizador puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 2% a
aproximadamente el 4% p/v. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el estabilizador puede
incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 2% pl/v.

Si se desea, las composiciones liofilizadas también incluyen cantidades apropiadas de agentes de carga y de
regulacion de la osmolaridad adecuados para formar una “torta” liofilizada. Los agentes de carga pueden ser o bien
cristalinos (por ejemplo, manitol, glicina) o bien amorfos (por ejemplo, sacarosa, polimeros tales como dextrano,
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa). Otros agentes de carga a modo de ejemplo incluyen lactosa, sorbitol,
trehalosa o xilitol. En la presente invencion, el agente de carga es manitol. Tal como se describe adicionalmente en
el presente documento, el agente de carga puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 0% a
aproximadamente el 10% p/v, o puede incorporarse en una concentracion de al menos el 0,2, el 0,5, el 0,7, el 1,0, el
1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0, el 4,5, el 5,0, el 5,5, el 6,0, el 6,5, el 7,0, el 7,5, el 8,0, el 8,5, el 9,0 0 el 9,5%
p/v. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el agente de carga puede incorporarse en una
concentracion de aproximadamente el 1, el 1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0, el 4,5% al 5,0% p/v, para producir
una torta elegante y mecanica y farmacéuticamente estable. Tal como se describe adicionalmente en el presente
documento, la concentracién de manitol puede ser del 4% pl/v.

Tensioactivos

Las moléculas de proteinas tienen una alta propensiéon a interaccionar con superficies haciéndolas propensas a
adsorcion y desnaturalizacion en superficies de contacto de aire-liquido, vial-liquido y liquido-liquido (aceite de
silicona). Se ha observado que esta ruta de degradacion es inversamente dependiente de la concentracion de
proteina y da como resultado o bien la formacion de agregados de proteinas solubles e insolubles o bien la pérdida
de proteina de la disolucion mediante adsorcién en las superficies. Ademas de la adsorcién en la superficie del
recipiente, la degradacién inducida por la superficie se agrava con la agitacion fisica, tal como se experimentara
durante el envio y la manipulacién del producto.

Los tensioactivos se usan cominmente en formulaciones de proteinas para prevenir la degradacion inducida por la
superficie. Los tensioactivos son moléculas anfipaticas con la capacidad de superar por competencia a las proteinas
por las posiciones en las superficies de contacto. Las partes hidréfobas de las moléculas de tensioactivo ocupan
posiciones en las superficies de contacto (por ejemplo, aire/liquido), mientras que las partes hidrofilas de las
moléculas permanecen orientadas hacia el volumen de disolvente. A concentraciones suficientes (normalmente
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alrededor de la concentracion micelar critica del detergente), una capa de superficie de moléculas de tensioactivo
sirve para prevenir que las moléculas de proteina se adsorban en la superficie de contacto. De ese modo, se
minimiza la degradacion inducida por la superficie. Los tensioactivos mas comunmente usados son ésteres de
acidos grasos de polietoxilatos de sorbitano, es decir polisorbato 20 y polisorbato 80 (por ejemplo, Avonex®,
Neupogen®, Neulasta®). Los dos sélo se diferencian en la longitud de la cadena alifatica que confiere caracter
hidréfobo a las moléculas, C-12 y C-18, respectivamente. Por consiguiente, el polisorbato 80 es mas activo en
superficie y tiene una menor concentracién micelar critica que polisorbato 20. El tensioactivo poloxamero 188
también se ha usado en diversos productos liquidos comercializados tales como Gonal-F®, Norditropin® y Ovidrel®.

Los detergentes también pueden afectar a la estabilidad conformacional termodinamica de proteinas. Una vez mas,
los efectos de un excipiente dado seran especificos para la proteina. Por ejemplo, se ha mostrado que los
polisorbatos reducen la estabilidad de algunas proteinas y aumentan la estabilidad de otras. La desestabilizacién de
proteinas por detergente puede razonarse en cuanto a las colas hidréfobas de las moléculas de detergente que
pueden participar en la unidn especifica con estados de proteinas parcial o totalmente plegados. Estos tipos de
interacciones pueden provocar un desplazamiento en el equilibrio conformacional hacia los estados de proteinas
mas expandidos (es decir aumentando la exposicion de partes hidrofobas de la molécula de proteina como
complemento al polisorbato de unién). Alternativamente, si el estado nativo de la proteina muestra algunas
superficies hidréfobas, la union de detergente al estado nativo puede estabilizar esa conformacion.

Otro aspecto de los polisorbatos es que son inherentemente propensos a degradacion oxidativa. Con frecuencia,
como materias primas, contienen cantidades suficientes de perdxidos para provocar la oxidacion de cadenas
laterales de residuos de proteinas, especialmente metionina. La posibilidad de dafio oxidativo que surge de la
adicion de estabilizador enfatiza el punto de que deben usarse las concentraciones eficaces mas bajas de
excipientes en formulaciones. Para tensioactivos, la concentracion eficaz para una proteina dada dependera del
mecanismo de estabilizacion. Se ha postulado que si el mecanismo de estabilizacion de tensioactivo esta
relacionado con prevenir la desnaturalizacion en superficie, la concentracion eficaz sera aproximadamente la
concentracion micelar critica del detergente. A la inversa, si el mecanismo de estabilizacion esta asociado con
interacciones proteina-detergente especificas, la concentracion de tensioactivo eficaz estara relacionada con la
concentracién de proteina y la estequiometria de la interaccién (Randolph T.W., et al., Pharm Biotechnol., 13:159-75
(2002)).

También pueden afadirse tensioactivos en cantidades apropiadas para prevenir el fenébmeno de agregacion
relacionado con la superficie durante la congelacién y el secado [Chang, B, J. Pharm. Sci. 85:1325, (1996)]. Los
tensioactivos a modo de ejemplo incluyen tensioactivos anionicos, cationicos, no idnicos, zwitteriénicos y anféteros,
incluyendo tensioactivos derivados de aminoacidos que se producen de manera natural. Los tensioactivos anionicos
incluyen, pero no se limitan a, laurilsulfato de sodio, dioctilsulfosuccinato de sodio y dioctilsulfonato de sodio, acido
quenodesoxicolico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio de acido 1-
octanosulfénico, quelato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio, y sal de sodio de acido glicodesoxicoélico. Los
tensioactivos catidnicos incluyen, pero no se limitan a, cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de
cetilpiridinio monohidratado, y bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Los tensioactivos zwitteridnicos incluyen, pero no
se limitan a, CHAPS, CHAPSO, SB3-10 y SB3-12. Los tensioactivos no idnicos incluyen, pero no se limitan a,
digitonina, Triton X-100, Triton X-114, TWEEN-20 y TWEEN-80. Los tensioactivos también incluyen lauromacrogol
400, estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado con polioxietileno 10, 40, 50 y 60, monoesterato de
glicerol, polisorbato 40, 60, 65 y 80, lecitina de soja y otros fosfolipidos tales como DOPC, DMPG, DMPC y DOPG;
éster de acido graso de sacarosa, metilcelulosa y carboximetilcelulosa. Las composiciones pueden comprender
estos tensioactivos o bien individualmente o bien como una mezcla en diferentes razones. El tensioactivo puede
incorporarse en una concentracién de aproximadamente el 0% a aproximadamente el 5% p/v, o puede incorporarse
en una concentracién de al menos el 0,001, el 0,002, el 0,005, el 0,007, el 0,01, el 0,05, el 0,1, el 0,2, el 0,3, el 0,4, el
0,5,el 0,6,el 0,7,el 0,8, el 0,9, el 1,0, el 1,5, el 2,0, el 2,5, el 3,0, el 3,5, el 4,0 o el 4,5% p/v. Especificamente, el
tensioactivo puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 0,5%
p/v, o puede incorporarse en una concentracion de aproximadamente el 0,004, el 0,005, el 0,007, el 0,01, el 0,05 0 el
0,1% p/v a aproximadamente el 0,2% p/v. Mas especificamente, el tensioactivo puede incorporarse en una
concentracion de aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 0,1% p/v.

Sales

Con frecuencia se afiaden sales para aumentar la fuerza iénica de la formulacion, lo que puede ser importante para
la solubilidad, estabilidad fisica e isotonicidad de la proteina. Las sales pueden afectar a la estabilidad fisica de
proteinas de una variedad de maneras. Los iones pueden estabilizar el estado nativo de proteinas mediante unién a
residuos con carga en la superficie de la proteina. Alternativamente, pueden estabilizar el estado desnaturalizado
mediante union a los grupos peptidicos a lo largo de la estructura principal de la proteina (-CONH-). Las sales
también pueden estabilizar la conformacioén nativa de la proteina blindando interacciones electrostaticas de repulsion
entre residuos dentro de una molécula de proteina. Los electrolitos en formulaciones de proteinas también pueden
blindar interacciones electrostaticas de atraccion entre moléculas de proteinas que pueden conducir a insolubilidad y
agregacion de proteinas.

El efecto de la sal sobre la estabilidad y solubilidad de proteinas varia significativamente con las caracteristicas de la
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especie idnica. La serie de Hofmeister se originé en la década de 1880 como una manera de clasificar en orden los
electrolitos basandose en su capacidad para precipitar proteinas (Cacace M.G., et al., Quarterly Reviews of
Biophysics., 30(3): 241-277 (1997)). En este informe, la serie de Hofmeister se usa para ilustrar una escala de
efectos de estabilizacion de proteinas mediante cosolutos iénicos y no idnicos. En la tabla C, los cosolutos se
ordenan con respecto a sus efectos generales sobre proteinas en estado de disolucion, desde estabilizantes
(cosmoétropos) hasta desestabilizantes (cadtropos). En general, las diferencias en cuanto a los efectos en los
aniones son mucho mayores que las observadas para los cationes, y, para ambos tipos, los efectos son mas
evidentes a concentraciones superiores a las que son aceptables en formulaciones parenterales. Comunmente se
usan altas concentraciones de cosmétropos (por ejemplo, sulfato de amonio >1 molar) para precipitar proteinas de
una disolucién mediante un proceso denominado “precipitacion por sales” en el que el cosmoétropo se excluye
preferiblemente de la superficie de la proteina reduciendo la solubilidad de la proteina en su conformacion nativa
(plegada). La eliminacion o dilucidon de la sal devolvera la proteina a la disolucion. El término “solubilizacién por
sales” se refiere al uso de iones desestabilizantes (tales como guanidina y cloruro, por ejemplo) que aumentan la
solubilidad de proteinas mediante solvatacion de los enlaces peptidicos de la estructura principal de la proteina.
Aumentar las concentraciones del caétropo favorecera la conformacion en estado desnaturalizado (desplegado) de
la proteina a medida que aumenta la solubilidad de la cadena peptidica. La eficacia relativa de iones en cuanto a la
“solubilizacién por sales” y la “precipitacion por sales” define su posicién en la serie de Hofmeister.

Con el fin de mantener la isotonicidad en una formulacion parenteral, las concentraciones de sales se limitan
generalmente a menos de 150 mM para combinaciones de iones monovalentes. En este intervalo de concentracion,
el mecanismo de estabilizacion por sales se debe probablemente al apantallamiento de fuerzas intramoleculares de
repulsion electrostatica o fuerzas intermoleculares de atraccion (apantallamiento de Debye-Huckel). Resulta
interesante que se ha mostrado que las sales caétropicas son mas eficaces en la estabilizacién de la estructura de la
proteina que concentraciones similares de cosmoétropos mediante este mecanismo. Se cree que los aniones
cadtropicos se unen mas fuertemente que los iones cosmoétropicos. Con respecto a la degradacion covalente de
proteinas, se esperan efectos diferenciales de fuerza iénica sobre este mecanismo segun la teoria de Debye-Huckel.
Por consiguiente, los informes publicados de estabilizacion de proteinas mediante cloruro de sodio van
acompafados por aquellos en los que el cloruro de sodio aceleré la degradaciéon covalente. Los mecanismos
mediante los cuales las sales afectan a la estabilidad de la proteina son especificos de la proteina y pueden variar
significativamente en funcion del pH de la disolucién. Un ejemplo en el que un excipiente puede ser util para permitir
la administracion de un farmaco de proteina es el de algunas formulaciones de anticuerpos de alta concentracion.
Recientemente, se ha mostrado que las sales son eficaces en la reduccién de la viscosidad de tales formulaciones
(Liu J., et al., J. Pharm Sci., 94(9): 1928-40 (2005); fe de erratas en: J Pharm Sci., 95(1): 234-5 (2006)).

Tabla C: La serie de Hofmeister de sales

Cosoluto Escalas de estabilizacion
Anion Cation Otro
F (CH3)sN* Glicerol/sorbitol Estabilizacion Cosmoétropo
PO, (CH3),NH" | Sacarosaltrehalosa (precipitacién por sales)
SO NH4" TMAO
CHCOO K
cr Na*
Br Cs’
r Li*
Mg** Guanidina o
CaZ Arginina De_gestgplllza0|on ]
B3 Urea (solubilizacion por sales) Caotropo

Aminoacidos

Los aminoacidos han encontrado un uso versatil en formulaciones de proteinas como tampones, agentes de carga,
estabilizadores y antioxidantes. Se emplean histidina y acido glutamico para tamponar formulaciones de proteinas
en el intervalo de pH de 5,5-6,5 y 4,0-5,5, respectivamente. El grupo imidazol de la histidina tiene un pKa = 6,0 y el
grupo carboxilo de la cadena lateral del acido glutamico tiene un pKa de 4,3 lo que hace que sean adecuados para
tamponar en sus respectivos intervalos de pH. El acetato, el tampdn mas comunmente usado en el intervalo de pH
acido de 4,0-5,5, se sublima durante la liofilizaciéon y por tanto no debe usarse en formulaciones secadas por
congelacion. El acido glutamico es particularmente util en tales casos (por ejemplo, Stemgen®). La histidina se
encuentra comunmente en formulaciones de proteinas comercializadas (por ejemplo, Xolair®, Herceptin®,
Recombinate®). Proporciona una buena alternativa al citrato, un tampdn que se sabe que produce escozor tras la
inyeccion. Resulta interesante que también se ha notificado que la histidina tiene un efecto de estabilizacién sobre
ABX-IL8 (un anticuerpo IgG2) con respecto a la agregacidon cuando se usa a altas concentraciones en
presentaciones tanto liquidas como liofilizadas (Chen B, et al., Pharm Res., 20(12): 1952-60 (2003)). También se
observd que la histidina (hasta 60 mM) reducia la viscosidad de una formulaciéon de alta concentracion de este
anticuerpo. Sin embargo, en el mismo estudio, los autores observaron un aumento de la agregacion y alteracién del
color en formulaciones que contenian histidina durante estudios de congelacién-descongelacion del anticuerpo en
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recipientes de acero inoxidable. Los autores atribuyeron esto a un efecto de iones de hierro lixiviados de la corrosion
de recipientes de acero. Otro punto de advertencia con la histidina es que experimenta fotooxidacion en presencia
de iones de metales (Tomita M, et al., Biochemistry, 8(12): 5149-60 (1969)). El uso de metionina como antioxidante
en formulaciones parece prometedor; se ha observado que es eficaz frente a varios estreses oxidativos (Lam XM, et
al., J Pharm Sci., 86(11): 1250- 5 (1997)).

Se ha mostrado que los aminoacidos glicina, prolina, serina y alanina estabilizan proteinas mediante el mecanismo
de exclusion preferencial. La glicina también es un agente de carga comunmente usado en formulaciones liofilizadas
(por ejemplo, Neumega®, Genotropin®, Humatrope®). Se separa por cristalizacion de la fase amorfa congelada
dando a la torta estructura y volumen. Se ha mostrado que la arginina es un agente eficaz en la inhibicion de la
agregacion y se ha usado en formulaciones tanto liquidas como liofilizadas (por ejemplo, Activase®, Avonex®,
Enbrel® liquido). Ademas, la eficacia potenciada del replegamiento de determinadas proteinas en presencia de
arginina se ha atribuido a su supresién de la reaccion de agregacion de competencia durante el replegamiento.

Antioxidantes

La oxidacién de residuos de proteinas surge de varias fuentes diferentes. Mas alla de la adicion de antioxidantes
especificos, la prevencion del dafio oxidativo de proteinas implica el control cuidadoso de varios factores a lo largo
de todo el procedimiento de fabricacién y el almacenamiento del producto tal como oxigeno atmosférico,
temperatura, exposicion a la luz y contaminacién quimica. Los antioxidantes farmacéuticos mas comunmente
usados son agentes reductores, eliminadores de radicales libres/oxigeno, o agentes quelantes. Los antioxidantes en
formulaciones de proteinas terapéuticas deben ser solubles en agua y permanecer activos a lo largo de toda la vida
util de almacenamiento del producto. Los agentes reductores y eliminadores de radicales libres/oxigeno funcionan
mediante ablacion de especies activas de oxigeno en disolucion. Los agentes quelantes tales como EDTA pueden
ser eficaces mediante unién a contaminantes de metales traza que fomentan la formacién de radicales libres. Por
ejemplo, se us6 EDTA en la formulacién liquida de factor de crecimiento de fibroblastos acido para inhibir la
oxidacion catalizada por iones de metales de residuos de cisteina. Se ha usado EDTA en productos comercializados
tales como Kineret® y Ontak®.

Ademas de la evaluacion de la eficacia de diversos excipientes en la prevencion de la oxidacidon de proteinas, los
cientificos de formulacion deben ser conscientes de la posibilidad de que los propios antioxidantes induzcan otros
cambios covalentes o fisicos en la proteina. Se han notificado varios de tales casos en la bibliografia. Los agentes
reductores (tales como glutatién) pueden provocar alteracion de enlaces disulfuro intramoleculares, lo cual puede
conducir a intercambio de enlaces disulfuro. En presencia de iones de metales de transicion, se ha mostrado que
acido ascérbico y EDTA fomentan la oxidacién de metionina en varias proteinas y péptidos (Akers MJ, y Defelippis
MR. Peptides and Proteins as Parenteral solutions. En: Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and
Proteins. Sven Frokjaer, Lars Hovgaard, editores. Pharmaceutical Science. Tailor y Francis, R.U. (1999)); Fransson
J.R., J. Pharm. Sci. 86(9): 4046-1050 (1997); Yin J, et al., Pharm Res., 21(12): 2377-83 (2004)). Se ha notificado que
el tiosulfato de sodio reduce los niveles de oxidacién de metionina inducida por luz y temperatura en rhuMab HER2;
sin embargo, también se notificé la formacién de un aducto de tiosulfato-proteina en este estudio (Lam XM, Yang JY,
et al., J Pharm Sci. 86(11): 1250-5 (1997)). La seleccién de un antioxidante apropiado se realiza segun los estreses
y las sensibilidades especificos de la proteina.

lones de metales

En general, no se desean iones de metales de transicion en formulaciones de proteinas porque pueden catalizar
reacciones de degradacion fisicas y quimicas en proteinas. Sin embargo, se incluyen iones de metales especificos
en formulaciones cuando son cofactores para proteinas y en formulaciones de proteinas en suspension en las que
forman complejos de coordinacién (por ejemplo, suspensién con zinc de insulina). Recientemente, se ha propuesto
el uso de iones de magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerizacién de &cido aspartico para dar acido
isoaspartico (documento WO 2004039337).

Dos ejemplos en los que iones de metales confieren estabilidad o actividad aumentada en proteinas son
desoxirribonucleasa humana (ADNasarh, Pulmozyme®), y factor VIIl. En el caso de ADNasarh, iones Ca*? (hasta
100 mM) aumentaron la estabilidad de la enzima mediante un sitio de unién especifica (Chen B, et al., J Pharm Sci.,
88(4): 477-82 (1999)). De hecho, la eliminacion de iones de calcio de la la disolucién con EGTA provocé un aumento
de la desamidacion y la agregacién. Sin embargo, este efecto sélo se observd con iones Ca'? se observo que otros
cationes divalentes gMg+2, Mn*? y Zn+2) desestabilizaban la ADNasarh. Se observaron efectos similares en el factor
VIII. Los iones Ca™ y Sr'? estabilizaron la proteina mientras que otros como Mg*?, Mn*? y zn' Ccu™ y Fe'
desestabilizaron la enzima (Fatouros, A., et al., Int. J. Pharm., 155, 121-131 (1997). En un estudio separado con
factor VIII, se observd un aumento significativo de la velocidad de agregacion en presencia de iones Al (Derrick TS,
et al., J. Pharm. Sci., 93(10): 2549-57 (2004)). Los autores observan que otros excipientes tales como sales de
tampon estan con frecuencia contaminados con iones Al"® e ilustran la necesidad de usar excipientes de calidad
apropiada en productos formulados.

Conservantes
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Los conservantes son necesarios cuando se desarrollan formulaciones parenterales de multiples usos que implican
mas de una extraccion del mismo recipiente. Su principal funcién es inhibir el crecimiento microbiano y garantizar la
esterilidad del producto a lo largo de toda la vida util de almacenamiento o periodo de uso del producto terminado.
Los conservantes comunmente usados incluyen alcohol bencilico, fenol y m-cresol. Aunque los conservantes tienen
una larga historia de uso, el desarrollo de formulaciones de proteinas que incluyen conservantes puede presentar un
desafio. Los conservantes casi siempre tienen un efecto desestabilizante (agregacion) sobre las proteinas, y esto se
ha convertido en un factor principal en la limitaciéon de su uso en formulaciones de proteinas de multiples dosis (Roy
S, et al., J Pharm Sci., 94(2): 382- 96 (2005)).

Hasta la fecha, la mayoria de los farmacos de proteinas se han formulado Unicamente para un solo uso. Sin
embargo, cuando son posibles formulaciones de mdltiples dosis, tienen la ventaja afiadida de permitir conveniencia
para el paciente y aumentar la comerciabilidad. Un buen ejemplo es el de la hormona del crecimiento humana (hGH)
en la que el desarrollo de formulaciones con conservantes ha conducido a la comercializacion de presentaciones en
pluma para inyeccion de multiples usos mas convenientes. Actualmente hay al menos cuatro de tales dispositivos de
pluma que contienen formulaciones de hGH con conservantes disponibles en el mercado. Norditropin® (liquido,
Novo Nordisk), Nutropin AQ® (liquido, Genentech) y Genotropin (liofilizado, cartucho de cdmara doble, Pharmacia &
Upjohn) contienen fenol mientras que Somatrope® (Eli Lilly) se formula con m-cresol.

Se necesita tener en cuenta varios aspectos durante el desarrollo de la formulacién de formas de dosificacion con
conservantes. La concentracion eficaz de conservante en el producto terminado debe optimizarse. Esto requiere
someter a prueba un conservante dado en la forma de dosificacién con intervalos de concentracion que confieren
eficacia antimicrobiana sin poner en peligro la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, se examinaron
satisfactoriamente tres conservantes en el desarrollo de una formulacion liquida para receptor de interleucina 1 (tipo
I), usando calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se clasificaron los conservantes en orden basandose en su
impacto sobre la estabilidad a concentraciones cominmente usadas en productos comercializados (Remmele RL
Jr,, et al., Pharm. Res., 15(2): 200-8 (1998)).

Tal como podia esperarse, el desarrollo de formulaciones liquidas que contienen conservantes es mas dificil que el
de formulaciones liofilizadas. Los productos secados por congelacion pueden liofilizarse sin el conservante y
reconstituirse con un diluyente que contiene conservante en el momento de uso. Esto acorta el tiempo durante el
cual un conservante esta en contacto con la proteina minimizando significativamente los riesgos de estabilidad
asociados. Con formulaciones liquidas, la eficacia y la estabilidad del conservante tienen que mantenerse a lo largo
de toda la vida util de almacenamiento del producto (~18-24 meses). Un punto importante a observar es que tiene
que demostrarse eficacia del conservante en la formulacion final que contiene el farmaco activo y todos los
componentes excipientes.

Algunos conservantes pueden provocar reacciones en el sitio de la inyeccion, lo cual es otro factor que se necesita
tener en cuenta cuando se elige un conservante. En ensayos clinicos que se centran en la evaluacion de
conservantes y tampones en Norditropin, se observé que la percepcion de dolor era inferior en formulaciones que
contenian fenol y alcohol bencilico en comparacién con una formulacién que contenia m-cresol (Kappelgaard A.M.,
Horm Res. 62 Sup. 3:98-103 (2004)). Resulta interesante que, entre los conservantes comunmente usados, el
alcohol bencilico presenta propiedades anestésicas (Minogue SC, y Sun DA., Anesth Analg., 100(3): 683-6 (2005)).

Dadas las ensefianzas y directrices proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabran qué
cantidad o intervalo de excipiente puede incluirse en cualquier formulacién particular para obtener una formulacién
biofarmacéutica de la invencidon que fomenta la retencion de la estabilidad del producto biofarmacéutico. Por
ejemplo, la cantidad y el tipo de una sal que va a incluirse en una formulacién biofarmacéutica de la invencién
pueden seleccionarse basandose en la osmolalidad deseada (es decir, isotdnica, hipotdnica o hiperténica) de la
disolucién final asi como las cantidades y osmolalidad de otros componentes que van a incluirse en la formulacion.
De manera similar, mostrando a modo de ejemplo con referencia al tipo de poliol o azicar incluido en una
formulacion, la cantidad de un excipiente de este tipo dependera de su osmolalidad.

A modo de ejemplo, la inclusidon de sorbitol a aproximadamente el 5% puede lograr isotonicidad mientras que se
necesita aproximadamente el 9% de un excipiente de sacarosa para lograr isotonicidad. La seleccion de la cantidad
o el intervalo de concentraciones de uno o mas excipientes que pueden incluirse dentro de una formulacién
biofarmacéutica de la invencién se ha mostrado a modo de ejemplo anteriormente mediante referencia a sales,
polioles y azucares. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderan que las consideraciones descritas en el
presente documento y mostradas adicionalmente a modo de ejemplo mediante referencia a excipientes especificos
pueden aplicarse igualmente a todos los tipos y combinaciones de excipientes incluyendo, por ejemplo, sales,
aminoacidos, otros agentes de tonicidad, tensioactivos, estabilizadores, agentes de carga, crioprotectores,
lioprotectores, antioxidantes, iones de metales, agentes quelantes y/o conservantes.

Ademas, cuando se notifica un excipiente particular en una formulacién, por ejemplo, mediante el porcentaje (%) p/v,
los expertos en la técnica reconoceran que también se contempla la concentracion molar equivalente de ese
excipiente.

Evidentemente, un experto habitual en la técnica reconocera que las concentraciones de los excipientes
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mencionados anteriormente comparten una interdependencia dentro de una formulacién particular. A modo de
ejemplo, la concentracion de un agente de carga puede reducirse cuando, por ejemplo, hay una alta concentracién
de proteina/péptido o cuando, por ejemplo, hay una alta concentracion de agente estabilizante. Ademas, un experto
habitual en la técnica reconocera que, con el fin de mantener la isotonicidad de una formulacion particular en la que
no hay ningun agente de carga, la concentracidon de un agente estabilizante se ajustara en consecuencia (es decir,
se usara una cantidad “tonificante” de estabilizador).

Las composiciones son estables durante al menos dos afios a de 2°C a 8°C en el estado liofilizado. Esta estabilidad
a largo plazo es beneficiosa para prolongar la vida Gtil de almacenamiento del producto farmacéutico.

Métodos de preparacion

La presente invencion contempla ademas métodos para la preparacion de formulaciones de proteinas terapéuticas.
En particular métodos para preparar una formulacién de pepticuerpos terapéuticos liofilizados que comprende la
etapa de liofilizar una composicion de pepticuerpos terapéuticos en un tampén que comprende un agente
tamponante, un agente de carga, un agente estabilizante y un tensioactivo.

Los presentes métodos comprenden una o mas de las siguientes etapas: afiadir un agente estabilizante a dicha
mezcla antes de la liofilizacion, afiadir al menos un agente seleccionado de un agente de carga, un agente regulador
de la osmolaridad y un tensioactivo a dicha mezcla antes de la liofilizacién. A menos que se especifique en las
reivindicaciones, el agente de carga puede ser cualquier agente de carga descrito en el presente documento. En un
aspecto, el agente de carga es manitol. En la presente invencion, el agente estabilizante es sacarosa. A menos que
se especifique en las reivindicaciones, el tensioactivo puede ser cualquier tensioactivo descrito en el presente
documento. En una realizacién, el tensioactivo es polisorbato 20.

La practica de reconstitucion convencional para material liofilizado es afiadir de nuevo un volumen de agua pura o
agua esteéril para inyeccion (WFI) (normalmente equivalente al volumen eliminado durante la liofilizacién), aunque
algunas veces se usan disoluciones diluidas de agentes antibacterianos en la produccion de productos
farmacéuticos para administracion parenteral [Chen, Drug Development and Industrial Pharmacy, 18:1311-1354
(1992)]. Por consiguiente, se proporcionan métodos para la preparacion de pepticuerpos terapéuticos reconstituidos
que comprenden la etapa de afadir un diluyente a una composiciéon de pepticuerpos terapéuticos liofilizada de la
invencion.

La composicion de pepticuerpos terapéuticos liofilizada puede reconstituirse como una disolucién acuosa. Una
variedad de portadores acuosos, por ejemplo, agua estéril para inyeccidon, agua con conservantes para uso de
multiples dosis, o agua con cantidades apropiadas de tensioactivos (por ejemplo, polisorbato 20), solucion salina al
0,4%, glicina al 0,3%, o suspensiones acuosas pueden contener el compuesto activo en mezcla con excipientes
adecuados para la producciéon de suspensiones acuosas. En diversos aspectos, tales excipientes son agentes de
suspension, por ejemplo carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio,
polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arabiga; agentes de dispersién o humectacion pueden ser fosfatido que
se produce de manera natural, por ejemplo lecitina, o productos de condensacion de un 6xido de alquileno con
acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacién de 6xido de etileno con
alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido
de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilen-
sorbitol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y
anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polietilen-sorbitano. Las suspensiones acuosas también pueden
contener uno 0 mas conservantes, por ejemplo p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo.

Para administrar composiciones a seres humanos o animales de prueba, en un aspecto, las composiciones
comprenden uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Las frases “farmacéuticamente” o
“farmacoldgicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composiciones que son estables, inhiben la
degradacién de proteinas tal como productos de agregacién y escision, y ademas no producen alergias ni otras
reacciones adversas cuando se administran usando vias bien conocidas en la técnica, tal como se describe a
continuacién. Los “portadores farmacéuticamente aceptables” incluyen todos y cada uno de los disolventes
clinicamente utiles, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos
y de retraso de la absorcion y similares, incluyendo los agentes dados a conocer anteriormente.

Las composiciones de pepticuerpos terapéuticos pueden administrarse por via oral, tépica, transdérmica, parenteral,
mediante pulverizacién de inhalacién, vaginal, rectal o mediante inyeccion intracraneal. El término parenteral tal
como se usa en el presente documento incluye inyecciones subcutaneas, técnicas de infusion o inyeccion
intravenosa, intramuscular, intracisternal. También se contempla la administracién mediante inyeccion intravenosa,
intradérmica, intramuscular, intramamaria, intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar y/o implantacion
quirargica en un sitio particular. Generalmente, las composiciones estan esencialmente libres de pirégenos, asi
como otras impurezas que pueden ser perjudiciales para el receptor.

Pueden llevarse a cabo administraciones individuales o multiples de las composiciones con los el patréon y niveles de
dosis que selecciona el médico encargado. Para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacién
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apropiada dependera del tipo de enfermedad que va a tratarse, tal como se definié anteriormente, la intensidad y el
transcurso de la enfermedad, si el farmaco se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia anterior, la
historia clinica y la respuesta del paciente al farmaco, y el criterio del médico encargado.

Kits

Como aspecto adicional, la invencién contempla kits que comprenden uno o mas compuestos o composiciones
liofilizados envasados de una manera que facilita su uso para administracion a sujetos. En un aspecto, un kit de este
tipo incluye un compuesto o una composicién descrito en el presente documento (por ejemplo, una composicion que
comprende una proteina o péptido terapéutico), envasado en un recipiente tal como un frasco o envase sellado, con
una etiqueta fijada al recipiente o incluida en el envase que describe el uso del compuesto o la composicion al poner
en practica el método. En un aspecto, el kit contiene un primer recipiente que tiene una composicién de proteinas o
péptidos terapéuticos liofilizada y un segundo recipiente que tiene una disolucidon de reconstitucion fisioldgicamente
aceptable para la composicion liofilizada. En un aspecto, el compuesto o la composicion se envasa en una forma de
dosificacién unitaria. El kit puede incluir ademas un dispositivo adecuado para administrar la composicidon segun una
via de administracién especifica. Preferiblemente, el kit contiene una etiqueta que describe el uso de la composicion
de proteinas o péptidos terapéuticos.

Dosificaciones

El régimen de dosificacion implicado en el tratamiento de un estado descrito en el presente documento lo
determinara el médico encargado, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la accion de farmacos, por
ejemplo la edad, estado, peso corporal, sexo y dieta del paciente, la intensidad de cualquier infeccién, el momento
de administracion y otros factores clinicos. En diversos aspectos, el régimen diario esta en el intervalo de 0,1-
1000 ng de una preparacion por kilogramo de peso corporal (calculando la masa de la proteina sola, sin modificacion
quimica) o de 0,1-150 pg/kg. En algunos aspectos, la dosis puede superar 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg.

Las preparaciones de la invencion pueden administrarse mediante un bolo inicial seguido por una infusiéon continua
para mantener niveles circulantes terapéuticos de producto terminado. Como otro ejemplo, el compuesto de la
invencion puede administrarse como una dosis de una vez. Los expertos habituales en la técnica optimizaran
facilmente las dosificaciones eficaces y los regimenes de administracion tal como se determina mediante la buena
practica médica y el estado clinico del paciente individual. La frecuencia de dosificacion dependera de los
parametros farmacocinéticos de los agentes y la via de administracion. La formulacién farmacéutica 6ptima la
determinara un experto en la técnica dependiendo de la via de administracion y la dosificacion deseada. Véase, por
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18% ed. (1990, Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas
1435-1712. Tales formulaciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad, velocidad de liberacion in vivo, y
velocidad de aclaramiento in vivo de los agentes administrados. Dependiendo de la via de administracion, puede
calcularse una dosis adecuada segun el peso corporal, el area superficial corporal o el tamafio de érganos. El
refinamiento adicional de los calculos necesarios para determinar la dosificacion apropiada para el tratamiento que
implica cada una de las formulaciones mencionadas anteriormente lo realizan de manera rutinaria los expertos
habituales en la técnica sin experimentacion excesiva, especialmente a la vista de la informacion sobre la
dosificaciéon y los ensayos dados a conocer en el presente documento, asi como los datos farmacocinéticos
observados en los ensayos clinicos con seres humanos comentados anteriormente. Las dosificaciones apropiadas
pueden determinarse mediante el uso de ensayos establecidos para determinar dosificaciones de nivel en sangre
junto con datos de respuesta a la dosis apropiados. El régimen de dosificacion final lo determinara el médico
encargado, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la accién de farmacos, por ejemplo la actividad
especifica del farmaco, la intensidad del dafio y la capacidad de respuesta del paciente, la edad, estado, peso
corporal, sexo y dieta del paciente, la intensidad de cualquier infeccion, momento de administracién y otros factores
clinicos. A medida que se realicen estudios, surgira informacién adicional referente a los niveles de dosificaciéon
apropiados y la duracion de tratamiento para diversas enfermedades y estados.

Estructura de compuestos

En general, en preparaciones segun la invencion, un péptido se une a un vehiculo a través del extremo N-terminal
del péptido, el extremo C-terminal del péptido, o ambos, y la estructura resultante puede modificarse adicionalmente
con un WSP unido covalentemente que se une al vehiculo en el producto de vehiculo-péptido. Por tanto, las
moléculas de pepticuerpo terapéutico de esta invencion pueden describirse mediante la siguiente formula I:

! [(X")aF'-(X)eH(L)-WSPy
en la que:

F' es un vehiculo;

X' se selecciona de

P'-(L%)e-
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PE(L%)P-(L%)e-

PP P*(L) P -(L2)e- y

PP (L) P(L7)P (L)e-

X? se selecciona de:

()P,

A(L)eP (L7)-P?,

-(L2)eP - (LO)-P*-(LY)g- PP, y

A(L2)eP L2 WP(LY)g PP L P*

en la que P!, PZ, pe y P* son cada uno secuencias independientes de péptidos farmacolégicamente activos;
L1, L2, L3, L y L® son cada uno independientemente grupos de union;

a, b, c, e, f, gy h son cada uno independientemente 0 6 1, con la condicién de que al menos uno de ay b sea 1;
des 0, 1 0omayorde 1;y

WSP es un polimero soluble en agua, cuya unidn se realiza en cualquier resto reactivo en F'.

Por tanto, el compuesto | comprende compuestos de las formulas

I X'-F"-(L"eWSPy

incluyendo multimeros de la misma, en la que F' es un dominio Fc y se une e? el extremo C-terminal de X', y uno o
mas WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L ;

1l [F'-X?-(L"e-WSPyq

incluyendo multimeros de la misma, en la que F' es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de XZ, y uno o
mas WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de union L";

v [F'-(L"e-P"]-(L")c-WSPy4

incluyendo multimeros de la misma, en la que F' es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de -(L1)C-P1 y
uno o mas WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L"; y

Y, [F'-(L"e-P'-(L?)-P?]-(L")-WSPy

incluyendo multimeros de la misma, en la que F' es un dominio Fc y se une en el extremo N-terminal de L"-p'-L%-p?
y uno o mas WSP se unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L'

En una realizacion, F' es un dominio Fc y se une o bien al extremo N-terminal o bien al extremo C-terminal de un
péptido. En una realizacion relacionada, Fc se une para dar un formato dimérico tal como se describe en el presente
documento al que se unen 2 (o mas) péptidos. Los péptidos pueden ser homodiméricos (es decir, la misma
secuencia de aminoacidos) o heterodinamicos (es decir, diferentes secuencias de aminoacidos que se unen a la
misma diana o que se unen a dianas diferentes).

En otra realizacién, se proporcionan bucles de Fc que comprenden un(os) péptido(s). Los bucles de Fc que
comprenden un(os) péptido(s) se preparan en un procedimiento en el que al menos un péptido biolégicamente activo
se incorpora como secuencia interna en un dominio Fc. Una secuencia interna de este tipo puede afiadirse mediante
insercion (es decir, entre aminoacidos en el dominio Fc anteriormente existente) o mediante sustitucion de
aminoacidos en el dominio Fc anteriormente existente (es decir, eliminando aminoacidos en el dominio Fc
anteriormente existente y afiadiendo aminoacidos peptidicos). En este ultimo caso, no se necesita que el nimero de
aminoacidos peptidicos afiadidos corresponda con el numero de aminoacidos eliminados del dominio Fc
anteriormente existente. Por ejemplo, en un aspecto, se proporciona una molécula en la que se eliminan 10
aminoacidos y se afiaden 15 aminoacidos. Se preparan compuestos farmacolégicamente activos proporcionados
mediante un procedimiento que comprende: a) seleccionar al menos un péptido que modula la actividad de una
proteina de interés; y b) preparar un agente farmacoldgico que comprende una secuencia de aminoacidos del
péptido seleccionado como secuencia interna de un dominio Fc. Este procedimiento puede emplearse para modificar
un dominio Fc que ya esta unido a través de un extremo N-terminal o C-terminal o cadena lateral a un péptido, por
ejemplo, tal como se describe en las solicitudes de patente estadounidense n.°® 2003/0195156, 2003/0176352,
2003/0229023 y 2003/0236193, y las publicaciones internacionales nimeros WO 00/24770 y WO 04/026329. El
procedimiento descrito en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° US2006/0140934 también puede
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emplearse para modificar un dominio Fc que es parte de un anticuerpo. De esta manera, pueden producirse
diferentes moléculas que tienen funcionalidades adicionales, tales como un dominio de unién a un epitopo diferente
o un dominio de union adicional al epitopo existente de la molécula precursora. Las moléculas que comprenden una
secuencia peptidica interna también se denominan “pepticuerpos internos de Fc” o “moléculas peptidicas internas de
Fc”.

Las moléculas peptidicas internas de Fc pueden incluir mas de una secuencia peptidica en tandem en una region
interna particular, y pueden incluir péptidos adicionales en otras regiones internas. Aunque se prefieren regiones de
bucle supuestas, las inserciones en cualquier otro dominio no terminal de Fc también se consideran parte de esta
invencion. Esta invencién también abarca variantes y derivados de los compuestos anteriores (descritos a
continuacion).

Los compuestos de esta invencion pueden prepararse mediante métodos de sintesis convencionales, técnicas de
ADN recombinante, o cualquier otro método de preparacion de péptidos y proteinas de fusion.

Un uso contemplado para moléculas peptidicas internas de Fc es como agente terapéutico o profilactico. Un péptido
seleccionado puede tener actividad comparable a (o incluso mayor que) la del ligando natural al que imita el péptido.
Ademas, determinados agentes terapéuticos basados en ligandos naturales pueden inducir anticuerpos contra el
propio ligando enddégeno del paciente. En cambio, la secuencia Unica del péptido unido a vehiculo evita este
inconveniente al tener poca o normalmente ninguna identidad de secuencia con el ligando natural. Ademas, los
pepticuerpos internos de Fc pueden tener ventajas en el replegamiento y la purificacién con respecto a moléculas de
Fc unidas en el extremo N-terminal o C-terminal. De manera todavia mas adicional, los pepticuerpos internos de Fc
pueden ser mas estables tanto termodinamicamente, debido a la estabilizacion de dominios quiméricos, como
quimicamente, debido a la resistencia aumentada frente a la degradacion proteoligica por amino y carboxi-
peptidasas. Los pepticuerpos internos de Fc también pueden mostrar propiedades farmacocinéticas mejoradas.

Péptidos. Puede usarse cualquier numero de péptidos junto con la presente invencion. Resultan de particular interés
los péptidos que imitan la actividad de EPO, TPO, hormona del crecimiento, G-CSF, GM-CSF, IL-1ra, CTLA4,
TRAIL, TNF, VEGF, MMP, miostatina, integrina, OPG, OPG-L, NGF, TALL-1, pareja(s) de unién a Ang-2, TGF-qa, y
TGF-B. También resultan de interés los antagonistas peptidicos, particularmente los antagonistas de la actividad de
TNF, cualquiera de las interleucinas (IL-1, 2, 3,...), y proteinas implicadas en la activacion del complemento (por
ejemplo, C3b). También resultan de interés los péptidos de direccionamiento, incluyendo péptidos de
direccionamiento al tumor, péptidos de transporte a través de la membrana y similares. Todas estas clases de
péptidos pueden descubrirse mediante métodos descritos en las referencias citadas en esta memoria descriptiva y
otras referencias.

La presentacion en fagos, en particular, es util en la generacion de péptidos para su uso en la presente invencion.
Se ha mencionado que la seleccion por afinidad a partir de bibliotecas de péptidos aleatorios puede usarse para
identificar ligandos peptidicos para cualquier sitio de cualquier producto génico. Dedman et al. (1993), J. Biol. Chem.
268: 23025-30. La presentacion en fagos es particularmente adecuada para identificar péptidos que se unen a
proteinas de interés tales como receptores de superficie celular o cualquier proteina que tiene epitopos lineales.
Wilson et al. (1998), Can. J. Microbiol. 44: 313-29; Kay et al. (1998), Drug Disc. Today 3: 370-8. Tales proteinas se
revisan de manera extensa en Herz et al. (1997), J. Receptor & Signal Transduction Res. 17(5): 671-776. Tales
proteinas de interés se prefieren para su uso en esta invencion.

A modo de ejemplo y sin limitacién, se proporciona un grupo de péptidos que se unen a receptores de citocinas.
Recientemente se han clasificado las citocinas segun su cddigo de receptor. Véase Inglot (1997), Archivum
Immunologiae et Therapiae Experimentalis 45: 353-7. Entre estos receptores se encuentran los CKR (familia | en la
tabla 3). La clasificacion de receptor aparece en la tabla 3.

Tabla 3 — Receptores de citocinas clasificados mediante codigo de receptor

Citocinas (ligandos) Tipo de receptor

familia subfamilia familia subfamilia
|. Citocinas 1. 1L-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL- I. R de citocinas (CKR) 1. yCr compartido, IL-9R,
hematopoyéticas 13, IL-15 IL-4R

2. IL-3, IL-5, GM-CSF

3. IL-6, IL-11, IL-12, LIF,
OSM, CNTF, leptina (OB)
4. G-CSF, EPO, TPO,
PRL, GH

5. 1L-17, HVS-IL-17

2. GP 14 BR compartido
3. RP 130 compartido, IL-
6R, R de leptina

4. R “monocatenario”,
GCSF-R, TPO-R, GH-R
5. otros R?

"IL-17R pertenece a la familia de CKR, pero no se asigna a las 4 subfamilias indicadas
2 Otros subtipos de IFN tipo | siguen sin asignar. Las citocinas hematopoyéticas, ligandos de IL-10 e interferones no
presentan proteinas cinasas intrinsecas funcionales. Las moléculas de sefalizacion para las citocinas son JAK,
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Il. Ligandos de IL-10

IL-10, BCRF-1, HSV-IL-10

Il. IL-10R

lIl. Interferones 1. IFN-a1, 02, a4, m, t, lll. R de interferdn 1. IFNAR
IFN-B* 2. IFNGR
2. IFN~y

IV. IL-1 y ligandos de tipo
IL-1

1. IL-10, IL-1B, IL-1Ra
2.1L-18, IL-18BP

IV. IL-1R

1. IL-1R, IL-1RAcP
2. IL-18R, IL-18RAcP

V. Familia de TNF

1. TNF-a, TNF-B (LT),
FASL, CD40L, CD30L,
CD27L, OX40L, OPGL,
TRAIL, APRIL, AGP-3,
BlLys, TL5, Ntn-2, KAY,
neutrocina a

3. R de NGF/TNF*

TNF-RI, AGP-3R, DR4,
DR5, OX40, OPG, TACI,
CD40, FAS, ODR

VI. Quimiocinas

1. Quimiocinas o

IL-8, GRO «, B, v, IF-10,
PF-4, SDF-1

2. Quimiocinas B:
MIP1a, MIP1B, MCP-
1,2,3,4, RANTES,
eotaxina

3. Quimiocinas y:
linfotactina

4. R de quimiocinas

1. CXCR
2.CCR
3.CR

4. DARC®

VII. Factores de crecimiento

1.1 SCF, M-CSF, PDGF-
AA, AB, BB, KDR, FLT-1,
FLT-3L, VEGF, SSV-
PDGF, HGF, SF

1.2 FGKa, FGFB

1.3 EGF, TGF-q, VV-F19
(de tipo EGF)

1.4 IGF-I, IGF-Il, Insulina
1.5 NGF, BDNF, NT-3,
NT-4°

2. TGF-B1, B2, B3

VII. RKF

1. Subfamilia de TK

1.1 IgTK lll R, VEGF-RI,
VEGF-RII

1.2IgTKIVR

1.3 TK-l rico en cisteina
1.4 TK-Il, IGF-RI ricos en
cisteina

1.5 TK V nudo de cisteina
2. Subfamilia de serina-
treonina cinasa (STKS)7

Otras proteinas de interés como objetivos para la generacion de péptidos en la presente invencién incluyen las

siguientes:
avp3

avp1
Ang-2

B7

B7RP1
CRP1

Calcitonina

STAT y moléculas distintas de receptor relacionadas. Se han clonado IL-14, IL-16 e IL-18 pero segun el cédigo de
receptor siguen sin asignar.

% Los receptores de TNF usan multiples moléculas intracelulares diferenciadas para la transduccién de sefales
incluyendo “dominio de muerte” de FAS R y TNF-oR de 55 kDa que participa en sus efectos citotdxicos. R de
NGF/TNF puede unirse tanto a NGF como a factores relacionados asi como a ligandos de TNF. Los receptores de
quimiocinas son siete receptores de dominio transmembrana (7TM, serpentina). Estan acoplados a proteina G.

“El antigeno del grupo sanguineo Duffy (DARC) es un receptor de eritrocitos que puede unirse a diversas
quimiocinas. IL-1R pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas pero sus caracteristicos de acontecimientos de
transduccioén de sefiales siguen sin estar claros.

® Las citocinas neurotréficas también pueden asociarse con receptores de NGF/TNF.

6 STKS pueden abarcar muchos otros factores relacionados con TGF-f3 que permanecen no asignados. Las
proteinas cinasas son una parte intrinseca del dominio intracelular de la familia de receptores cinasas. Las enzimas
participan en la transmision de sefales a través de los receptores.
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CD28

CETP

cMet

Factor de complemento B
C4b

CTLA4

Glucagoén

Receptor de glucagon
LIPG

MPL

Variantes de corte y empalme de moléculas preferiblemente expresadas en células tumorales; por ejemplo, CD44,
CD30, variantes no glicosiladas de mucina y glicoproteinas de superficie Y de Lewis

CD19, CD20, CD33, CD45

Antigeno prostatico especifico de membrana y antigeno prostatico especifico de célula
Metaloproteinasas de matriz (MMP), tanto secretadas como unidas a membrana (por ejemplo, MMP-9)
Catepsinas

Receptor de TIE-2

Heparanasa

Activador del plasminégeno urocinasa (UPA), receptor de UPA

Hormona paratiroidea (PTH), proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), PTH-RI, PTHRII
Her2

Her3

Insulina

Miostatina

TALL-1

Factor de crecimiento nervioso

Integrinas y receptores

Selectinas y receptores de las mismas

Moléculas de adhesién celular y receptores de las mismas

Ejemplos de péptidos aparecen en las tablas 4 a 38 a continuacion. Estos péptidos pueden prepararse por cualquier
método dado a conocer en la técnica, muchos de los cuales se describen en el presente documento. En la mayoria
de las siguientes tablas, se usan abreviaciones de aminoacidos de una unica letra. La “X” en estas secuencias (y a
lo largo de esta memoria descriptiva, a no ser que se especifique lo contrario en una instancia particular) significa
que cualquiera de los 20 residuos de aminoacido naturales puede estar presente. Cualquiera de estos péptidos
puede unirse en tandem (es decir, de manera secuencial), con o sin grupos de unién, y se proporcionan algunos
ejemplos unidos en tandem en la tabla. Los grupos de unién estan enumerados como “A” y pueden ser cualquiera
de los grupos de unién descritos en el presente documento. Las repeticiones y grupos de unién en tandem se
muestran separados por guiones por motivos de claridad. Cualquier péptido que contiene un residuo de cisteinilo
puede reticularse con otro péptido que contiene Cys, pudiendo cualquiera de ellos o ambos unirse a un vehiculo. Se
proporcionan algunos ejemplos reticulados en la tabla. Cualquier péptido que tiene mas de un residuo Cys puede
formar un enlace disulfuro intrapeptidico también; véase, por ejemplo, péptidos miméticos de EPO en la tabla 5.
Algunos ejemplos de péptidos unidos por enlaces disulfuro intrapeptidicos se especifican en la tabla. Cualquiera de
estos péptidos puede derivatizarse tal como se describe en el presente documento, y se proporcionan algunos
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ejemplos derivatizados en la tabla. Los péptidos derivatizados en las tablas son a modo de ejemplo mas que
limitativos, ya que los péptidos no derivatizados asociados pueden emplearse en esta invencion también. Para los
derivados en los que el extremo terminal carboxilo puede terminarse con un grupo amino, el grupo amino de
terminacion se muestra como -NH,. Para derivados en los que los residuos de aminoacido estan sustituidos por
restos diferentes de residuos de aminoacido, las sustituciones se denotan por o, que significa cualquiera de los
restos descritos en Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9 y Cuthbertson et al. (1997), J. Med. Chem. 40:
2876-82. El sustituyente J y los sustituyentes Z (Zs, Zs... Zs4o) son tal como se definen en las patentes
estadounidenses n° 5.608.035, 5.786.331, y 5.880.096. Para las secuencias miméticas de EPO (Tabla 5), los
sustituyentes X2 a X11 y el numero entero “n” son tal como se definen en el documento WO 96/40772. También para
las secuencias miméticas de EPO, los sustituyentes Xna, X1a, X2a, X3a, X4a, Xsa Y Xca Siguen las definiciones de X,, X1,
X2, X3, X4, X5, ¥ Xc, respectivamente, del documento WO 99/47151. Los sustituyentes “¥”, “@” y “+” se definen en
Sparks et al. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 1540-4. X4, X5, X ¥ X7 son tal como se definen en la patente
estadounidense n° 5,773,569, excepto que para los péptidos de union a integrina, X1, Xo, X3, Xa, Xs, X6, X7 y Xg son
tal como se definen en las solicitudes internacionales WO 95/14714, publicada el 1 de junio de 1995 y WO 97/08203,
publicada el 6 de marzo de 1997; y para los péptidos miméticos de VIP, Xi, Xy’, X1”, Xz, X3, X4, X5, X6 ¥ Z y los
numeros enteros m y n son tal como se definen en el documento WO 97/40070, publicada el 30 de octubre del 1997.
Xaa y Yaa a continuacion son tal como se definen en el documento WO 98/09985, publicado el 12 de marzo de
1998. AA+, AA2, AB1, ABy, y AC son tal como se definen en la solicitud internacional WO 98/53842, publicada el 3 de
diciembre de 1998. X1, XZ, X3, y X* en la tabla 17 solamente son tal como se definen en la solicitud europea EP 0
911 393, publicada el 28 de abril de 1999. Los residuos que aparecen en negrita son D-aminoacidos. Todos los
péptidos estan unidos a través de enlaces peptidicos a no ser que se indique lo contrario. Las abreviaturas se
enumeran al final de esta memoria descriptiva. En la columna de “SEQ ID NO.”, “NR” significa que no se requiere
una lista de secuencia para la secuencia dada.
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Tabla 4 — Secuencias de péptidos antagonistas de IL-1

Secuencia‘estructura SEQ
e e ID NO:
InZaZgQLY 22y 3
XXQZ:YZXX 7
Z-XQZ-YZeXX 5
ZaZgQZsY ZsZoZ g 6
LnZaZeQZsY ZsloZin 7
L2y E\ L sl is L Ly Zn g QLY Loyl 3
ZeNZo ZysZastasearlnstaslanan 9
TANVSSFEWTPY YWQPYALPL 10
SWTDYGYWOPYALPISGL i1
ETPFIWEESNAY YWQPYALPL 12
ENTYSPNWADSMYWQPYALPL ' 3
SVGEDHNFWTSEYWQPYALPL 14
DGYDRWRQSGERYWQPYALPL s
FEWTPGYWQPY 16
FEWTPGYWOQHY 17
FEWTPGWYQIY 18
AcFEWTPGWYQJY 19
FEWTPGWpYQJY 20
FAWTPGYWQIY 21
FEWAPGYWQJY 22
FEWVPGYWQIY 2
FEWTPGYWQJY N
ACFEWTPGYWQIY 25
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FEWTPaWYQIY 26
FEWTPSarWYQJY 27
FEWTPGYYQPY 28
FEWTPGWWQPY 20
FEWTPNYWQPY 30
FEWTPvYWQIY 31
FEWTPecGYWQIY 32
FEWTPAIbYWQIY 7
FEWTSarGYWQIY 34
FEWTPGYWQPY 35
FEWTPGYWQHY 36
FEWTPGWYQIY 37
AcFEWTPGWYQIY 38
FEWTPGW-pY-QIY 39
FAWTPGYWQJY 0. -}
FEWAPGYWQIY il
FEWVPGYWQIY 42
FEWTPGYWQIY e}
AcFEWTPGYWQIY 44
FEWTPAWYQIY 45
FEWTPSarWwYQJY 46
FEWTPGYYQPY 7
FEWTPGWWQPY 43
FEWTPNYWQPY )
FEWTPYYWOQIY %0
FEWTPecGYWQIY 51
FEWTPAIbYWQIY 52
FEWTSarGYWQIY 33
FEWTPGYWQPYALPL 54
INgpEWTPGYYQIY 55
YEWTPGYYQIY 56
FEWVPGYYQIY 57
FEWTPSYY(QJY 58
FEWTPNYYQIY 50
TKPR 60
RESSK 61
RKQDK 62
NRKQDK 63
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RKQDKR

ENRKQDKRF

63

VTKFYF

66

VTKFY

67

VTDFY

68

SHLYWQPYSVQ

69

TLVYWQPYSLQT

70

RGDYWQPYSVQS

!

VHVYWQPYSVQT

12

RLVYWQPYSVOT

73

SRVWEQPYSLQS

74

NMVYWQPYSIQT

13

SVVFWQPYSVQT

76

TEVYWQPYALPL

17

TLVYWQPYSIQR

78 -

RLVYWQPYSVQR

79

SPVFWOQPYSIQI

80

WIEWWQPYSVQS

81

SLIYWQPYSLOM

82

TRLYWQPYSVOR

83

RCDYWQPYSVQT

MRVFWQPYSVON

85

KIVYWQPYSVQT

86

RHLYWQPYSVOR

87

ALVWWQPYSEQI

88

SRVWFQPYSLQS

89

WEQPYALPLE

90

QLVWWQPYSVQR

9

DLRYWQPYSVQV

92

ELVWWQPYSLQL

93

DLVWWQPYSVQW

94

NGNYWQPYSFQV

o5

ELVYWQPYSIQR

D6

ELMYWQPYSVQE

97

NLLYWQPYSMQD

08

GYEWYQPYSVQR

9%

SRVWYQPYSVQR

100

LSEQYQPYSVQR

101
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GGGWWQPYSVOR

102

VGRWYQPYSVQR

103

VHVYWQPYSVQR

104

QARWYQPYSVOR

105

VHVYWQPYSVQT

106

RSVYWQPYSVQR

107

TRVWEQPYSVQR

108

GRIWFQPYSVQR

GRVWFQPYSVQR

110

ARTWYQPYSVQR

111

ARVWWQPYSVQM

112

RLMFYQPYSVQR

113

ESMWYQPYSVOR

114

HFGWWQPYS5VHM

115

ARFWWQPYSVQR -

i16

RLVYWQ PYAPIY

117

RLVYWQ PYSYQT

118

| RLVYWQ PYSLPI

119

RLVYWQ PYSVQA

120

SRVWYQ PYAKGL

121

SRVWYQ PYAQGL

122

SRVWYO PYAMPL

123

SRVWYQ PYSVQA

124

SRVWY( PYSLGL

125

SRVWYQ PYAREL

126

SRVWYQ PYSRQP

127

SRVWYQ PYFVQF

128

EYEWYQ PYALPL

129

IPEYWQ PYALPL

130

SRIWW(Q PYALPL

131

DPLFWQ PYALPL

132

SROWV(Q PYALPL

133

IRSWWQ PYALPL

i34

RGYWQ PYALPL

135

RLLWV(Q PYALPL

136

EYRWEFQ PYALPL

137

DAYWVQ PYALPL

138

WSGYFQ PYALPL

139
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NIEFWQ PYALPL 140
TRDWVQ PYALPL 141
DSSWY(Q PYALPL 142
IGNWYQ PYALPL 143
NLRWDQ PYALPL 144
LPEFWQ PYALPL 145
DSYWWQ PYALPL 146
RSQYYQ PYALPL 147
ARFWLQ PYALPL 148
NSYFW(Q PYALPL 149
RFMYWQPYSVOQR 150
AHLFWQPYSVQR 151
WWQPYALPL 152
YYQPYALPL 153
YFQPYALGL 154
YWYQPYALPL 155
RWWQPYATPL 156
GWYQPYALGF 157
YWYQPYALGL 158
TWYQPYAMPL 159
SNMQPYQRLS 160
TFVYWQPY AVGLPAAETACN 161
TEVYWQPY SVQMTITGKVTM 162
TEVYWQPY SSHXXVPXGFPL 163
TFVYWQPY YGNPQWAIHVRH 164
TEVYWQPY VLLELPEGAVRA 165
TFVYWQPY VDY VWPIPIAQV 166
GWYQPYVDGWR 167
RWEQPYVKDGWS 168
EWYQPYALGWAR 169
GWWQPYARGL 170
LFEQPYAKALGL 171
GWEQPYARGLAG 172
AWVQPYATPLDE 173
MW YQPYSSQPAE 174
GWTQPYSQQGEV 175
DWFQPYSIQSDE 176
PWIQPYARGFG 177
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RPLYWQPYSVQV 178
TLIYWQPYSVQI 179
RFDYWQPYSDQT 180
WHQFVQPYALPL 181
EWDS VYWQPYSVQ TLLR 182
WEQN VYWQPYSVQ SFAD 183
SDV VYWQPYSVQ SLEM 184
YYDG VYWQPYSVQ VMPA 185
SDIWYQ PYALPL 186
QRIWWQ PYALPL 187
SRIWWQ PYALPL 188
RSLYWQ PYALPL 89
TIWEQ PYALPL 190
WETWYQ PYALPL 191
SYDWEQ PYALPL 192
SRIWCQ PYALPL 193
EIMFWQ PYALPL 194
DYVWQQ PYALPL 195
MDLLVQ WYQPYALPL 196
GSKVIL WYQPYALPL 197
RQGANI WYQPYALPL 198
GGGDEP WYQPYALPL 199
SQLERT WYQPYALPL 200
ETWVRE WYQPYALPL 201 7
KKGSTQ WYQPYALPL 202
LQARMN WYQPYALPL 203
EPRSQK WYQPYALPL 204
VKQKWR WYQPYALPL 205
LRRHDV WYQPYALPL 206
RSTASI WYQPYALPL 207
ESKEDQ WYQPYALPL 208
EGLTMK WYQPYALPL 209
EGSREG WYQPYALPL 210
VIEWWQ PYALPL 211
VWYWEQ PYALPL 212
ASEWWQ PYALPL 213
FYEWWQ PYALPL 214
EGWWVQ PYALPL 215
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WGEWLQ PYALPL 216 -
DYVWEQ PYALPL 217
AHTWWQ PYALPL 218
FIEWFQ PYALPL 219
WLAWEQ PYALPL 220
VMEWWQ PYALPL 221
ERMWQ PYALPL 222
NXXWXX PYALPL 223
WGNWYQ PYALPL 224
TLYWEQ PYALPL 225
VWRWEQ PYALPL 226
LLWTQ PYALPL 227
SRIWXX PYALPL 228
SDIWYQ PYALPL 229
WGYYXX PYALPL 230
TSGWYQ PYALPL 231
VHPYXX PYALPL 232
FHSYFQ PYALPL 233
XXIWYQ PYALPL 234
AQLHSQ PYALPL 235
WANWEQ PYALPL 236
SRLYSQ PYALPL 237
GVTFSQ PYALPL 238
SIVWSQ PYALPL 239
SRDLVQ PYALPL 240
HWGH VYWQPYSVQ DDLG 241
SWHS VYWQPYSVQ SVPE 242
WRDS VYWQPYSVQ PESA 243
TWDA VYWQPYSVQ KWLD 244
TPPW VYWQPYSVQ SLDP 245
YWSS VYWQPYSVQ SVHS 246
YWY QPY ALGL 247
YWY QPY ALPL 248
EWI QPY ATGL 249
NWE QPY AKPL 250
AFY QPY ALPL 251
FLY QPY ALPL 252
VCK QPY LEWC 253
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ETPFTWEESNAYYWQPYALPL 254
QGWLTWQDSVDMYWQPYALPL 255
FSEAGYTWPENTYWQPYALPL 256
TESPGGLDWAKIYWQPYALPL , 257
DGYDRWRQSGERYWQPYALPL 258
TANVSSFEWTPGYWQPYALPL 259
SVGEDHNFWTSE YWQPYALPL 260
MNDQTSEVSTFP YWQPYALPL 261
SWSEAFEQPRNL YWQPYALPL 262
QYAEPSALNDWG YWQPYALPL 263
NGDWATADWSNY YWQPYALPL 264
THDEHI YWQPYALPL 265
MLEKTYTTWTPG YWQPYALPL 266
WSDPLTRDADL YWQPYALPL 267
SDAFTTQDSQAM YWQPYALPL- 268
GDDAAWRTDSLT YWQPYALPL 269
AIIRQLYRWSEM YWQPYALPL 270
ENTYSPNWADSM YWQPYALPL 271
MNDQTSEVSTFP YWQPYALPL 272
SVGEDHNFWTSE YWQPYALPL 273
QTPFTWEESNAY YWQPYALPL 274
ENPFTWQESNAY YWQPYALPL | 275
VTPFTWEDSNVE YWQPYALPL 276
QIPFTWEQSNAY YWQPYALPL 277
QAPLTWQESAAY YWQPYALPL 278
EPTFTWEESKAT YWQPYALPL 279
TTTLTWEESNAY YWQPYALPL 280
ESPLTWEESSAL YWQPYALPL 281
ETPLTWEESNAY YWQPYALPL 282
EATFTWAESNAY YWQPYALPL 283
EALFTWKESTAY YWQPYALPL 284
STP-TWEESNAY YWQPYALPL 285
ETPFTWEESNAY YWQPYALPL 286
KAPFTWEESQAY YWQPYALPL 287
STSFTWEESNAY YWQPYALPL 288
DSTFTWEESNAY YWQPYALPL 289
YIPFTWEESNAY YWQPYALPL 290
QTAFTWEESNAY YWQPYALPL 291
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ETLFTWEESNAT YWQPYALFPL

292

VSSFTWEESNAY YWQPYALPL 203
QPYALPL 294
Py-1-NapPYQIYALPL 295
TANVSSFEWTPG YWQPYALPL 296
FEWTPGYWQPYALPL 297
FEWTPGYWQJYALPL 208
FEWTPGYYQIYALPL 209
ETPFIWEESNAY YWQPYALPL 300
FTWEESNAYYWQIYALPL 301
ADVL YWQPYA PVTLWV 302
GDVAE YWQPYA LPLTSL 303
SWTDYG YWQPYA LPISGL 304
FEWTPGYWQPYALPL 305
FEWTPGYWQIYALPL 306 -
FEWTPGWYQPYALPL 307
FEWTPGWYQIYALPL 308
FEWTPGYYQPYALPL 309
FEWTPGYYQIYALPL 310
TANVSSFEWTPGYWQPYALPL 311
SWTIDYGYWQPYALPISGL 312
ETPFTWEESNAYYWQPYALPL 313
ENTYSPNWADSMYWQPYALPL 314
SVGEDHNFWTSEYWQPYALPL 315
DGYDRWRQSGERYWQPYALPL 316
FEWTPGYWQPYALPL 317
FEWTPGYWQPY 318
FEWTPGYWQJY 319
EWTPGYWQPY 320
FEWTPGWYQIY 321
AEWTPGYWQIY 322
FAWTPGYWQIY 323
FEATPGYWQIY 324
FEWAPGYWQIY 325
FEWTAGYWQJY 326
FEWTPAYWQJY 327
FEWTPGAWQJY 328
FEWTPGYAQJY 329
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FEWTPGYWQJA 330
FEWTGGYWQJY 331
FEWTPGYWQJY 332
FEWTIGYWQIY 133
FEWTPecGYWQIY 334
FEWTPAIbYWQIY 335
FEWTPSarWYQIY 336
FEWTSarGYWQJY 337
FEWTPNYWQJY 338
FEWTPVYWQJY 339
FEWTVPYWQJY 340
AcFEWTPGWYQJY 341
AcFEWTPGYWQIY 342
INap-EWTPGYYQIY 343
YEWTPGYYQJY T 344 - -
FEWVPGYYQJY 345
FEWTPGYYQIY 346
FEWTPsYYQIY 347
FEWTPnYYQJY 348
SHLY-Nap-QPYSVQM 340
TLVY-Nap-QPYSLQT 350
RGDY-Nap-QPYSV(S 351
NMVY-Nap-QPYSIQT 352
VYWQPYSVQ 353
VY-Nap-QPYSVQ 3154
TFVYWQIYALPL 355
FEWTPGYYQ) -Bpa 356
XaaFEWTPGY YQI-Bpa 357
FEWTPGY-Bpa-QJY 358
ACFEWTPGY-Bpa-QJY 359
FEWTPG-Bpa-YQJY 360
AcFEWTPG-Bpa-YQJY 361
AcFE-Bpa-TPGYYQIY 362
AcFE-Bpa-TPGYYQIY 363
Bpa-EWTPGYYQIY 364
AcBpa-EWTPGYYQIY 365
VYWQPYSVQ 366
RLVYWQPYSVQR 367
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RLVY-Nap-QPYSVQR 368
RLDYWQPYSVQR 369
RLVWFQPYSVQR 370
RLVYWQPYSIQR 371
DNSSWYDSFLL 372
DNTAWYESFLA 373
DNTAWYENFLL 374
PARE DNTAWYDSFLI WC 375
TSEY DNTTWYEKFLA SQ 376
SQIP DNTAWYQSFLL HG 77
SPFIDNTAWYENFLL TY 378
EQIY DNTAWYDHFLL 5Y 379
TPFI DNTAWYENFLL TY 380
TYTY DNTAWYERFLM SY 381
TMTQ DNTAWYENFLL SY 382
TIDNTAWYANLVQ TYPQ 383
TIDNTAWYERFLA QYPD 384
HI DNTAWYENFLL TYTP 385
SQ DNTAWYENFLL SYKA 386
QI DNTAWYERFLL QYNA 387
NQ DNTAWYESFLL QYNT 388
TI DNTAWYENFLL NHNL 389
HY DNTAWYERFLQ QGWH 390
ETPFTWEESNAY YWQPYALPL 397
YIPFI'WEESNAY WQPYALPL 392
DGYDRWRQSGERYWQPYALPL 393
pY-INap-pY-QIYALPL 304
| TANVSS FEWTPGYWQPYALPL 395
FEWTPGYWQIYALPL 396
FEWTPGYWQPYALPLSD 397
FEWTPGY YQIYALPL 398
FEWTPGYWQIY 399
AcFEWTPGYWQIY 400
AcFEWTPGWYQIY 401
AcFEWTPGYYQTY 402
AcFEWTPaYWQIY 403
AcFEWTPaWYQIY 404
AcFEWTPaYYQJY 405
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FEWTPGYYQJYALPL _ 406
FEWTPGYWQJIYALPL 407
FEWTPGWYQIYALPL 408
TANVSSFEWTPGYWQPYALPL 409
AcFEWTPGYWQIY 410
AcFEWTPGWYQJIY 411
AcFEWTPGYYQIY 412
AcFEWTPAYWQIY 413
AcFEWTPAWYQJY 414
AcFEWTPAYYQIY 415
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Tabla 5 - Secuencias de péptidos miméticos de EPO

Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:

YXCXXNGPXTWECKP 416
YXCXXGPXTWXCKP-YXCXXGPXTWXCXP 417
YXCXXGPXTWXCKP-A-YXCXXGPXTWIECXP 418

YXCXXGPXTWXCXP-A- ) 419

ﬁ amina)
x"’K
BA

YXCXXGPXTWXCXP-A (0i-amina)
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG 220
GGDYHCRMGPLTWVYCKPLGG 421
GOGVYACRMGPITWVCSPLGG 422
VGNYMCHFGPITWVCRPGGG 423
GGLYLCRFGPVTWDCGYKGG 424
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG- 425
GGTYSCHFGPLTWVCEPQGG
GGTYSCHFGPLTWVCEPQGG -A- 426
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG
GGTYSCHFGPLTWVCEPQGGSSK 427
GOTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK- 428
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK
GGTYSCHEGPLTWVCKPQGGSSK-A- 429
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK
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GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSS ) 430
&&:—amma}
fK
d BA :

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSS  (0i-amina)

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK(OA -biotina) 431
CX XsGPX,TWX,C 432
GGTYSCHGPLTWVCKPQGG 433
VGNYMAHMGPITWVCRPGG 434
GGPHHVYACRMGPLTWIC 435
GGTYSCHFGPLTWVCKPQ 436
GGLYACHMGPMTWVCQPLRG 437
TIAQYICYMGPETWECRPSPKA 138
YSCHFGPLTWVCK 439
YCHFGPLTWVC 440
XX X GPXTWX;Xs 441
Y XX X, XsGPX TWX,Xs 442
XY XX XX GPX TWX, XXX 10X 11 443
X, YX,CX XGPX TWX,CXoX 10X 444
GGLYLCRFGPVTWDCGYKGG 445
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG 446
GGDYHCRMGPLTWVCKPLGG 447
VGNYMCHFGPITWVCRPGGG 448
GGVYACRMGPITWVCSPLGG 449
VGNYMAHMGPITWVCRPGG 450
GGTYSCHFGPLTWVCKPQ 451
GGLYACHMGPMTWVYCQPLRG 452
TIAQYICYMGPETWECRPSPKA 453
Y SCHFGPLTWVYCK 454
YCHFGPLTWVC 455
SCHEGPLTWVCK 456
(AX2)aXs X XsGPXTWX X5 457
X,CX X,GWVGX,CX XWX 458

47




ES 2599318 T3

Tabla 6 — Secuencias de péptidos miméticos de TPO

Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:
IEGPTLRQWLAARA 459
IEGPTLRQWLAAKA 460
IEGPTLREWLAARA 461
IEGPTLRQWLAARA-A-IEGPTLRQWLAARA 462
IEGPTLRQWLAAKA-A-IEGPTLRQWLAAKA 463
IEGPTLRQCLAARA-A-IEGPTLRQCLAARA 464
| |
IEGPTLRQWLAARA-A-K(BrAc)-A-IEGPTLRQWLAARA 465
[EGPTLRQWLAARA-A-K(PEG)-A-IEGPTLRQWLAARA 466
IEGPTLRQCLAARA-A-IEGPTLROWLAARA 467
|
IEGPTLROQCLAARA-A-IEGPTLROWLAARA
IEGPTLRQWLAARA-A-TEGPTLRQCLAARA 468
I

IEGPTLEQWLAARA-A-IEGPTLRQCLAARA

VRDQIXXXL 469
TLREWL 470
GRVRDOQVAGW 471
GRVKDQIAQL 472
GVRDQVSWAL 473
ESVREQVMKY 474
SVRESQISASL 475
GVRETVYRHM 476
GVREVIVMHML 477
GRVRDQIWAAL 478
AGVRDQILIWL 479
GRVRDQIMLSL 480
GRVRDQI(X),L 481
CTLRQWLQGC 482
CTLQEFLEGC 483
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CTRTEWLHGC 484
CTLREWLHGGEFC 485
CTLREWVFAGLC 486
CTLRQWLILLGMC 487
CTLAEFLASGVEQC 488
CSLQEFLSHGGYVC 489
CTLREFLDPTTAVC 490
CTLKEWLVSHEVWC 491
CTLREWL(X),,C 492
REGPTLRQWM 493
EGPTLRQWLA 494
ERGPFWAKAC 495
REGPRCVMWM 496
CGTEGPTLSTWLDC 497
CEQDGPTLLEWLEKC 498
CELVGPSLMSWLTC 499
CLTGPFVTQWLYEC 500
CRAGPTLLEWLTLC 501
CADGPTLREWISEFC 502
C(X)EGPTLREWL(X),..C 503
GGCTLREWLHGGECGG 504
GGCADGPTLREWISFCGG 505
GNADGPTLROWLEGRRPKN 506
LAIEGPTLROQWLHGNGRDT 507
HGRVGPTLREWKTQVATKK 508
TIKGPTLRQWLKSREHTS 509
[SDGPTLKEWLSVTRGAS 510
SIEGPTLREWLTSRTPHS 511
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Tabla 7 — Secuencias de péptidos miméticos de G-CSF

Secuencia’estructura SEQ
ID NO:
EEDCK , 512
EEDCK _ 513
I
EEDCK
EEDsK 514
EEDoK 515
|

EEDsK
pGIuEDoK | 516
pGIuEDoK 517

|
pGIuEDsK
PicSDoK 518
PicSDoK 519

|

PicSDoK
EEDCK-A-EEDCK 520
EEDXK-A-OEEDXK 521
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Tabla 8 — Secuencias de péptidos antagonistas de TNF

Secuencia’estructura SEQ
ID NO:
YCFTASENHCY 522
YCFTNSENHCY 5323
YCFTRSENHCY 324
FCASENHCY o 525
YCASENHCY 526
FCNSENHCY 527
FCNSENRCY _'523
FCNSVENRCY 529
YCSQSVSNDCF 530
FCVSNDRCY 331
YCRRELGOQVCY 532
YCKEPGQCY 333
YCRKEMGCY 534
FCREKEMGCY 535
YCWSQNLCY 336
YCELSQYLCY 537
YCWSQNYCY 338
YCWSQYLCY 539
DFLPHYKNTSLGHRP 540
AA|-AB, NR
4
AC
f
AA-AB,
Tabla 9 — Secuencias de péptidos de union a integrina
Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:
RXGETX, WX, 541
RXGETX, WX, 542
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RGDGX 543
CRGDGXC 544
CX XzRLDX;X,C 545
CARRLDAPC 546
CPSRLDSPC 547
X, XX,RGD X, X5X¢ 548
CX,;CRGDCX,C 549
CDCRGDCEC 550
CDCRGDCLC 551
CLCRGDCIC 552
X, X;DDX 4 XsX1Xs 553
X, X, X, DD X X X X7 Xs 554
CWDDGWLC 555
CWDDLWWLC 556
CWDDGLMC 557
CWDDGWMC 558
CSWDDGWLC 559
CPDDLWWLC 560
NGR NR
GSL NR
RGD NR
CGRECPRLCQSSC 561
CNGRCVSGCAGRC 562
CLSGSLSC 563
RGD NR
NGR NR
GSL NR
NGEAHA 564
CNGRC 565
CDCRGDCEC 566
CGSLVRC 567
DLXXL 568
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RTDLDSLRTYTL 569
RTDLDSLRTY 570
RTDLDSLRT 5N
RTDLDSLR 372
GDLDLLKLRLTL 573
GDLHSLRQLLSR 574
RDDLHMLRLQLW 575
SSDLHALKKRYG 576
RGDLKQLSELTW 577
RGDLAALSAPPV 578
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Tabla 10 — Secuencias de péptidos antagonistas de selectina

Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:

DITWDQLWDLMK 579
DITWDELWKIMN 580
DYTWFELWDMMOQ 581
QITWAQLWNMMK 582
DMTWHDLWTLMS 583
DYSWHDLWEMMS 584
EITWDQLWEVMN 585
HVSWEQLWDIMN 586
HITWDQLWRIMT 587
RMMSWLELW EHIﬁK 588
AEWTWDQLWHVMNPAESQ 589
HRAEWLALWEQMSP 390
KKEDWLALWRIMSV 591
ITWDQLWDLMK 592
DITWDQLWDLMK 593
DITWDQLWDLMK 594
DITWDQLWDLME 595
CONREYTDLVAIQNKNE 596
AENWADNEPNINERNNED 597
REKNNKTWTWVGTKKALTNE 598
KKALTNEAENWAD 599
CQXRYTDLVAIQNKXE 600
REXNXXWTWVGTXKXLTEE 601
AENWADGEPNNEXNXED 602
CXXXYTXLVAIQNKXE 603 |
RECOXXWXWVGTXKXLTXE 504
AXNWXXXEPNNXXXED 605
XEKXKTXEAXNWXX 606
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Tabla 11 — Secuencias de péptidos antipatégenos
Secuehcia‘estructura SEQ
1D NO:
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGGQQ 607
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGGQE 608
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAV 609
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAV 610
KGFFALIPKIISSPLFKTLLSAV 611
KKGFFALIPKIISSPLFKTLLSAV 612
KKGFFALIPKIISSPLEFKTLLSAV 613
GFFALIPKIIS bl4
GIGAVLEKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 615
GIGAVLEVLTTGLPALISWIKRKRQQ 616
GIGAVLEVLTTGLPALISWIKRKRQQ 617
GIGAYLKVYLTTGLPALISWIKR 618
AVLEVLTTGLPALISWIKR 619
KLLLLLKLLLLK 620
KLLLKLLLKLLK 621
KLLLKLKLKLLK 622
KKLLEKELKLKLKK 623
KLLLKLLLELLK 624
KLLLKLKLKLLK _ 625
KLLLLK 626
KLLLKLLK 627
KLLLKLKLKLLK 628
KLLLKLKLKLLK . 629
KLLLKLKLKLLK 630
KAAARKAAAKAAR 631
KVVVEVVVEVVE 632
KVVVEVEVEVVE 633
KVVVKVKVEKVK 634
KVVVEVEVEVVK 635
KLILKL 636
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KVLHLL 637

LKLRLL 638

KPLHLL 639

KLILKLVR 640

KVFHLLHL 641

HEKFRILKL 642

KPFHILHL 643
KIIKIKIKITK 644
KIIKIKIKIIK 645
KITKIKIKIIK 646
KIPIKIKIKIPK 647
KIFIKIKIKIVK 648
RIIIRIRIRIIR 649
RINRIRIRIIR 650
RIIRIRIRIR 651
RIVIRIRIRLIR 652
RIHVRIRLRIIR 653
RIGIRLRVRIIR 654
KIVIRIEIRLIR 635
RIAVEWRLRFIK 656

KIGWELRVRIIR -~ -+ e - 657 -

KKIGWLIIRVRR 638
RIVIRIRIRLIRIR 659
RIIVRIRLRIIRVRE 660
RIGIRLRVRIIRRV 661
KIVIRIRARLIRIRIR 662
RIVEIRLRITKKIRL 663
KIGIKARVRIIRVEKII 664
RIIVHIRLRITHHIRL 665
HIGIKAHVRIIRVHII B66
RIYVKIHLRYIKKIRL 667
KIGHKARVHIIRYKII 668
RIYVKPHPRYIKKIRL 669

56




ES 2599318 T3

KPGHEARPHIIRY Kl &7l
KIVIRIRIRLIRIRIRKIV a7l
RITVKIRLRIIKKIRLIKK 672
KIGWKLRVRIIRVKIGRLR 673
KIVIRIRIRLIRIRIRKIVKVKRIR 674
REFAVEIRLRIEEKIRLIKKIR KRVIK 675
KAGWEKLRVRIIRVEIGRLEKICWEKEKRVRIK 676
RIYVEPHPRYIKKIRL ) 677
KPGHEARPHIIRY K11 G678
KIVIRIRIRLIRIRIRKIV 679
RIVKIRLRIKKIRLIKK 680
RIYVSKISTYTKKIRL, 681
KIVIFTRIRLTSIRIRSTV 682
KPIHKARPTIIRY KMI 683
' CKGFFALIPKIISSPLFKTLLSAVC ciclica 684
CKKGFFALIPKIISSPLFRTLLSAVC 685
CKKKGFFALIPKIISSPLEKTLLSAVC 686
CRIVIRIRIRLIRIRC ciclica 687
| CKPGHKARPHIIRYKIIC ciclica 688
| CREAVKIRLRIIKKIRLIKKIRKRVIKC ciclica 689
KLLLKLLL KLLKC 690
KLLUKLLLKLLK - 691
KLLLKLKLKLLKC 692
CLLLKLLLKLLK 693
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Tabla 12 — Secuencias de péptidos miméticos de VIP

Secuencia‘estructura SEQ
ID NG:
HSDAVFYDNYTR LRKOMAVEKYLN SILN 694
Nle HSDAVFYDNYTR LREQMAVEKYLN SILN 695
X XXX 696
M SXGLN 697
MNHCH CO KKYX5 NH CH CO X6 698
| 1
(CH2)m_Z _____ (CH2)n
KKYL 699
NSILN 700
KKYL 701
KKYA 702
AVEKKYL 703
MSILN 704
KEYV 705
SILaulN 706
KKYLNle 707
NSYLN 708
MNSIYN 709
KKYLPPNSILN 710
LauKKYL 711
CapKKYL 712
KYL 713
KKYNIle 714
VKKYL 715
LNSILN 716
YLNSILN 717
KKYLN 718
KEKYLNS 719
KKYLNSI 720
KKYLNSIL 721
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EKYL 722
KKYDA 723
AVEEYL 724
NSILN 725
KKYV 726
SILauN. T27 -
NSYLN 728
NSIYN 129
KKYLNIe 730
KKYLPPNSILN 731
KKYL 732
KKYDA 733
AVEEYL T34
NSILN 735
KEKYV 736
SILaulN 737
LauKEYL 738
CapKKYL 739
KYL 740
KYL 741
KKYNle 742
VKKYL 743
LNSILN 744
YLNSILN 745
KKYLNIe 746
KKYLN 747
KKYLNS 748
KEKYLNSI 749
KEYLNSIL 750
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KKKYLD 751
CKKYLC ciclica 752
CKKYLK 753
I

S-CH,-CO

KKYA 754
WWTDTGLW 755
WWTDDGLW 756
WWDTRGLWVWTI 757
FWGNDGIWLESG 758
DWDOFGLWRGAA 759
RWDDNGLWVVVL 760
SCMWSHYGIWMG 761
GGRWDQAGLWVA 762
KLWSEQGIWMGE = 763
CWSMHGLWLC T64
GCWDNTGIWVPC 765
DWDTRGLWVY 766
SLWDENGAWI 767
KWDDRGLWMH 168
QAWNERGLWT 769
QWDTRGLWVA 170
WNVHGIWQE 771
SWDTRGLWVE 172
DWDTRGLWVA 173
SWGRDGLWIE 774
EWTDNGLWAL 775
SWDEKGLWSA 776
SWDSSGLWMD 777
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Tabla 13 — Secuencias de péptidos antagonistas de Mdm/hdm

Secuencia/estructura SEQ
ID NO:
TFSDLW 778
QETFSDLWKLLP 779
QPTFSDLWELLP 78D
QETFSDYWELLP 781
QPTFSDYWKLLP 782
MPRFMDYWEGLN 783
VQNFIDYWTQQF 784
TGPAFTHYWATF 785
IDRAPTFRDHWFALY 786
PRPALVFADYWETLY 787
PAFSRFWSDLSAGAH 788
PAFSRFWSELSAGAH T8G9
PXFXDYWXXL 790
QETFSDLWELLP 791
QPTFSDLWELLP 792
QETFSDYWELLP 793
QPTFSDYWELLP 794
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Tabla 14 — Secuencias de péptidos antagonistas de calmodulina

Secuancia‘estructura . . SEQ
ID NO:
SCVKWGKKEFCGS 795
SCWKYWGKECGS 796
SCYEWGKLRWCGS 797
SCLREWGKWSNCGS 798
SCWRWOGKYQICGS T ' 799
SCVSWGALKLCGS 800
SCIRWGONTECGS 801
 SCWQWGNLKICGS T 802 |
SCVRWGQLSICGS 803
LKKFNARRKLKGAILTTMLAK 804
REWKEKNFIAVEAANRFKEK 805
REWQKTGHAVRAIGRLSS s06
INLEALAALAKKIL 807
KIWSILAPLGTTLVEKLVA BO8
LKKLLKLLKKLLKL 309
LEWKELLKLLEKLLKKILL 810
AEWPSLTEIKTLSHESY 811
AEWPSPTRVISTTYFGS 812
AELAHWPPVKTVLRSFT 813
AEGSWLQLLNLMKQMNN 214
AEWPSLTEIK 815
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Tabla 15 — Secuencias de péptidos antagonistas de mastocitos/inhibidores de proteasa de mastocitos

Secusencia‘astructura SEQ
ID NO:
SGSGVLKRPLPILPVTR 816
RWLSSRPLPPLPLPPRT 817
GSGSYDTLALPSLPLHPMSS 818
GSGSYDTRALPSLPLHPMSS 819
GSGSSGVTMYPKLPPHWSMA 820
GSGSSGVRMYPKLPPHWSMA 821
GSGSSSMRMVPTIPGSAKHG 822
RNR NR
QT NR
ROK NR
NRQ NR
o . . PP . SE—
RNRQKT 823
RNRQ 824
RNRQK 825
NRQKT 826
ROQKT ' 827
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Tabla 16 — Secuencias de péptidos antagonistas de SH3

Secuencia/estructura SEQ
ID NO:
RPLPPLP R78
RELPPLP 330
SPLPPLP 830
EE375 J— i
RPLPIPP , ey
RPLPIFP 833
RRLPPTP 834
RQLPPTP 735
RPLPSRP SRrTT:
RFLFTRP 837
SRLPPLP 838
RALFPSPP 830
RRLPRTP 840
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RPVPPIT 841
ILAPPVP 842
RPLPMLP g43
RPLPILP 844
RPLPSLP 845
RPLPSLP 846
RPLPMIP 847
RPLPLIP B4R
RPLPPTP 849
RSLPPLP B50
RPQPPPP 851
RQLPIFFP 852
KAXXRFLFPLPXP 853
XXXRPLEPIPXX 854
XX XRPLPPLPXX . 855 -
RXXRPLPPLPXP 856
RXXRPLPPLPPP 857
PPPYPPFPIPX K 858
PPPYPPPPVPXX 859
LXXRPLPX¥P 860
WXXRPLEXLP 861
PPXOXPPPYP 862
+PPYPXEKPEXWIL 563
RPXYPYR4+SXP B4
PPVPPRPXXTL 865
YPYLPYK g66
+ODXPLPXLP 267
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Tabla 17 — Secuencias de péptidos miméticos de somatostatina o cortistatina

Secuencia‘estructura _ SEQ
ID NO:
X'-X*-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-X"-Ser-X" 868
Asp Arg Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys 860
Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys 870
Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys 871
Asp Arg Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 872
Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 873
Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 874
Asp Arg Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 875
Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys 876
Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys 877
Asp Arg Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 878
Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 879
Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys 880
Asp Arg Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys Lys BE1
Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys Lys BE2
Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys Lys 883
Asp Arg Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys BE4
Met Pro Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys 885
Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys 286
Asp Arg Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe The Ser Cys Lys BE7
Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr.Phe Thr Ser Cys Lys e RA&
Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys Lys BEY
Asp Arg Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys 290
Met Pro Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys 891
Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys go2
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Tabla 18 — Secuencias de péptidos antagonistas de UKR

Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:
AEPMPHSLNFSQYLWYT T 893
AEHTYSSLWDTYSPLAF ' 894
AELDLWMRHYPLSFSNR 895
AESSLWTRYAWPSMPSY 896
AEWHPGLSFGSYLWSKT 897
AEPALLNWSFFFNPGLH 808
AEWSFYNLHLPEPQTIF 899
AEPLDLWSLYSLPPLAM 900
AEPTLWQLYQFPLRLSG 901
AEISFSELMWLRSTPAF 90?2
AELSEADLWTTWFGMGS 903
AESSLWRIFSPSALMMS 904
AESLPTLTSILWGKESV 905
AETLFMDLWHDKHILLT 906
AEILNFPLWHEPLWSTE 907
AESQTGTLNTLFWNTLR 008
AEPVYQYELDSYLRSYY 909
AELDLSTFYDIQYLLRT 910
AEFFKLGPNGYVYLHSA 911
FKLXXXGYVYL 912
AESTYHHLSLGYMYTLN 913
YHXLXXGYMYT 914
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Tabla 19 — Secuencias de péptidos inhibidores de macréfagos y/o células T

Secuencia’estructura SEQ
ID NO:
Xaa-Yaa-Arg NR
{ Arg-Yaa-Xaa | . NR ..
Xaa-Arg-Yaa _ MR
Yaa-Arg-Xaa NR
Ala-Arg NR
Arg-Arg NR
Asn-Arg MR
Asp-Arg NR
Cys-Arg ' NR
Gln-Arg NR
Glu-Arg NR
Gly-Arg T NR
His-arg NR
Ile-Arg NR
Leu-Arg MNR
Lys-Arg NR
Met-Arg NR
Phe-Arg NR
Ser-Arg NR
Thr-Arg _ MR
Trp-Arg NR
Tyr-Arg NR
Val-Arg NR
Ala-Glu-Arg NR
Arg-Glu-Arg NR
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Asn-Glu-Arg NR
Asp-Glu-Arg NR
Cys-Glu-Arg NR
Gln-Glu-Arg NR
Glu-Glu-Arg NR
Gly-Glu-Arg NR
His-Glu-Arg NR
lNe-Glu-Arg NR
Leu-Glu-Arg NR
Lys-Glu-Arg NR
Met-Glu-Arg NR
Phe-Glu-Arg NR
Pro-Glu-Arg NR
Ser-Glu-Arg NR
Thr-Glu-Arg L : NR
Trp-Glu-Arg NR
Tyr-Glu-Arg NR
Val-Glu-Arg NR
Arg-Ala NR
Arg-Asp NR
Arg-Cys NR
" Arg-Gln NR
Arg-Glu NR
Arg-Gly B ' NR
Arg-His NR
Arg-Tle NR
Arg-Leu NR
Arg-Lys T NE
Arg-Met NR
" Arg-Phe NR

69



ES 2599318 T3

Arg-Pro NR
Arg-Ser NR
Arg-Thr NR
Arg-Trp NR
Arg-Tyr NR
Arg-Val NR
Arg-Glu-Ala NR
Arg-Glu-Asn NR
Arg-Glu-Asp NR
Arg-Glu-Cys NR
Arg-Glu-Gln NR
Arg-Glu-Glu NR
Arg-Glu-Gly NR
Arg-Glu-His NR
Arg-Glu-lle NR
Arg-Glu-Leu NR
Arg-Glu-Lys NR
Arg-Glu-Met NR
Arg-Glu-Phe NR
Arg-Glu-Pro - NR
Arg-Glu-Ser NR
Arg-Glu-Thr NR
| Arg-Glu-Trp NR
Arg-Glu-Tyr NR
Arg-Glu-Val NR
Ala-Arp-Glu MR
Arg-Arg-Glu NR
Asn-Arg-Glu NR
Asp-Arg-Glo NR
Cys-Arg-Glu NR
Gln-Arg-Glu NR
Glu-Arg-Glu NK
Gly-Arg-Glu T NR
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His-Arg-Glu NR
Ile-Arg-Glu NR
Leu-Arg-Glu NR
Lys-Arg-Glu NE
Met-Arg-Glu MR
Phe-Arg-Glu NR
Pro-Arg-Glu NR
Ser-Arg-Glu NR
Thr-Arg-Glu NR
Trp-Arg-Glu NR
Tyr-Arg-Glu NR
Val-Arg-Glu NR
Glu-Arg-Ala, NR
Glu-Arg-Arg NR
Glu-Arg-Asn NR
Glu-Arg-Asp NR
Glu-Arg-Cys NR
Glu-Arg-Gln NR
Glu-Arg-Gly NR
Glu-Arg-His NR
Glu-Arg-1le NR
Glu-Arg-Leu NR
Glu-Arg-Lys NR
Glu-Arg-Met NR
Glu-Arg-Phe NE
Glu-Arg-Pro NR
Glu-Arg-Ser NR
Glu-Arg-Thr NR
Glu-Arg-Trp NR
Glu-Arg-Tyr NR
Glu-Arg-Val NR
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Tabla 20 — Péptidos farmacolégicamente activos a modo de ejemplo adicionales

Secuencia‘estructura SEQ Actividad

1D

]\_ICI:
VEPNCDIHVMWEWECFERL 915 | antagonista de VEGF
GERWCFDGPLTWVCGEES 916 | antagonista de VEGF
RGWVEICVADDNGMCVTEAQ 917 | antagonista de VEGF
GWDECDVARMWEWECFAGWV 918 antagonista de VEGF
GERWCFDGPRAWVCGWEI 919 | antagonista de VEGF
EELWCFDGPRAWVCGYVE 920 | antagonista de VEGF
RGWVEICAADDYGRCLTEAQ 921 | antagonista de VEGF
RGWVEICESDVWGRCL 922 | antagonista de VEGF
RGWVEICESDVWGRCL 923 antagonista de VEGF
GGNECDIARMWEWECFERL 924 | antagonista de VEGF
RGWVEICAADDYGRCL 925 | antagonista de VEGF
CTTHWGFTLC 026 inhikidor de MMP
CLRSGXGC 927 inhibidor de MMP
CXXHWGFXXC 928 inhibidor de MMP
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CXPXC 929 inhibidor de MMP
CRRHWGFEFC 930 inhibidor de MMP
STTHWGFTLS 931 | inhibidor de MMP
CSLHWGFWWC 932 compuesto mimético
GFVCSGIFAVGVGRC 933 ﬂ"mﬂﬂgﬁcglﬁ%mmim
APGVRLGCAVLGRYC 034 SomplIGSto MIMETcs
de CTLA4
LLGRMK 035 Antiviral (VHB)
ICVVQDWGHHRCTAGHMANLTSHASAI 936 | antagonista de C3b
ICVVQDWGHHRCT 937 | antagonista de C3b
CVVQDWGHHAC 038 | antagonista de C3b
STGGFDDVYDWARGVSSALTTTLVATR 939 unién a vinculina
STGGFDDVYDWARRVSSALTTTLVATR 940 unién a vineulina
SRGVNFSEWLYDMSAAMKEASNVEPSRRSR 941 unién a vinculina
 SSQNWDMEAGVEDLTAAMLGLLSTIHSSSR 942 | unién a vinculina
SSPSLYTQFLVNYESAATRIQDLLIASRPSR 943 unién a vinculina
SSTGWVDLLGALQRAADATRTSIPPSLQNSR 944 unién a vinculina
DVYTKKELIECARRVSEK 945 unién a vinculina
EKGSYYPGSGIAQFHIDYNNVS 046 unién a C4BP
SGIAQFHIDYNNVSSAEGWHVN 947 unién a C4BP
LVTVEKGSYYPGSGIAQFHIDYNNVSSAEGWHVN 048 unién a C4BP
SGIAQFHIDYNNVS 949 unién a C4BP
LLGRMK _ 950 anti-vHB
ALLGRMKG 951 anti-vHB
LDPAFR - 952 anti-YHB
CXXRGDC 933 Inhibicién de la

agregacion plaguetaria
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RPLFPPLP 954 antagonista de Src
PPVFPR 955 | antagonista de Sre
XEXDXWXXLXX 956 L.
Anti-cancer
{especialmente para
sarcomas)
KACRRLFGPVDSEQLSRDCD 057 cumpue:jstn :l;iméticu
ep
RERWNFDFVTETPLEGDFAW Q58 ﬂDmPUf:jﬂD :l;iméﬁm
— e D
KRRQTSMTDFYHSKRRLIFS 950 compuesto mimético
de pi6
TSMTDFYHSKRRLIFSKRKP 060 - cumput:jstu ;‘I;il‘l‘lé‘ti(:u
ep
RRLIF 961 compuesto mimético
de p1 E_ L
KRRQTSATDFYHSKRRLIFSRQIKIWFQNRRMEWEKK 062 “"mp“f:f:';m'mﬂt'““
KRRLIFSKRQIKIWFQNREMEWEKK 063 cﬂmpuh‘:‘jﬂﬂ :l;iméﬁm
ep

74




ES 2599318 T3

Asn Gln Gly Arg His Phe Cys Gly Gly Ala Leu Ile His Ala Arg | 964 compuesto mimético

Phe Val Met Thr Ala Ala Ser Cys Phe Gln CAP37/union a LPS
Arg His Phe Cys Gly Gly Ala Leu Ile His Ala Arg Phe Val Met | 965 compuesto mimético
Thr Ala Ala Ser Cys CAP3T/unién a LPS
Gly Thr Arg Cys Gln Val Ala Gly Trp Gly Ser Gln Arg Ser Gly | 966 compuesto mimético
Gly Arg Leu Ser Arg Phe Pro Arg Phe Val Asn Val CAP37/unién a LPS
WHWRHRIPLQLAAGR 067 | compueste mimético
de hidrato de carbono
(GD1 alfa)
LKTPRV 968 | unidn a Ac frente a 2GPI _
NTLKTPRV 969 | ynién a Ac frente a B2GPI
NTLKTPRVGGC 970 | unidn a Ac frente a §2GPI
KDKATF 971 | unitn a Ac frente a 2GPI
KDKATFGCHD 972 | unién a Ac frente a B2GPI
KDKATFGCHDGC 973 | unin a Ac frente a B2GPI
TLRVYK _ TR 974 | unidn a Ac frente a B2GPI
ATLRVYKGG 975 | unin a Ac frente a p2GPI
CATLRVYKGG 976 | unién a Ac frente a B2GPI
INLKALAALAKKIL 977 | Transporte a través

de membrana

GWT NR | transporte a través
de membrana

GWTLNSAGYLLG o1 Transporte a través

de membrana

OWTLNSAGYLLGEINLKALAALAKKIL 979 .
Transporte através

de membrana
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CVHAYRS 980 1 antiproliferativo,
antiviral
CVHAYRA 981 | antiproliferativo,
antiviral
CVHAPRS 082
Antiproliferativo,
antiviral
CVHAPRA 083
Antiproliferativo,
antiviral
CVHSYRS 984 ]
. Antiproliferativo,
antiviral
CVHSYRA 985 ]
Antiproliferativo,
antiviral
CVHSPRS 986 | antiproliferativo,
antiviral
CVHSPRA 987 | Antiproliferativo,
antiviral
CVHTYRS 988 | antiproliferativo,
antiviral
CVHTYRA 989 | Antiproliferativo,
antiviral
CVHTPRS 990 | antiproliferativo,
antiviral
CVHTPRA 991 | Aantiproliferativo,
antiviral
HWAWFK 992 antiisgquémico, liberador

tde hormona del crecimiento
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TABLA 21 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA

NOMBRE DE PEPTICUERPO SEQ ID

SECUENCIA PEPTIDICA

Miostatina -TN8-Conl 1036 KDKCKMWHWMCKPP
iostating -TINB-Con2 1037 KDLCAMWHWMCKPP
hinstatina -TINE-Con3 1038 KDLCKMWKWMCKFPP
Miostatina -TINE-Cond 1039 KDLCKMWHWMCKPK
Miostatina-TN8-Con5 1040 ~ |WYPCYEFHFWCYDL
Miostating -TN8-Conf 1041 WYPCYEGHFWCYDL
Miostating -TN8-Con7 1042 IFGCKWWDVQCYQF
Miostatina -TNE-Con8 1043 IFGCEKEWWDVDCYQF
miostatina-TIN8-Con¥ 1044 ADWCVSPNWECM VM
Miostatinag -TN8-Conl0 1045 HKFCPWWALFCWDF
Miostatina - TIN8-1 1046 KDLCKMWHWMCKPP
Miostating - TIN8-2 1047 IDKCAIWGWMCFPPL
hiostating - TINE-3 1048 WYPCGEFGMWCLNY
hiostating -TINS-4 1049 WFTCLWNCDNE
Miostating - TIN8-5 1050 HTPCPFWFAPLCVEW
Miostating - TIN8-6 1051 KEWCWRWEKWMCKPE
Miostating - TINB-T 1052 FETCPSWAYFCLDI
iinstating -TINB-8 1053 AYKCEANDWGCWWL
Miostating -TINE-9 1054 NSWCEDQWHRCWWL
Miostating ~-TIN8-10 1055 WSACYAGHFWCYDL
miostatina -TINE-11 1056 ANWCVSPNWFCMVYM
Miostatina -TN8-12 1057 WTECYQQEFWCWNL
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Miostatina-TN8-13 1058 ENTCERWKWMCPPK
Wiostatina -TN8-14 1059 WLPCHQEGFWCMNF
Miostatina-TN8-15 1060 STMCSQWHWMCNPF
iiostating -TINB-16 1061 [FGCHWWDVDCYQF
Miostatina-TNB-17 1062 IYGCKWWDIQCYDI
Minstatina-TNB8-18 1063 PDWCIDPDWWCEKFW
Miostating -TN8-19 1064 QGHCTRWPWMCPPY
Miostatina-TN8-20 1065 WQECYREGFWCLQT
Miostatina-TN§-21 1066 WFDCYGPGFKCWSP
Miostatina-TNg-22 1067 GVRCPKGHLWCLYP
Miostatina -TNEB-23 1068 HWACGYWPWSCKWYV
Miostatina-TN8-24 1069 GPACHSPWWWCVFG
Miostatina-TN8-25 1070 TTWCISPMWECSQQ
Miostatina-TNB-26 1071 HEFCPPWAIFCWDF
Miostatina-TNB-27 1072 PDWCVSPRWYCNMW
Miostatina-TN8-28 1073 VWKCHWFGMDCEPT
Minstating -TIN8-29 1074 KKHCQIWTWMCAPK
Miostatina-TINE-30 1075 WEFQCGSTLFWCYNL
Miostatina -TINE-31 1076 WSPCYDHYFYCYTI
Miostatina-TN8-32 1077 SWMCGFFKEVCMWYV
Minstatina-TINE-33 1078 EMLCMIHPVECNFH
Miostatina-TINB-34 10749 LKTCNLW FWMCF‘PL-
Miostating -TNB-35 1080 VVGCEKWYEAWCYNK
Wiostatina-TNE-36 1081 PIHCTQWAWMCFPT
Miostatina -TNB-37 1082 DSNCPWYFLSCVIF
Miostatina-TIN8-38 1083 HIWCNLAMMKCVEM
Minstatina -TINB-39 1054 NLQCIYFLGKCIYF
Wiostatina - TNE-40 1085 AWRCMWESDVCTPG
Miostatina-TINS-4 1 1086 WEFRCFLDADWCTSV
Minstatina-TNS-42 1087 EKICOMWSWMCAPP
Miostating -TN8-43 1088 WEFYCHLNKSECTEP
Miostating-TNB-44 1089 FWRCAIGIDKCERV
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Miostatina-TN8-45 1090 NLGCKWYEVWCFTY
Miostatina -TINB-46 1091 IDLCNMWDGMCYPP
Miostatina -TN8-47 1092 EMPCNIWGWMCPPV
Miostatina -TN12-1 1093 WFRCVLTGIVDWSECFGL
Wiostating -TN12-2 1094 GFSCTFGLDEFYVDCSFPF
Miostatina -TN12-3 1095 LPWCHDQVNADWGFCMLW
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Minstatina-TN12-4 1096 YPTCSEKFWIYGQTCVLW
Minstating-TIN12-5 1097 LGPCPIHHGPWPQYCVYW
Miostatina. TN12-6 1098 PFPCETHQISWLGHCLSF
Miostatina-TN12-7 1099 HWGCEDLMWSWHPLCRRP
Miostatina. TN12-8 1100 LPLCDADMMPTIGFCVAY
Miostatina. TIN12-9 1101 SHWCETTFWMNYAKCVHA
Miostatina-TIN12-10 1102 LPEKCTHVPFDQGGFCLWY
Minstatina-TMN12-11 1103 FSSCWSPVSRQDMFECVEY
Miostatina-TMN12-13 1104 SHKCEYSGWLQPLCYRP
Minstatina-TN12-14 1105 PWWCQDNYVQHMLHCDSP
Minstatina-TN12-15 1106 WFRCMLMNSFDAFQCVSY
Miostatina-TN12-16 1107 PDACRDQPWYMFMGCMLG
Miostatina-TN12-17 1108 FLACFVEFELCFDS
Miostatina. TN12- 18 1109 SAYCITESDPYVLCVPL
“Minstatina-TN12-19 1110 PSICESYSTMWLPMCQHN
Miostatina-TN12-20 111 WLDCHDDSWAWTKMCRSH
Miostatina.TN12-21 1112 YLNCVMMNTSPFVECVFN
Miostatina-TN12-22 1113 YPWCDGFMIQQGITCMFY
Miostatina .TIN12-23 1114 FDYCTWLNGFKDWKCWSR
Miostatina-TIN12-24 L1115 LPLCNLKEISHVQACVLF
fiostating- TIN12-25 1116 SPECAFARWLGIEQCQRD
Minstatina. TN12-26 1117 YPQCENLHLLEWTECDWF
Winstatina-TN12-27 1118 RWRCEIYDSEFLPKCWEFF
Miostatina-TIN12-28 1119 LVGCDNVWHRCKLF
Miostatina-TN12-20 1120 TAGWCHVWGEMFGMGCSAL
Miostatina -TN12-30 1121 HHECEWMARWMSLDCVGL
Miostatina-TN12-31 1122 FPMCGIAGMKDFDFCVWY
Miostating-TIN12-32 1123 RDDCTFWPEWLWELCERP
Miostatina - TN12-33 1124 YNFCSYLFGVSKEACQLP
Miostatina-TN12-34 1125 AHWCEQGPWRYGNICMAY
Minstatina-TIN12-35 1126 NLVCGKISAWGDEACARA
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Minstating -TN12-36 1127 HNVCTIMGPSMEKWFCWND
Miostating-TN12-37 1128 NDLCAMWGWRNTIWCQNS
Miostatina-TN 12-38 1129 PPFCONDNDMLQSLCKLL
Minstatinag-TN12-39 1130 WYDCNVPNELLSGLCRLF
Miostatina-TIN12-40 1131 YGDCDONHWMWPFTCLSL
Miostatina-TN12-41 1132 GWMCHFDLHDWGATCQPD
Miostatina-TN12-42 1133 YFHCMFGGHEFEVHCESF
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Miostatina-TN12-43 1134 AYWCWHGQCVRF
Miostating -Lineal -1 1135 SEHWTFTDWDGNEWWVRPF
Miostating-Lineal -2 1136 MEMLDSLFELLEKDMVPISKA
Miostatina- Lineal -3 1137 SPPEEALMEWLGWQYGKFT
Miostatina-Lineal -4 1138 SPENLLNDLYILMTEKQEWYG
Miostatina-Lineal -5 1138 FHWEEGIPFHVVTPYSYDRM
Minstatina-Lineal -6 1140 KRLLEQFMNDLAELVSGHS
Miostatina-Lineal =7 1141 DTRDALFQEFYEFVRSRLVI
Miostating -Lineal -§ 1142 RMSAAPRPLTYRDIMDQYWH
Miostatina-Lineal -9 1143 NDKAHFFEMFMFDVHNFVES
Miostatina -Lineal -10 1144 QTQAQKIDGLWELLQSIRENQ
Miostatina- Lineal -11 1145 MLSEFEEFLGNLVHRQEA
Miostatina- Lineal -12 1146 YTPKMGSEWTSFWHNRIHYL
Miostatina -Lineal -13 1147 ILNDTLLRELEMVLNSLSDMK
Miostatinag -Lineal -14 1148 - [IFDVERDLMRWLEGFMQSAAT: ..,
Minstatina-Lineal -15 1149 HHGWNYLREKGSAPQWFEAWYV
Miostating - Lineal -16 1150 VESLHQLOMWLDQKLASGPH
Miostatina-Lineal=17 1151 RATLLKDFWQLVEGYGDN

[ Miostatina-Lineal -18 1152 ~ [EELLREFYRFVSAFDY ' -
Miostatina- Lineal .19 1153 - |GLLDEFSHFIAEQFYQMPGG

Miostatina-Lineal -20 1154 YREMSMLEGLLDVLERLQHY
Miostatina-Lineal -21 1155 HNSSQMLLSELIMLVGSMMQ
Miostatina-Lineal -22 1156 WREHFLNSDYIRDKLIAIDG
Miostatina-Lineal -23 1157 QFPFYVFDDLPAQLEYWIA
Miostatina-Lineal -24 1158 EFFHWLHNHRSEVNHWLDMN
Minstating -Lineal -25 1159 EALFQNFFRDVLTLSEREY
Miostatina-Lineal -26 1160 QYWEQQWMTYFRENGLHVQY
Miostatina-Lineal -27 1161 NQRMMLEDLWRIMTFPMFGRS
Miostatina -Lineal -29 1162 FLDELKAELSRHYALDDLDE
Minstatina-Lineal -30 1163 GKLIEGLLNELMQLETFMPD
Miostatina-Lineal -31 1164 ILLLDEY KKDWKSWF
Miostatina-2xTNB-19 ke 1165 QGHCTRWPWMCPPYGSGSATGGSGSTASSGSGSATG

QGHCTRWPWMCPPY
Miostatina -2xTNB-conf 1166 WYPCYEGHFWCYDLGSGSTASSGSGSATGWYPCYEG
HFWCYDL

Minstatina-2xTNB-5ke 1167 HTPCPWFAPLCVEWGSGSATGGSGSTASSGSGSATGH

TPCPWEAPLCVEW

82



ES 2599318 T3

Miostatina-2xTN8-18 ke~ 1168 PDWCIDPDWWCKFWGSGSATGGSGSTASSGSGSATG
PDWCIDFDWWCEFW

Miostatina-2xTIN8-11 kc 1169 ANWCVSPNWFCMVMGSGSATGGSGSTASSGSGSAT
GANWCVSPNWECMVM

Miostatina-2xTN8-25 ke 1170 PDWCIDPDWWCKFWGSGSATGGSGSTASSGSGSATG
PDWCIDFDWWCEFW

Miostatina-2xTN8-23 ke 1171 HWACGYWPWSCKW VGSGSATGGSGSTASSGSGSAT
GHWACGYWPWSCKWV

Miostatina-TN8-20-19 ke 1172 KKHCQIWTWMCAPKGSGSATGGSGSTASSGSGSATG
QGHCTRWPWMCPPY

Miostatina-TN8-19-29 ke 1173 QGHCTRWPWMCPPYGSGSATGGSGSTASSGSGSATG
KKHCQIWTWMCAPK

Miostatina-TN8-29-19 kn 1174 KKHCQIWTWMCAPKGSGSATGGSGSTASSGSGSATG
QGHCTRWPWMCPPY

Miostatina-TN8-29-19-8g 1175 KKHCQIWTWMCAPKGGGGGGGGQGHCTRWPWMCP

atina- 21 L -
Miostatina-TN8-19-29-6gc 1176 QGHCTRWPWMCPPYGGGGGGKKHCQIWTWMCAPK

TABLA 22 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA

Pepticuerpo
madurado por
afinidad

mTN8-19-1
mTN8-19-2
mTN8-19-3
mTN8-19-4
mTN8-19-5
mTN8-19-6
mTNE-19-7
mTN8-19-8

mTN8-19-9
mTN8-19-10

SEQID
NO:

1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186

Secuencia peptidica

VALHGQCTRWPWMCPPQREG
YPEQGLCTRWPWMCPPQTLA
GLNQGHCTRWPWMCPPQDSN
MITQGQCTRWPWMCPPQPSG
AGAQEHCTRWPWMCAPNDWI
GVNQGQCTRWRWMCPPNGWE
LADHGQCIRWPWMCPPEGWE
ILEQAQCTRWPWMCPPQRGG
TQTHAQCTRWPWMCPPQWEG

VVTQGHCTLWPWMCPPQRWR
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mTN8-19-11
mTN8-19-12
mTN8-19-13
mTNg-19-14
mTN8-19-15
mTN8-19-16
mTN8-19-17
mTN8-19-18
mTN8-19-19
mTINB-19-20
mTINE-19-21
mTNB-19-22
mTINB-19-23

mTIN8-19-25
mTNE-19-26
mTN8-19-27
mTN8-19-28
mTINE-19-29
mTNE8-19-30
mTN8-19-31
mTN8-10-32
mTIN8-19-33
mTN8-19-34
mTINE-19-35
mTNE-19-36
mTNE-19-37
mTIN8-19-38
mTINS-19-39
mTN8-19-40

mITNE conb-1
mTN8 con6-2
mTN8 con6-3

miTN8-19-24

mTNE-19 conl
mTN8-19 conl

1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199

1200

1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1208
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221

[YPHDQCTRWPWMCPPQPYP
SYWQGQCTRWPWMCPPQWRG
MWQQGHCTRWPWMCPPQGWG
EFTQWHCTRWPWMCPPQRSQ
LDDQWQCTRWPWMCPPQGFS
YQTQGLCTRWPWMCPPQSQR
ESNQGQCTRWPWMCPPQGGW
WTDRGPCTRWPWMCPPQANG
VGTQGQCTRWPWMCPPYETG
PYEQGKC:TRWPW MCPPYEVE
SEYQGLCTRWPWMCPPQGWK
TFSQGHCTRWPWMCPPQGWG
PGAHDHCTRWPWMCPPQSRY

|[VAEEWHCRRWPWMCPPQDWR

VGTQGHCTRWPWMCPPQPAG
EEDQAHCRSWPWMCPPQGWYV
ADTQGHCTRWPWMCPPQHWF
SGPQGHCTRWPWMCAPQUWF
TLVQGHCTRWPWMCPPQRWV
GMAHGKCTRWAWMCPPQSWK
ELYHGQCTRWPWMCPPQSWA
VADHGHCTRWPWMCPPQGWG
PESQGHCTRWPWMCPPQGWG
IPAHGHCTRWPWMCPPQRWR
FTVHGHCTRWPWMCPPYGWV
PDFPGHCTRWRWMCPPQGWE
QLWQGPCTQWPWMCPPKGRY
HANDGHCTRWQWMCPPQWGG
ETDHGLCTRWPWMCPPYGAR
GTWQGLCTRWPWMCPPOGWO
VATQGQCTRWPWMCPPQGWG
VATQGQCTRWPWMCPPQRWG
QREWYPCYGGHLWCYDLHKA
ISAWYSCYAGHFWCWDLKQK
WTGWYQCYGGHLWCYDLRRK
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mTNE con6-4
mTNE coné-5

1222
1223

i:TFWYPCYDGHPWCYNLKSS

SRWYPCYEGHLWCFDLTET
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TABLA 23 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA

Pepticuerpo SEQ ID
madurado por
afinidad NO: Secuencia peptidica
L2 1224 IMEMLDSLFELLKDMVPISKA
mbL2-Conl 1225 RMEMLESLLELLKEIVPMSIKAG

- mL2-Con2 1226 IRMEMLESLLELLKEIVPMSKAR
mL2-1 1227 MEMLESLLELLKDIVPMSKPS
ml.2-2 1228 GCMEMLESLFELLQEIVPMSKAP
mL.2-3 1229 RMEMLESLLELLKDIVPISNFPP
mL2-4 1230 JRIEMLESLLELLQEIVPISKAE
mL2-5 1231 RMEMLOSLLELLEDIVPMSNAR
mL2-6 1232 |IRMEMLESLLELLKEIVPTSNGT
mL2-7 1233 IRMEMLESLFELLKEIVPMSKAG
mL2-8 1234 RMEMLGSLLELLKEIVPMSKAR
mi.2-9 1235 OMELLDSLFELLKEIVPESQPA
mL2-10 1236 RMEMLDSLLELLKEIVPMSNAR
mL2-11 1237 RMEMLESLLELLHEIVPMSQAG
mL2-12 1238 |QMEMLESLLQLLKEIVPMSKAS
mL2-13 1239 RMEMILDSLLELLEDMVPMTTGA
mL2-14 1240 |RIEMLESLLELLKDMVPMANAS
mL2-15 1241 EMEMLESLLOQLLNEIVPMSRAR
mLZ- 16 1242 RMEMLESLFDLLKELVPMSKGWV
mL2-17 1243 RIEMLESLLELLKDIVPIQKAR
mL2-18 1244 IRMELLESLFELLKDMVPMSDSS
mL2-19 1245  |RMEMLESLLEVLQEIVPRAKGA
mL2-20 1246  IRMEMLDSLLQLLNEIVPMSHAR
mL2-21 1247 IRMEMLESLLELLKDIVPMSNAG
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mL2-22 1248 IRMEMLQSLFELLKGMVPISKAG
mL2-23 1249  |RMEMLESLLELLKETVPNSTAA -
mL2-24 1250 |[RMEMLQSLLELLKEIVPISKAG
mL2-25 1251 [RIEMLDSLLELLNELVPMSKAR
L-15 1252 |[HHGWNYLRKGSAPQWFEAWV
mL15-conl 1253 |QVESLQQLLMWLDQKLASGPQG
mL15-1 1254  [RMELLESLFELLKEMVPRSKAV
mL15-2 1255 [QAVSLQHLLMWLDQKLASGPQH
mL15-3 1256  IDEDSLQQLLMWLDQKLASGPQL
mL15-4 1257  |pPVASLQQLLIWLDQKLAQGPHA
mL15-5 1258  [EVDELQQLLNWLDHKLASGPLQ
mL15-6 1259 DVESLEQLLM"WLDHQLASGFHG
mL15-7 1260 |QVDSLQQVLLWLEHKLALGPQV
mL15-8 1261  |GDESLQHLLMWLEQKLALGPHG
mL15-9 1262 |QIEMLESLLDLLRDMVPMSNAF
mL15-10 1263 [EVDSLQQLLMWLDQKLASGPQA
mL15-11 1264  EDESLQQLLIYLDKMLSSGPQV
mL15-12 1265  |AMDQLHQLLIWLDHKLASGPQA
mL15-13 1266  [RIEMLESLLELLDEIALIPKAW
mL15-14 1267  |EVVSLQHLLMWLEHKLASGPDG
mL15-15 1268  |GGESLQQLLMWLDQQLASGPQR
mL15-16 1269  |GVESLQQLLIFLDHMLVSGPHD
mL15-17 1270 INVESLEHLMMWLERLLASGPYA
mL15-18 1271 |QVDSLQQLLIWLDHQLASGPKR
mL15-19 1272 [EVESLQQLLMWLEHKLAQGPQG
mL15-20 1273 [EVDSLQQLLMWLDQKLASGPHA
mL.15-21 1274 [EVDSLQQLLMWLDQQLASGPQK
mL15-22 1275 [GVEQLPQLLMWLEQKLASGPQR
mL15-23 1276  |GEDSLQQLLMWLDQQLAAGPQV
mL15-24 1277  [ADDSLQQLLMWLDRKLASGPHV
mL.15-25 1278 |PVDSLQQLLIWLDQKLASGPQG
L-17 1279 RATLLKDFWQLVEGYGDN
mL17-conl 1280  |DWRATLLKEFWQLVEGLGDNLV
mL17-con2 1281 |QSRATLLKEFWQLVEGLGDKQA
mL17-1 1282  IDGRATLLTEFWQLVQGLGQKEA
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mL17-2 1283 |LARATLLKEFWQLVEGLGEKVV
mL17-3 1284  |GSRDTLLKEFWQLVVGLGDMQT
mL17-4 1285  |DARATLLKEFWQLVDAYGDRMV
mL17-5 1286  |[NDRAQLLRDFWQLVDGLGVKSW
mL17-6 1287  |GVRETLLYELWYLLKGLGANQG
mL17-7 1288 |QARATLLKEFCQLVGCQGDKLS
mL17-8 1289  |QERATLLKEFWQLVAGLGQNMR
mL17-9 1290  |SGRATLLKEFWQLVQGLGEYRW
mL17-10 1291 ITMRATLLKEFWLFVDGQREMQW
mL17-11 1292 |GERATLLNDFWQLVDGQGDNTG
mL17-12 1293  |DERETLLKEFWQLVHGWGDNVA
mL17-13 1294  |GGRATLLKELWQLLEGQGANLV
mL17-14 1295  |[TARATLLNELVQLVKGYGDKLV
mL17-15 | 1295 |GMRATLLOQEFWQLVGGQGDNWM
mL17-16 1297  |STRATLLNDLWQLMKGWAEDRG
mL17-17 1298 |SERATLLKELWQLVGGWGDNFG
mL.17-18 1299  |[VGRATLLKEFWQLVEGLVGQSR
mL17-19 1300 |EIRATLLKEFWQLVDEWREQPN
mL17-20 1301 |QLRATLLKEFLQLVHGLGETDS
mL17-21 1302 |[TQRATLLKEFWQLIEGLGGKHV
mL17-22 1303 |[HYRATLLKEFWQLVDGLREQGV
mL.17-23 1304  |QSRVTLLREFWQLVESYRPIVN
mL17-24 1305 |LSRATLLNEFWQFVDGQRDKRM
mL17-25 1306 |WDRATLLNDFWHLMEELSQKPG
mL17-26 1307  |QERATLLKEFWRMVEGLGKNRG
mL17-27 1308  |[NERATLLREFWQLVGGYGVNQR
L-20 1309 YREMSMLEGLLDVLERLQHY
mL20-1 1310 |HQRDMSMLWELLDVLDGLRQYS
mL20-2 1311 [TQRDMSMLDGLLEVLDQLRQQR
mL.20-3 1312 |TSRDMSLLWELLEELDRLGHQR
mL20-4 1313 MQHDMSMLYGLVELLESLGHQI
mL20-5 1314 [WNRDMRMLESLFEVLDGLRQQV
mL20-6 1315 |GYRDMSMLEGLLAVLDRLGPQL
mL20 conl 1316  [TQRDMSMLEGLLEVLDRLGQQR
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mL20 con2 1317 |WYRDM5MLEGLLEVLDRLGQQR
L-21 1318 |HNSSQMLLSELIMLVGSMMQ
mL21-1 1319 QNSRQMLLSDFMMLVGSMIQG
mL21-2 1320 QTSRHILLSEFMMLVGSIMHG
mL21-3 1321 DNSRQMLLSDLLHLVGTMIQG
mL21-4 1322 ENSRQNLLRELIMLVGNMSHQ
mL21-5 1323 [QDTSRHMLLREFMMLVGEMIQG
mL21 conl 1324 QNSRQMLLSDLMILVGSMIQG
L-24 1325 EFFHWLHNHRSEVNHWLDMN
mL24-1 1326 INVFFQWVQKHGRVVYQWLDINV
mL24-2 1327  |FDFLQWLQNHRSEVEHWLVMDYV

TABLA 24 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE MIOSTATINA

Nombre de
pepticuerpo

Péptido

2x mTNE—Conf—
lN)-1K

M-GAQ-WYPCYEGHFWCYDL~
GSGSATGGSGSTASSGSGSATG-W YPCYEGHFWCYDL—
LE-5G-FC (SEQ ID NO: 1328)

2% mTN8-Conb-
(C)-1K

FC-5G-AQ-WYPCYEGHFWCYDL-
GSGSATGGSGSTASSGSGSATG- WYPCYEGHFWCY DL~
LE (SEQ ID NO: 1329)

2% mTN8-Con7- [M-GAQ-IFGCKWWDVQCYQF-

(N)-1K GSGSATGGSGSTASSGSGSATG-IFGCKWWDVQCYQF-
LE-3G-FC (SEQ ID NO: 1330)

2x mTN8-Con7- |FC-5G-AQ-IFGCKWWDVQCYQF-

(C)-1K GSGSATGGSGSTASSGSGSATG-IFGCKWWDVQCYQF-

LE (SEQID NO: 1331)
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M-GAQ-TFGCKWWDVDCYQF-

(N)-1K GSGSATGGSGSTASSGSGSATG-IFGCKWWDVDCYQF-—
ILE-5G-EC (SEQ ID NO: 1332)

2% mTN8-Con8~ |[FC-5G-AQ-IFGCKWWDVDCY QF—

(C)-1K GSGSATGGSGSTASSGSGSATG- [FGCKWWDVDCYQF-
LE (SEQ ID NO: 1333)

2X mTN8-19-7 |[FC—5G-AQ-
LADHGQCIRWPWMCPPEGWELEGSGSATGGSGSTASSG
SGSATGLADHGQCIRWPWMCPPFEGWE-LE (SEQ ID NO:
1334)

2X mIN8-19-7 |FC—SG-AQ-

ST—GG del2x  |LADHGQCIRWPWMCPPEGWEGSGSATGGSGGGASSGSG

LE SATGLADHGQCIRWPWMCPPEGWE  (SEQ ID NO: 1335)

2X mTNE-19-21

FC-5G-AQ-
SEYQGLCTRWPWMCPPQGWELEGSGSATGGSGSTASSG
SGSATGSEYQGLCTRWPWMCPPQGWEK -LE  (SEQ ID
MNO: 1336}

2X mTN8-19-21
ST-—GG del2x
LE

FC-5G-AQ-
SEYQGLCTRWPWMCPPQGWKGSGSATGGSGGGASSGS
GSATGSEYQGLCTRWPWMCPPQGWK (SEQ ID NO:
1337) '

90




2X mTN8-19-22

ES 2599318 T3

FC-5G-AQ-
TFSQGHCTRWPWMCPPQGWGLEGSGSATGGSGSTASSG
SGSATGTFSQGHCTRWPWMCPPQGWG -L E (SEQ ID
NQ: 1338)

2X mTN8-19-32

FC—5G-AQ-
VADHGHCTRWPWMCPPQGWGLEGSGSATGGSGSTASS
GSGSATGVADHGHCTRWPWMCPPQGWG-LE

(SEQ ID NO: 1339)

2X mTNE-19-32
ST—GG del2x
LE

FC-5G-AQ-
VADHGHCTRWPWMCPPQGWGGSGSATGGSGGGASSGS
GSATOVADHGHCTRWPWVCPPQGWG  (SEQ ID NO:
1340)

2% mTNB-19-33

FC-5G-AQ-
PESQGHCTRWPWMCPPQGWGLEGSGSATGGSGSTASSG
SGSATGPESQGHCTRWPWMCPPQGW.GLE (SEQ ID NO:
1341)

2X mTN8-19-33
ST—GG dellx
LE

FC-5G-AQ—
PESQGHCTRWPWMCPPQGWGGSGSATGGSGGGASSGS
GSATGPESQGHCTRWPWMCP PQGWG (SEQ ID NO:
1342)
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Tabla 25 — Secuencias de péptidos antagonistas de integrina

Secuencia‘estructura SEQ. ID
NO:
CLCRGDCIC 1344
CWDDGWLC 1345
CWDDLWWLC 1346
CWDDGLMC 1347
CWDDGWMC 1348
CSWDDGWLC 1349
CPDDLWWLC 1350
NGR 1351
GSL . . 1352
RGD 1353
CGRECFRLCQSSC 1354
CNGRCVSGCAGRC 1355
CLSGSLSC 1356
GSL 1357
NGERAHA 1358
CNGRC ' 135%
CDCRGDCFC 1360
CGSLVRC 1361
DLXXL 1362
RTDLDSLRTYTL 1363
RTDLDSLRTY 1364
RTDLDSLRT 1365
RTDLDSLR 1366
GDLDLLKLRLTL 1367
GDLHSLROQLLSR 1368
RDDLHMLELQLW 1369
SSDLHALKKRYG _ 1370
RGDLKQLSELTW 1371
CXXRGDC 1372
STGGFDDVYDWARGVSSALTTTLVATR 1373
STGGFDDVYDWARRVSSALTTTLVATR 1374
SRGVNFSEWLYDMSAAMEEASNVEFPSRRSR 1375
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SSQNWDMEAGVEDLTAAMLGLLSTIHSSSR

1376

SSPSLYTQFLVNYESAATRIQDLLIASRPSR

1377

SSTGWVDLLGALQRAADATRTSIPPSLONSR

1378

DVYTKKELIECARRVSEK

1379

RGDGX

1380

CRGDGXC

1381

CARRLDAPC

1382

CPSRLDSPC

1383

CDCRGDCFC

1334

CDCRGDCLC

1385

RGDLAALSAPPV

1386
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Tabla 26 — Secuencias de péptidos antagonistas de selectina

Secuencia‘estructura SEQ
ID NO:
DITWDQLWDLME 1387
DITWDELWEKIMN 1388
DYTWFELWDMMOQ 1389
QITWAQLWNMMEK 1390
DMTWHDLWTLMS ' 1391
DYSWHDLWEMMS 1392
EITWDQLWEVNMN 1393
HVSWEQLWDIMN 1394
HITWDQLWRIMT 1395
RMNMSWLELWEHME 1396
AEWTWDQLWHVMNPAESQ 1397
HRAEWLALWEQMSP 13098
KEKEDWLALWRIMSY 1399
[TWDQLWDLMK 1400
DITWDQLWDLMEK 1401
DITWDQLWDLME 1402
DITWDQLWDLME 1403
CONEYTDLVAIQNKNE 1404
AFNWADNEPNNEKRNNED 1405
REKNNKTWTWVGTKKALTNE 1406
KKALTNEAENWAD 1407
CQXRYTDLVAIQNKXE _ 1408
AENWADGEPNNKXNXED 1409
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Tabla 27 — Péptidos de unién a vinculina

Secuencia’estructura SEQ
ID NO:
SSQNWDMEAGVEDLTAAMLGLLSTIHSSSR 1410
SSPSLYTQFLVNYESAATRIQDLLIASRPSR 1411
SSTGWVDLLGALQRAADATRTSIPPSLONSR 1412
DVYTKKELIECARRVSEK 1413
STGGFDDVYDWARGVSSALTTTLVATR 1414
STGGFDDVYDWARRVSSALTTTLVATR 1415
SRGVNFSEWLYDMSAAMKEASNVFPSRRSR 1416 .

Tabla 28 — Secuencias de péptidos relacionados con laminina

Secuencia/estructura SEQ
ID NO:
YIGSRYIGSR [es decir, (YIGSR),| - 1417
YIGSRYIGSRYIGSR [es decir, (YIGSR), ] 1418
YIGSRYIGSRYIGSRYIGSR |[es decir, (YIGSR),] 1419
YIGSRYIGSRYIGSRYIGSRYIGSR |[es decir, (YIGSR),] 1420
IPCNNKGAHSVGLMWWMLAR 1421
YIGSRREDVEILDVPDSGR 1422
RGDRGDYIGSRRGD 1423
YIGSRYIGSRYIGSRYIGSRYIGSR 1424
REDVEILDVYIGSRPDSGR 1425
[ YIGSRREDVEILDVPDSGR 1426

5 Tabla 29 — Péptidos moduladores de NGF

SEQ ID NO: Secuencia de parte de péptido
del producto de fusién Fe-Péptido
1427 TGYTEYTEEWPMGFGYQWSF
1428 TDWLSDFPFYEQYFGLMPPG
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1429 FMRFPNPWKLVEPPQGWYYG

1430 VVEKAPHFEFLAPPHFHEFPF

1431 FSYIWIDETPSNIDRYMLWL

1432 VNFPKVPEDVEPWPWSLKLY

1433 TWHPKTYEEFALPFFVPEAP

1434 WHFGTPYIQQQPGVYWLQAP

1435 VWNYGPFFMNFPDSTYFLHE

1436 WRIHSKPLDYSHVWFFPADF

1437 FWDGNQPPDILVDWPWNPPV

1438 FYSLEWLKDHSEFFQTVTEW

1439 QFMELLKFFNSPGDSSHHFL

1440 TNVDWISNNWEHMKSFFTED

1441 PNEKPYQMQSWFPPDWPVPY

1442 WSHTEWVPQVWWKPPNHEYV

1443 WGEWINDAQVHMHEGFISES _
1444 VPWEHDHDLWEIISQDWHIA ]
1445 VLHLQDPRGWSNFPPGVLEL

1446 IHGCWFTEEGCVWQ

1447 YMQCQFARDGCPQW

1448 KLQCQYSESGCPTI

1449 FLQCEISGGACPAP

1450 KLQCEFSTSGCPDL a

1451 KLQCEFSTQGCPDL I
1452 KLQCEFSTSGCPWL B

1453 IQGCWFTEEGCPWQ

1454 SFDCDNPWGHVLQSCFGF

1455 SFDCDNPWGHKLQSCEGF
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Tabla 30 - PEPTIDOS MODULADORES DE TALL

Secuencia‘estructura SEQ ID

NO:

LPGCKWDLLIKQWVCDPL-A-V' 1456

V- A - LPGCKWDLLIKQWVCDPL 1457

LPGCKWDLLIKQWVCDPL - A - 1458

LPGCKWDLLIKQWVCDPL - A -V'

V'- A - LPGCKWDLLIKQWVCDPL - A - 1459

LPGCKWDLLIKQWYVCDPL

SADCYFDILTKSDVCTSS- A-V' 1460

V'- A - SADCYFDILTKSDVCTSS 1461

SADCYFDILTKSDVTSS- A - 1462

SADCYFDILTKSDVTSS - A -V'

V- A - SADCYFDILTKSDVTSS - A - 1463

SADCYFDILTKSDVTSS

FHDCKWDLLTKQWVCHGL- A -V' 1464

V'- A - FHDCKWDLLTKQWVCHGL 1465

FHDCKWDLLTKQWVCHGL - A - 1466

FHDCKWDLLTKQWVCHGL - A -V'

V- A - FHDCKWDLLTKQWVCHGL - A - 1467

FHDCKWDLLTKQWVCHGL
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Tabla 31 — Pepticuerpos inhibidores de TALL-1

Secuehcia peptidica

MPGTCFPFPW ECTHAGGGGG VDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKENW YV
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK

MWGACWPFPW ECFKEGGGGG VDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGEYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK

Pepticuerpo SEQ ID NO
de
pepticuerpo

TALL-1-8-1-a 1468

SLSLSPGK
TALL-1-8-2-a 1469

SLSLSPGK
TALL-1-8-4.a 1470

MVPECDLLTK HCFEAGGGGG VDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKFNWYV
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNVFSCSVMH EALHNHYTQK
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SLSLSPGK

TALL-1-12-4-

1471

MGSRCKYKWD VLTKQCFHHG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-3-

a

1472

MLPGCEWDLL IKQWVCDPLG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSYV LTVLHQDWLN
GEEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTEKNQVSL TCLVEGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDES RWQQGNVEFSC SWVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-5-

a

1473

MSADCYFDIL TEKSDVCTSSG GGGG VDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQFRE PQVYTLPPSR
DELTENQVSL TCLVEGFYFS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-8-

a

1474

MSDDCMYDQL TRMFICSNLG GGGGVDI{THT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
' GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK '

TALL-1-12-9-

a

1475

TMDLNCKYDEL TYKEWCQFNG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL

GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVICVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-
10-a

1476

MFHDCKYDLL TROMVCHGLG GGGGVDETHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSY LTVLHQDWLN

GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
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DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-
11-a

1477

MRNHCFWDHL LKQDICPSPG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GEKEYKCEKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQFPRE PQVYTLFPSR
DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFF LYSKELTVDKS RWQQGNVFSC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-1-12-
14-a

1478

MANQCWWDSL TKKNVCEFFG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVELFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP

| PVLBSDGSFF LYSKLTVDKS RWOQGNVFSC SVMHEALHNE

YTQKSLSLSP GK

TALL-1-

COnsenso

1479

MEHDCKWDLL TKQWVCHGLG GGGGVDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN
GEEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLFPPSR
DELTENQVSL TCLVEKGFYPS DIAVEWESNG QPENNYKTTP
PVLDSDGSFEF LYSKLTVDEKS RWQQGNVTI:SC SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK

TALL-112-3

dimero
en tandem

1480

MLPGCKWDLL IKQWVCDPLG SGSATGGSGS TASSGSGSAT
HMLPGCEWDL LIKQWVCDPL GGGGGVDKTH TCPPCPAPEL
LGGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK
FNWYVDGVEV HNAKTKPREE QYNSTYRVVS VLTVLHQD'WL
NGEEYKCKVS NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLIPS
RDELTKNQVS LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT
PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK SRWQQGNVFS CSVMHEALHN
HYTQKSLSLS PGK

TALL-1

dimera
en tandem
CORsEnso

1481

MFHDCKWDLL TKQWVCHGLG SGSATGGSGS TASSGSGSAT
HMFHDCKWDL LTKQWVCHGL GGGGGVDKTH TCPPCPAPEL
LGGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVK
FNWYVDGVEV HNAKTKPREE QYNSTYRVVS VLTVLHQDWI.
NGKEYKCKVS NKALPAPIEK TISKAKGQPR EPQVYTLPPS
RDELTKNQVS LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT
PPVLDSDGSF FLYSKLTVDK SRWQQGNVES CSVMHEALHN
HYTQKSLSLS PGK
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PEPTIDO SEQ ID NO. SECUENCIA PEPTIDICA
Cond-44 1482 PIRQEECDWDPWTCEHMWEV
Con4-40 1483 TNIQEECEWDPWTCDHMPGK

Cond-4 1484 WYEQDACEWDPWTCEHMAEWV
Cond-31 1485 NRLQEVCEWDPWTCEHMENV
Con4-C5 1486 AATQEECEWDPWTCEHMPRS
Cond-42 1487 LRHQEGCEWDPWTCEHMFDW
Cond-35 1488 VPROKDCEWDPWTCEHMY VG
Cond-43 1489 SISHEECEWDPWTCEHMQVG
Con4-49 1490 WAAQEECEWDPWTCEHNGRM
Cond-27 1491 TWPQDECEWDPWTCEHMGST
Cond-48 1492 GHSQEECGWDPWTCEHMGTS
Cond-46 1493 QHWQEECEWDPWTCDHMPSK
Cond-41 1494 NVRQERCEWDPWTCEHMPVR
Cond-36 1495 KSGQVECNWDPWTCEHMPEN
Cond-34 1496 VETQEHCDWDPWTCEHMREEW
Cond-28 1497 AWGQEGCDWDPWTCEHMLPM
Con4-39 1498 PVNQEDCEWDPWTCEHMPPM
Con4-25 1490 RAPQEDCEWDPWTCAHMDIK
Cond-50 . 1500 HGONMECEWDPWTCEHMFRY
Cond4-38 1501 PRLOQEECVWDPWTCEHMPLR
Cond-29 1502 RTTQEKCEWDPWTCEHMESQ
Cond-47 1503 QTSQEDCVWDPWTCDHMVSS
Cond-20 1504 QVIGRPCEWDPWTCEHLEGL
Cond-45 1505 WAQQEECAWDPWTCDHMVGL
Cond-37 1506 LPGQEDCEWDPWTCEHMVRS
Con4-33 1507 PMNQVECDWDPWTCEHMPRS

AC2-Cond 1508 FGWSHGCEWDPWTCEHMGST

Cond-32 1509 KSTQDDCDWDPWTCEHMYGP
Cond-17 1510 GPRISTCQWDPWTCEHMDQL

Con4-8 1511 STIGDMCEWDPWTCAHMQVD

ACA-Cond 1512 VLGGQGCEWDPWTCRLLQGW
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Cond-1 1513 VLGGQGCQWDPFWTCSHLEDG  ~
Con4-C1 1514 TTIGSMCEWDPWTCAHMQGG
Cond-21 1515 TKGKSVCQWDPWTCSHMQSG
Cond-C2 1516 TTIGSMCQWDPWTCAHMQGG
Cond-18 1517 WVNEVVCEWDPWTCNHWDTP
Con4-19 1518 VVQVGMCQWDPWTCKHMRLQ
Cond-16 1519 AVGSQTCEWDPWTCAHLVEV
Cond-11 1520 QGMKMFCEWDPWTCAHIVYR
Cond-C4 1521 TTIGSMCQWDPWTCEHMQGG
Con4-23 1522 TSQRVGCEWDPWTCQHLTYT
Con4-15 1523 QWSWPPCEWDPWTCQTVWPS

Cond-9 1524 GTSPSFCQWDPWTCSHMYQG

TN8-Cond™ 1525 UEECEWDPWTCEHM
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TABLA 33 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2

Péptido SEQ ID NO. Secuencia Peptidica
L1-1 1526 QNYKPLDELDATLYEHFIFHYT
L1-2 1527 LNFTPLDELEQTLYEQWTLQQS
L1-3 1528 TKFNPLDELEQTLYEQWTLQHQ
L1-4 1529 'VKFKPLDALEQTLYEHWMFQQA
L1-5 1530 'VKYKPLDELDEILYEQQTFQER
L1-7 1531 TNFMPMDDLEQRLYEQFILQQG
L1-9 1532 SKFKPLDELEQTLYEQWTLQHA
L1-10 1533 QKFQPLDELEQTLYEQFMLQQA

L1-11 1534 (QNFKPMDELEDTLYKQFLFQHS
L1-12 1535 Y KFTPLDDLEQTLYEQWTLQHV
LI-13 1536 (QF YEPLDELDETLYNQWMFHQR
L1-14 1537 SNFMPLDELEQTLYEQFMLQHQ
L1-15 1538 QKYQPLDELDKTLYDQFMLQQG
L1-16 1539 QKFQPLDELEETLYKQWTLQQR
L1-17 1540 VKYKPLDELDEWLYHQFTLHHQ
L1-13 1541 QKFMPLDELDEILYEQFMFQQS
L1-19 1542 QTFQPLDDLEEYLYEQWIRRYH
L1-20 1543 [EDYMPLDALDAQLYEQFILLHG
L1-21 1544 HTEQPLDELEETLYYQWLYDQL
L1-22 1545 'Y KENPMDELEQTLYEEFLFQHA

AC6-L1 1546 TNYKPLDELDATLYEHWILQHS
L1-C1 1547 QKFKPLDELEQTLYEQWTLQQR
L1-C2 1548 TKFQPLDELDQTLYEQWTLQQR
L1-C3 1549 TNFQPLDELDQTLYEQWTLQQR

L1 1550 KFNPLDELEETLYEQFTFQQ
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TABLA 34 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2

Péptido SEQ ID NO. Secuencia
Conl-1 1551 AGGMRPYDGMLGWPNYDVQA
Conl-2 1552 QTWDDPCMHILGPVTWRRCI
Conl-3 1553 APGORPYDGMLGWPTYQRIV
Con -4 1554 SGOLRPCEEIFGCGTONLAL
Conl-5 1555 FGDKRPLECMFGGPIQLCPR
Conl-6 1556 GOQDLRPCEDMFEFGCGTEKDWYG
Conl 1557 KRPCEEIFGGCTYQ

TABLA 35 — PEPTIDOS INHIBIDORES DE ANG-2
Péptido SEQ ID NO: Secuencia
12-9-1 1558 |IGFEYCDGMEDPFTFGCDKQT
12-9-2 1559 KLEYCDGMEDPFTQGCDNQS
12-93 1560 I QEWCEGVEDPFTFGCEKQR
12-9-4 1561 IAQDYCEGMEDPFTFGCEMQK
12-9-5 1562 .LDYCEGVQDPFTFGCENLD
12-9-6 1563 HQEYCEGMEDPFTFGCEYQG
1297 1564 F(JLDYCEGMDDPFTFGCDKQM
12-9-C2 1565 ILQDYCEG\’EDPFTFGCENQR
12-9-C1 1566 ;LQDYC EGVEDPFTFGCEEQR
12-9 1567 FDYCEGVEDPFTFGCDNH
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Tabla 36 — Péptidos de unién a Ang-2

Péptido Seq Id No. Secuencia
TN8-8 1568 KRPCEEMWGGCNYD
TN8-14 1569 HQICKWDPWTCKHW
TN8-Conl 1570 KRPCEEIFGGCTYQ
TN8-Cond 1571 QEECEWDPWTCEHM
TN12-9 1572 FDYCEGVEDPFTFGCDNH
T 1573 | KFNPLDELEETLYEQFTFQQ |
C17 1574 QYGCDGFLYGCMIN

Tabla 37 — Péptidos de unién a Ang-2

Pepticuerpo Secuencia de pepticuerpo

L1 (N) MGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fe (SEQ ID
NO:1575)

LI{N})WT MEKFNPLDELEETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fe (SEQID
NO:1576)

LL{MN)IKWT MEFNPLDELEETLYEQFTFQQGSGSATGGSGSTASSGSGSAT
HLEGGGGG-Fe (SEQ ID NO:1577)

2xL1 (N) MGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGGKFNPLDELE

TLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:1578)

2xL1 (N) WT IMKFNPLDELEETLY EQFTFQQGGGGGGGKFNPLDELEETLYE]
QFTFQQLEGGGGG-Fe (SEQ ID NO:1579)

Con4 (N)
MGAQQEECEWDPWTCEHMLEGGGGG-Fe (SEQ ID NO:1580)

Cond (N) 1K-WT MQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATHLEGG
GGG-Fe (SEQ ID NO:1581)
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2xCond (N) 1K

MGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATH
QEECEWDPWTCEHMLEGGGGG-Fe (SEQ ID NO:1582)

L1(C) IM-Fe-GGGGGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQLE (SEQ ID
NO:1583) '

L1{C) 1K M-Fe-
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFNPLDELEETLY
EQFTFQQLE (SEQ ID NO:1584)

2xL1 (C) M-Fe-
GOGGGAQEFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGGRENPLD
ELEETLYEQFTFQQLE (SEQ ID NO:1585)

Cond (C) M-Fe-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE (SEQID NU:JSEﬁjTI

Coné (C) 1K iv-Fe-

[HMLE (SEQ ID NO:1587)

GGGGCAQGSGSATGGSGSTASSGEGSATHQEECEWDPWTCE

2xCond (C) 1K

M-Fe-
CGGGGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGS
ATHQEECEWDPWTCEHMLE (SEQ ID NO:1588)

Cona-L1 (N) MGAQEECEWDPWTCEHMGGGGGGGGKENPLDELEETLYEQ
FTFQQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHLEGGGGG Fe (SEQ
1D NO:1589)

Con4-L1 (C) 1M-Fc-
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFNPLDELEETLY
EQFTFQQGGGGGQEECEWDPWTCEHMLE (SEQ ID NO:1590)

TN-12-9 (N) MGAQ-FDYCEGVEDPFTFGCDNHLE-GGGGG-Fc (SEQID |
NO:1591)

MGAQ-QYGCDGFLYGCMINLE-GGGGG-Fe (SEQ ID
C17 (N) NO:1592)
B MGAQ-KRPCEEMWGGCNYDLEGGGGG-Fe (SEQ ID

TNB-8 (N) NO:1593)

B IMGAQ-HQICKWDPWTCKHWLEGGGGG-Fe (SEQ ID

TNB-14 (N) INO:1594)

Conl (N) GAQ-KRPCEEIFGGCTYQLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:1595)

|
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Tabla 38 — Péptidos de unién a Ang-2

FPbs madurado
por afinidad Secuencia de pepticuerpo {Seq |d No:)
con derivado Cond
M-Fe-GGGGGAQ-PIRQEECDWDPWTCEHMWEV-LE
iCond.-44 (C) (SEQ ID NO: 1596)
M-Fe-GGGGGAQ-TNIQEECEWDPWTCDHMPGK-LE
Cond-40 (C) (SEQ ID NO: 1597)
M-Fc-GGGGGAQ-W YEQDACEWDPWTCEHMAEV-LE
Cond-4 (C) (SEQ ID NO: 1598)
M -Fc-GGGGGAQ-NRLQEVCEWDPWTCEHMENV-LE
Cond-31 (C) (SEQ ID NO: 1599)
M-Fe-GGOGGAQ-AATQEECEWDPWTCEHMPRS-LE
Cond-C5 (C) (SEQ ID NO: 1600)
M-Fo-GGGGGAQ-LRHQEGCEWDPWTCEHMFDW-LE
Cond-42 (C) (SEQ ID NO: 1602)
M-Fe-GGGGGAQ-VPRQKDCEWDPWTCEHMY VG-LE
Cond-35 (C) (SEQ ID NO: 1602)
M-Fe-GGGGGAQ-SISHEECEWDPWTCEHMQVG-LE
Cond-43 (C) (SEQ ID NO: 1603)
M-Fe-GGGGGAQ-WAAQEECEWDPWTCEHMGRM-LE
Con4-49 (C) LSEQ ID NOQ: 1604)
IM-Fe-GGGGGAQ-TWPQDKCEWDPWTCEHMGST-LE
Cond-27 (C) (SEQ ID NO: 1605)
IM-Fe-GGOGGAQ-GHSQEECGWDPWTCEHMGTS-LE
Cond-48 (C) (SEQ ID NO: 1606)
M-Fe-GGGGGAQ-QHWQEECEWDPWTCDHMPSK-LE
Con4-46 (C) (SEQ ID NO: 1607)
IM-Fe-GGGGGAQ-NVRQEKCEWDPWTCEHMPVR-LE
Cond-41 (C) (SEQ ID NO: 1608)
[M-Fe-GGGGGAQ-KSGQVECNWDPWTCEHMPRN-LE
Con4-36 (C) (SEQ ID NO: 1609)
M-Fe-GGGGGAQ-VKTQEHCDWDPW TCEHMREW.-LE
Cond-34 (C) (SEQ ID NO: 1610) _
Cond-28 (C) -Fe-GGGOGAQ-AWGQEGCDWDPWTCEHMLFM-LE
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(SEQ ID NO: 1611)

M-Fe-GGGGGAQ-PYNQEDCEWDPWTCEHMPPM-LE

Con4-39 (C) (SEQ ID NO: 1612)
IM-Fc-GGGGGAQ-RAPQEDCEW DPWTCAHMDIK-LE
Cond-25 (C) (SEQ ID NO: 1613)
IM-Fc-GGGGGAQ-HGQNMECEWDPWTCEHMFRY-LE
Cond-50 (C) (SEQ ID NO: 1614)
M-Fe-GGGGGAQ-PRLQEECVWDPWTCEHMPLR-LE
Con4-38 (C) (SEQ ID NO: 1615)
M-Fo-GGGGGAQ-RTTQEKCEWDPWTCEHMESQ-LE
Cond-29 (C) (SEQ ID NO: 1616)
IM-Fc-GGGGCAQ-QTSQEDCYVWDEWTCDHMVSS-LE
Cond-47 (C) (SEQ ID NO: 1617)
IM-Fe-GGGGGAQ-QVIGRPCEWDPWTCEHLEGL-LE
Cond-20 (C) (SEQ ID NO: 1618)
M-Fe-GGGGGAQ-WAQQEECAWDPWTCDHMVGL-LE
Cond-45 (C) (SEQ ID NO: 1619)
T M-Fc.GGGGGAQ-LPGQEDCEWDPWTCEHMVRS-LE
Cond-37 (C) (SEQ ID NO: 1620)
_ M-Fc-GGGGGAQ-PMNQVECDWDPW TCEHMPRS-LE
Cond-33 (C) (SEQ ID NO: 1621)
M—Fc—GGGGGﬁ;Q-FGWSHGCEWDPWTCEHMGST-LE
AC2-Cond (C) (SEQ ID NO: 1622)
-Fe-GGGGGAQ-KSTQDDCDWDPWTCEHMVGP-LE
Cond-32 (C) (SEQ 1D NO: 1623)
M-Fo-GGGGGAQ-GPRISTCQWDPWTCEHMDQL-LE
Cond-17 (C) |{SEQ ID NOQ: 1624)
iM-Fe-GOGGGAQ-STIGDMCEWDPWTCAHMQVD-LE
(Cond-8 {C) (SEQ ID NO: 1625)

AC4-Cond (C)

IM-Fe-GOGGGAQ-VLGGQGCEWDPWTCRLLOQGW-LE
(SEQ ID NO: 1626)

M-Fe-GGOGGGAQ-VLGGQGCQWDPWTCSHLEDG-LE

Cond-1(C) (SEQ ID NO: 1627)
IM-Fc-GGGGGAQ-TTIGSMCEWDPWTCAHMQGG-LE

Cond-Cl (C) (SEQ ID NO: 1628)
M-Fe-GGGGGAQ-TKGKSVCQWDPWTCSHMQSG-LE

Cond-21 (C) (SEQ ID NO: 1629)

Cond-C2 (C) M-Fc-GGGGGAQ-TTIGSMCQWDPWTCAHMQGG-LE
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(SEQ ID NO: 1630)

M-Fe-GGGGGAQ-WVNEVVCEWDPWTCNHWDTP-LE

(Cond-18 (C) (SEQ ID NO: 1631)
_ M Fe-GGGGGAQ-VVQVGMCQWDPWTCKHMRLQ-LE
CoR4-19 (C) (SEQ ID NO: 1632)
Fc-GGGGGAQ-AVGSQTCEWDPWTCAHLVEV-LE
Cond-16 (C) (SEQ ID NO: 1633)
M-Fe-GGGGGAQ-QGMKMFCEWDPWTCAHIVYR-LE
Cond-11 (C) (SEQ ID NO: 1634)
M-Fc-GGGGGAQ-TTIGSMCQWDPWTCEHMQGG-LE
Cond-C4 (C) (SEQ ID NO: 1635)
M-Fe-GGGGGAQ-TSQRVGCEWDPWTCQHLTYT-LE
Cond-23 (C) (SEQ ID NO: 1636)
M-Fo-GGGOGAQ-QWSWPPCEWDPWTCQTVWPS-LE
Cond-15 (C) - (SEQ ID NO: 1637)
M_Fc-GGGGGAQ -GTSPSFCQWDPWTCSHMVQG-LE
Cond-9 (C) (SEQ ID NO: 1638)
M-Fc-GGGGGAQ-TQGLHQCEWDPWTCK VL WPS-LE
Cond-10 (C) (SEQ ID NO: 1639)
M-Fc-GGGGGAQ-VWRSQVCQWDPWTCNLGGDW-LE
Cond-22 (C) (SEQ ID NO: 1640)
M-Fe-GGGGGAQ-DKILEECQWDPWTCQFFYGA-LE
Cond-3 (C) (SEQ ID NO: 1641)
M-Fc-GGGGGAQ-ATFARQCQWDPWTCALGGNW -LE
Cond-5 (C) (SEQ ID NO: 1642)
M-Fc-GGGGGAQ-GPAQEECEWDPWTCEPLPLM.LE
Cond-30 (C) (SEQ ID NO: 1643)
IM-Fc-GGGGGAQ-RPEDMCSQWDPWTWHLQGYC-LE
(Cond-26 (C) (SEQ ID NO: 1644)
M-Fc-GGGGOAQ-LWQLAVCOWDPQTCDEMGAL-LE
Cond-7 (C) (SEQ ID NO: 1645)
M-Fc-GGGGGAQ-TQLVSLCEWDPWTCRLLDGW-LE
Con4-12 (C) (SEQ ID NO: 1646)
M-Fc-GGGGGAQ-MGGAGRCEWDPWTCQLLQGW-LE
Con4-13 (C) (SEQ ID NO: 1647)
M-Fc-GGGGGAQ-MFLPNECQWDPWTCSNLPEA-LE
Con4-14 (C) (SEQ ID NO: 1648)
on4-2 (C) -Fe-GGGGGAQ-FGWSHGCEWDPWTCRLLQGW-LE

109




ES 2599318 T3

(SEQ ID NO: 1649)

b

M-Fc-GGGGGAQ-WPQTEGCQWDPWTCRLLHGW-LE

Cond-6 (C) (SEQ ID NO: 1650)
M-Fc-GGGGGAQ-PDTRQGCQWDPWTCRLYGMW-LE
Cond-24 (C) (SEQ ID NO: 1651)

AC1-Cond (C)

M-Fe-GGGGGAQ-TWPQDKCEWDPWTCRLLQGW-LE
(SEQ ID NO: 1652)

AC3-Cond (C)

M-Fc-GGGGGAQ-DKILEECEWDPWTCRLLQGW-LE
(SEQ ID NO: 1653)

AC5-Cond (C)

M-Fe-GGGGGAQ-AATQEECEWDPWTCRLLQGW-LE
(SEQ ID NO: 1654)

Pbs madurado por
afinidad con derivado
L1

Secuencia de pepticuerpo (Seq Id No:)

MGAQ-TNFMPMDDLEQRLYEQFILQQG-LEGGGGG-Fc

L.1-7 (N) (SEQ ID NO: 1655)
MGAQ-TNYKPLDELDATLYEHWILQHS LEGGGGG-Fe
AC6-L1 (N) (SEQ ID NO: 1656)
MGAQ-QKYQPLDELDKTLYDQFMLQQG LEGGGGG-Fc
L1-15 (N) (SEQ ID NO: 1657)
MGAQ-LNFTPLDELEQTLYEQWTLQQS LEGGGGG-Fe
L1-2 (N) (SEQ ID NO: 1658)
MGAQ-QKFQPLDELEQTLYEQFMLQQA LEGGGGG Ec
1.1-10 (N) (SEQ ID NO: 1659)
MGAQ-QEYEPLDELDETLYNQWMFHQR LEGGGGG-Fe
L1-13 (N) (SEQ ID NO: 1660)
[MGAQ-VKYKPLDELDEILYEQQTFQER LEGGGGG-Fc
L1-5 (N) (SEQ ID NO: 1661)
MGAQ-TKFQPLDELDQTLYEQWTLQOR LEGGGGG-Fc
L1-C2 (N) (SEQ ID NO: 1662)
MGAQ-TNFQPLDELDQTLYEQWTLQQR LEGGGGG-Fe
L1-C3 (N) (SEQ ID NO: 1663)
IMGAQ-QNFKPMDELEDTLYKQFLFQHS LEGGGGG-Fe
L1-11 (N) (SEQ ID NO: 1664)
MGAQ-VKYKPLDELDEWLYHQFTLHHQ LEGGGGG-Fc
L1-17 (N) (SEQ ID NO: 1665)
MGAQ-YKFTPLDDLEQTLYEQWTLQHV LEGGGGG-Fe
L1-12 (N) (SEQ ID NO: 1666)

L1-1 (N)

MGAQ-QNYKPLDELDATLYEHFIFHYT LEGGGGG-Fc
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(SEQ ID NO: 1667)

IMGAQ-VKFKPLDALEQTLYEHWMFQQA LEGGGGG-Fe

L1-4 (N) (SEQ ID NO: 1668)
MGAQ-EDYMPLDALDAQLYEQFILLHG LEGGGGG-Fc

1.1-20 (N) (SEQ ID NO: 1669)
MGAQ-YKFNPMDELEQTLYEEFLFQHA LEGGGGG-Fe

L.1-22 (N) (SEQ ID NO: 1670)
GAQ-SNFMPLDELEQTLYEQFMLQHQ LEGGGGG-Fc

L1-14 (N) (SEQ ID NO: 1671)
MGAQ-QKFQPLDELEETLYKQWTLQQR LEGGGGG-Fc

L1-16 (N) (SEQ ID NO: 1672)
GAQ-QKFMPLDELDEIL YEQFMFQQS LEGGGGG-Fc

L1-18 (N) (SEQ ID NO: 1673)
' IMGAQ-TKENPLDELEQTLYEQWTLQHQ LEGGGGG-Fe

L1-3 (N) (SEQ ID NO: 1674)
MGAQ-HTFQPLDELEETLY YQWLYDQL LEGGGGG-Fe

[.1-21 (N) (SEQ ID NO: 1675)
MGAQ-QKFKPLDELEQTLYEQWTLQQR LEGGGGG-Fc

L1-C1 (N) (SEQ ID NO: 1676)
MGAQ-QTFQPLDDLEEYLYEQWIRRYH LEGGGGG-Fe

L1-19 (N) (SEQ ID NO: 1677)
IMGAQ-SKFKPLDELEQTLYEQWTLQHA LEGGGGG-Fe

1.1-9 (N) (SEQ ID NO: 1678)

Phks madurado por
afinidad con derivado

Secuencia de pepticuerpo (Seq ld No:)

“ont M-Fe-GGGGGAQ-SGQLRPCEEIFGCGTQNLAL-LE
Conl-4 (C) (SEQ ID NO: 1679)
M-Fc-GGGGGAQ-AGGMRPYDGMLGWPNYDVQA-LE
Conl-1(C) (SEQ ID NO: 1680)
M-Fe-GGGGGAQ-GQDLRPCEDMFGCGTKDWY G-LE
Conl-6 (C) (SEQ ID NO: 1681)
M-Fe-GGGGGAQ-APGQRPYDGMLGWPTYQRIV-LE
Conl-3 (C) (SEQ ID NO: 1682)
M-Fe-GGGGGAQ-QTWDDPCMHILGPVTWRRCI-LE
Conl-2 (C) (SEQ ID NO: 1683)
M-Fc-GGGGGAQ-FGDKRPLECMFGGPIQLCPR-LE
Con1-5 (C) (SEQ ID NO: 1684)

Original: Conl (C)

-Fe-GGGGGAQ-KRPCEEIFGGCTYQ-LE
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(SEQ ID NO: 1685)
FPbs madurado por Secuencia de pepticuerpo {Seq Id No:)
gfinidad con derivacqg
129
-Fe-GGGGGAQ-LQEWCEGVEDPFTFGCEKQR-LE
12-9-3 (C) (SEQ ID NO: 1686)
M-Fe-GGGGGAQ-MLDYCEGMDDPFTFGCDKQM-LE
12-9-7 (C) (SEQ ID NO: 1687)
| M-Fe-GGGGGAQ-HQEY CEGMEDPFTFGCEYQG-LE
12-9-6 (C) (SEQ ID NO: 1688)
IM-Fe-GGGGGAQ-LQDYCEGVEDPFTFGCENQR-LE
12-9-C2 (C) (SEQ ID NO: 1689)
M-Fe-GGGGGAQ-LLDYCEGVQDPFTFGCENLD-LE
12-9-5 (C) (SEQ ID NO: 1690)
M-Fe-GGGGGAQ-GFEYCDGMEDPFTFGCDKQT-LE
12-9-1 (C) (SEQ ID NO: 1691)
M-Fe-GGGGGAQ-AQDYCEGMEDPFTFGCEMQK-LE
12-9-4 (C) (SEQ ID NO: 1692)
M-Fe-GGOGOAQ-LODYCEGVEDPFTEGCEKQR-LE
12-9-CL(C) (SEQ ID NO: 1693) '
M-Fe-GGGGCGAQ-KLEYCDGMEDPFTQGCDNQS-LE
12-9-2 (C) (SEQ ID NO: 1694)
| M-Fe-GGOGGGAQ-FDYCEGVEDPFITFGCDINH-LE
Original: 12-9 (C) (SEQ ID NO: 1695)

Ademas de los compuestos TMP expuestos en la tabla 6, pueden usarse numerosos otros compuestos TMP en
conjuncioén con la presente invencion. En un aspecto, compuestos TMP comprenden la siguiente estructura general:

TMP;-(L1)n-TMP,

En el que TMP41 y TMP2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo de compuestos que comprende la
estructura principal:

Xo-X3-X4-X5-X5-X7-Xg-Xo-X10,

En el que,

X2 se selecciona del grupo que consiste en Glu, Asp, Lys, y Val;
X3 se selecciona del grupo que consiste en Gly y Ala;

X4 es Pro;

X5 se selecciona del grupo que consiste en Thry Ser;

Xs se selecciona del grupo que consiste en Leu, lle, Val, Ala 'y Phe;
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X7 se selecciona del grupo que consiste en Arg y Lys;

Xs se selecciona del grupo que consiste en GIn, Asn, y Glu;

Xg se selecciona del grupo que consiste en Trp, Tyr y Phe;

X1o se selecciona del grupo que consiste en Leu, lle, Val, Ala, Phe, Met y Lys;
L4 es un grupo de unién tal como se describe en el presente documento; y
nes0061;

y sales fisiolégicamente aceptables de los mismos.

En una realizacion, Ly comprende (Gly),, en el que n es de 1 a 20, y cuando n es mayor de 1, hasta la mitad de los
residuos Gly puede sustituirse por otro aminoacido seleccionado de los restantes 19 aminoacidos naturales o un
estereoisomero de los mismos.

Ademas de la estructura principal X>-X1o expuesta anteriormente para TMP1 y TMP,, también son posibles otras
estructuras relacionadas en las que se afiade uno o més de los siguientes a la estructural principal TMP1 y/o TMP2:
X1 se une al extremo N-terminal y/o X11, X12, X413 y/0 X14 se unen al extremo C-terminal, en el que Xi, Xi2, X13, ¥ X14
son de la siguiente manera:

X1 se selecciona del grupo que consiste en lle, Ala, Val, Leu, Ser, y Arg;

X11 se selecciona del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Ser, Thr, Lys, His, y Glu;
Xi12 se selecciona del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Gly, Ser, y Gin;

X13 se selecciona del grupo que consiste en Arg, Lys, Thr, Val, Asn, GIn, y Gly; y

X14 se selecciona del grupo que consiste en Ala, lle, Val, Leu, Phe, Thr, Arg, Glu, y Gly.

Los compuestos TMP que pueden usarse en conjuncion con la presente invencién se componen de, es decir,
comprenden, al menos 9 subunidades (X2>-Xi0), en el que X;-Xip comprenden la estructura principal. Las
subunidades X>-X14 son aminoacidos independientemente seleccionados de entre los 20 aminoacidos naturales, sin
embargo, la invencion abarca compuestos en los que X>-Xi4 se seleccionan independientemente del grupo de
aminoacidos no naturales atipicos bien conocidos en la técnica. Se identifican aminoacidos especificos para cada
posicion. Por ejemplo, X2 puede ser Glu, Asp, Lys, o Val. Se usan abreviaturas tanto de tres letras como de una
Unica letra para aminoacidos en el presente documento; en cada caso, las abreviaturas son las estandares que se
usan para los 20 aminoacidos naturales o variaciones bien conocidas de las mismas. Estos aminoacidos pueden
tener estereoquimica L o D (excepto por Gly, que no es ni L ni D), y los TMP (asi como todos los demas compuestos
de la invencién) pueden comprender una combinacion de estereoquimicas. La invencién también proporciona
moléculas de TMP inversas (asi como para todos los demas péptidos dados a conocer en el presente documento)
en las que la secuencia del extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal de los aminoacidos esta invertida.
Por ejemplo, el inverso de una molécula que tiene la secuencia normal Xi-X2-X3 seria X3-X2-Xi. La invencion
también proporciona moléculas TMP retroinversas (asi como para todas las demas moléculas de la invencion
descritas en el presente documento) en las que, como un TMP inverso, la secuencia del extremo amino terminal al
extremo carboxilo terminal de aminoacidos esta invertida y los residuos que normalmente son enantiémeros “L” en
TMP se alteran a la forma del estereoisémero “D”.

Ejemplos de compuestos TMP que pueden usarse en conjuncién con la presente invencion por tanto incluyen sin
limitacion los siguientes compuestos:

IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 993)
IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (ciclico) (SEQ. ID NO: 994)

IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lineal) (SEQ ID NO 995)

IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ. ID NO: 996)
IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 997)
IEGPTLRQWLAARA-GGGK(BrAc)GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 998)
IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 999)
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IEGPTLRQWLAARA-GGGK(PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1000)
IEGPTLRQWLAARA-GGGC(PEG) GGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1001)
IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1002)
IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

IIEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1003)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1004)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1005)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (SEQ. ID NO: 1006)
IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA-Fc (SEQ. ID NO: 1007)
Fc-GG-IEGPTLRQWLAARA-GPNG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1008)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1009)

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (ciclico) (SEQ. ID NO: 1010)
| |

Fc-IEGPTLRQCLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQCLAARA (lineal) (SEQ. ID NO: 1011)
Fc-IEGPTLRQALAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQALAARA (SEQ. ID NO: 1012)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGKGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1013)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1014)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGNGSGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1015)
Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA

Fc-IEGPTLRQWLAARA-GGGCGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1016)
Fc-GGGGG-IEGPTLRQWLAARA-GGGGGGGG-IEGPTLRQWLAARA (SEQ. ID NO: 1017)

Derivados

La invencién también contempla derivatizar la parte de péptido y/o vehiculo (tal como se describe a continuacion) de
los compuestos. Tales derivados pueden mejorar la solubilidad, absorcién, semivida bioldgica, y similares de los
compuestos. Los restos pueden alternativamente eliminar o atenuar cualquier efecto secundario no deseado de los

compuestos y similares. Ejemplos de derivados incluyen compuestos en los que:

1. El compuesto o alguna parte del mismo es ciclico. Por ejemplo, la parte de péptido puede modificarse para
contener dos o0 mas residuos Cys (por ejemplo, en el grupo de unién), que podrian ciclizar por formacién de enlaces
disulfuro. Para citas a referencias sobre la preparacién de derivados ciclizados, véase la tabla 2.

2. El compuesto esta reticulado o se hace incapaz de reticular entre moléculas. Por ejemplo, la parte de péptido
puede modificarse para contener un residuo Cys y asi ser capaz de formar un enlace disulfuro intermolecular con
una molécula similar. EI compuesto también puede reticularse a través de su extremo C-terminal, como en la

molécula mostrada a continuacion.

O
F1(X"),-CON
b NH,

H
F1-(x"),-CO-N NH
\/\g/
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3. Uno o mas uniones (enlaces) peptidilo [-C(O)NR-] esta sustituido por una unién no peptidilo. Ejemplos de uniones
no peptidilo son —CH2-carbamato [-CH>-OC(O)NR-], fosfonato, -CH2-sulfonamida [-CH2-S(O)2NR-], urea
[-NHC(O)NH-], -CH2-amina secundaria, y péptido alquilado [-C(O)NRG6- en el que R6 es alquilo inferior].

4. El extremo N-terminal esta derivatizado. Normalmente, el extremo N-terminal puede acilarse o modificarse a una
amina sustituida. Ejemplos de grupos derivados N-terminal incluyen —NRR1 (diferente de -NH2), -NRC(O)R1,
-NRC(O)OR1, -NRS(0)2R1, -NHC(O)NHR1, succinimida, o benciloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-), en los que Ry R1 son
cada uno independientemente hidrégeno o alquilo inferior y en los que el anillo de fenilo puede estar sustituido con
de 1 a 3 sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo C1-C4, alcoxilo C1-C4, cloro; y bromo.

5. El extremo C-terminal libre estar derivatizado. Normalmente, el extremo C-terminal se esterifica o amida. Por
ejemplo, pueden usarse métodos descritos en la técnica para afiadir (NH-CH2-CH2-NH2)2 a compuestos de esta
invencion. De manera similar, pueden usarse métodos descritos en la técnica para afiadir -NH2 a compuestos de
esta invencion. Ejemplos de grupos derivados C-terminal incluyen, por ejemplo, -C(O)R2 en el que R2 es alcoxilo
inferior o0 -NR3R4 en el que R3 y R4 son independientemente hidrégeno o alquilo C1-C8 (preferiblemente alquilo
C1-C4).

6. Un enlace disulfuro esta sustituido por otro resto de reticulacion, preferiblemente mas estable (por ejemplo, un
alquileno). Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med. Chem. 39: 3814-9; Alberts et al. (1993) Thirteenth
Am. Pep. Symp., 357-9.

7. Se modifica uno o mas residuos de aminoacido individuales. Se conoce que varios agentes derivatizantes
reaccionan especificamente con cadenas laterales o residuos terminales seleccionados, tal como se describe en
detalle a continuacion.

8. Se usan normalmente polimeros heterobifuncionales para unir proteinas. Un ejemplo es SMCC, o Succinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato. El extremo NHS (N-hidroxisuccinimida) reacciona con aminas primarias,
que con la conjugacion a pH ~ 7 es 6ptimo. Una vez formado el complejo, la reaccion de la parte de maleimida de
SMCC puede continuar con otra proteina/péptido que contiene un grupo sulfhidrilo libre, que se produce a una
velocidad mas rapida que la formacién de la amida en la reaccién inicial. El resultado es una unién entre dos
proteinas, por ejemplo, conjugados anticuerpo-enzima. Una aplicacién se ilustra mediante la preparacion de
fragmentos Fab’ entrelazados a peroxidasa de rabano (Ishikwa, et al., 1983a,b; Yoshitake et al., 1982a,b; Imagawa
et al, 1982; Uto et al, 1991). El uso de Sulfo SMCC (Sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-
carboxilato) permite la solubilidad en agua de modo que no es necesaria una etapa de solubilizacién organica,
permitiendo mayor flexibilidad y menos interrupcioén de la actividad en la reaccion con proteinas.

Pueden hacerse reaccionar residuos lisinilo y residuos amino-terminales con anhidridos de acido succinico u otros
anhidridos de acido carboxilico, que invierten la carga de los residuos lisinilo. Otros reactivos adecuados para
derivatizar residuos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de metilo; piridoxal
fosfato; piridoxal; cloroborohidruro; acido trinitrobencenosulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y la reaccion
con glioxilato catalizada por transaminasa.

Los residuos de arginilo pueden modificarse mediante reaccién con uno cualquiera o una combinacién de varios
reactivos convencionales, incluidos fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacion
de residuos de arginilo requiere que la reaccion se lleve a cabo en condiciones alcalinas debido al elevado pKa del
grupo funcional de guanidina. Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como con el
grupo épsilon-amino de la arginina

La modificacion especifica de los residuos de tirosilo se ha estudiado extensamente, con un interés particular en la
introduccion de marcadores espectrales en los residuos de tirosilo mediante reaccidon con compuestos aromaticos de
diazonio o con tetranitrometano. Mas habitualmente, se utilizan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar
especies de O-acetil tirosilo y derivados 3-nitro, respectivamente.

Los grupos laterales carboxilicos (aspartilo o glutamilo) pueden modificarse selectivamente mediante reacciéon con
carbodiimidas (R-N=C=N-R’) tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4-4-
dimetilpentil)carbodiimida). Ademas, los residuos de aspartilo y glutamilo pueden convertirse en residuos de
asparaginilo y glutaminilo por reaccién con iones de amonio.

Los residuos de glutaminilo y asparaginilo pueden desamidarse a los correspondientes residuos de glutamilo y
aspartilo. Como alternativa, estos residuos se desamidan en condiciones acidas suaves. Las dos formas de estos
residuos estan dentro del alcance de esta invencion.

Los residuos de cisteinilo pueden sustituirse por residuos de aminoacido u otros restos para o bien eliminar los
enlaces disulfuro o bien, en cambio, estabilizar la reticulacion. Véase, por ejemplo, Bhatnagar et al. (1996), J. Med.
Chem. 39: 3814-9.

La derivatizacién con agentes bifuncionales es util para reticular los péptidos o sus derivados funcionales a una
matriz de soporte insoluble en agua o a otros vehiculos macromoleculares. Agentes de entrecruzamiento que se
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usan habitualmente incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, incluyendo
ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3’-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano. Agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato proporcionan
intermedios que pueden fotoactivarse que son capaces de formar reticulaciones en presencia de luz.
Alternativamente, matrices reactivos insolubles en agua tales como carbohidratos activados por bromuro de
ciandgeno y los sustratos reactivos descritos en las patentes estadounidenses n°® 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128;
4.247.642; 4.229.537; y 4.330.440 se emplean para la inmovilizacién de proteinas.

Grupos de carbohidrato (oligosacarido) pueden de manera conveniente unirse a sitios que se conocen que son sitios
de glicosilacion en proteinas. Generalmente, oligosacaridos unidos a O se unen a residuos de serina (Ser) o treonina
(Thr) mientras que oligosacaridos unidos a N se unen a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la
secuencia Asn-X-Ser/Thr, en la que X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. X es preferiblemente uno de
los 19 aminoacidos naturales diferentes de prolina. Las estructuras de los oligosacéaridos unidos a N y unidos a O y
los residuos de azlcares que se encuentran en cada tipo son diferentes. Un tipo de azucar que se encuentra
habitualmente en ambos es acido N-acetilneuraminico (denominado acido sialico). El acido sialico es habitualmente
el residuo terminal de oligosacaridos unidos tanto a N como a O vy, debido a su carga negativa, puede impartir
propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el grupo de unién de los
compuestos de esta invencion y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la produccion recombinante de
los compuestos de polipéptido (por ejemplo, en células mamiferas tales como CHO, BHK, COS). Sin embargo, tales
sitios pueden glicosilarse adicionalmente mediante procedimientos sintéticos o semisintéticos conocidos en la
técnica.

Otras posibles modificaciones incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacion de grupos hidroxilo de
residuos de serilo o treonilo; oxidacién del atomo de azufre en Cys, metilacién de los grupos alfa-amino de cadenas
laterales de lisina, arginina, e histidina. Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties (W. H. Freeman &
Co., San Francisco), pag. 79-86 (1983).

Los compuestos de la presente invencion pueden cambiarse a nivel de ADN también. La secuencia de ADN de
cualquier parte del compuesto puede cambiarse a codones mas compatibles con la célula huésped elegida. Para E.
coli, que es la célula huésped preferida, se conocen codones optimizados en la técnica. Los codones pueden
sustituirse para eliminar sitios de restriccion o para incluir sitios de restriccion silencios, que pueden ayudar en el
tratamiento del ADN en la célula huésped seleccionada. El vehiculo, el grupo de unién y las secuencias peptidicas
de ADN pueden modificarse para incluir cualquiera de los cambios de secuencia anteriores.

Derivados conjugados con isétopos y toxinas. Otro conjunto de derivados Utiles son las moléculas descritas
anteriormente conjugadas a toxinas, trazadores o radioisétopos. Tal conjugacion es especialmente Uutil para
moléculas que comprenden secuencias peptidicas que se unen a células tumorales o patégenos. Tales moléculas
pueden usarse como agentes terapéuticos o como ayuda en cirugia (por ejemplo, cirugia radioinmunoguiada o
RIGS) o como agentes diagndsticos (por ejemplo, radioinmunodiagnéstico o RID).

Como agentes terapéuticos, estos derivados conjugados presentan varias ventajas. Facilitan el uso de toxinas y
radioisotopos que serian téxicos si se administrasen sin la union especifica proporcionada por la secuencia
peptidica. También pueden reducir los efectos secundarios que acompafian al uso de radiacién y quimioterapia
facilitando dosis eficaces menores de la pareja de conjugacion.

Las parejas de conjugacion utiles incluyen:
* radioisétopos, tales como itrio 90, yodo 131, actinio 225 y bismuto 213;

» toxinaricina A, toxinas derivadas de microbios tales como endotoxina de Pseudomonas (por ejemplo, PE38,
PE40), y similares;

*  parejas moleculares en sistemas de captura (véase a continuacion);

« biotina, estreptavidina (utiles como o bien parejas moleculares en sistemas de captura o bien como
trazadores, especialmente para uso diagnostico); y

*  agentes citotoxicos (por ejemplo, doxorubicina).

Una adaptacion util de estos derivados conjugados es su uso en un sistema de captura. En un sistema de este tipo,
la molécula de la presente invencion comprenderia una molécula de captura benigna. Esta molécula de captura
podria unirse especificamente a una molécula efectora separada que comprende, por ejemplo, una toxina o un
radioisotopo. Tanto la molécula conjugada con vehiculo como la molécula efectora se administrarian al paciente. En
un sistema de este tipo, la molécula efectora tendria una vida media corta excepto cuando esta unida a la molécula
de captura conjugada con el vehiculo, minimizando por tanto cualquier efecto secundario téxico. La molécula
conjugada con el vehiculo tendria una vida media relativamente larga pero seria benigna y no toxica. Las partes de
union especifica de ambas moléculas pueden ser parte de un par de unién especifica conocida (por ejemplo, biotina,
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estreptavidina) o pueden resultar de métodos de generacién de péptidos tales como los descritos en el presente
documento.

Tales derivados conjugados pueden prepararse mediante métodos conocidos en la técnica. En el caso de moléculas
efectoras proteicas (por ejemplo, endotoxina de Pseudomonas), tales moléculas pueden expresarse como proteinas
de fusion a partir de constructos de ADN correlativos. Pueden prepararse derivados conjugados con radioisétopos,
por ejemplo, tal como se describe para el anticuerpo BEXA (Coulter). Pueden prepararse derivados que comprenden
agentes citotéxicos o toxinas microbianas, por ejemplo, tal como se describe para el anticuerpo BR96 (Bristol-Myers
Squibb). Pueden prepararse moléculas empleadas en sistemas de captura, por ejemplo, tal como se describe
mediante las patentes, solicitudes de patente y publicaciones de NeoRx. Pueden prepararse moléculas empleadas
para RIGS y RID, por ejemplo, mediante las patentes, solicitudes de patente y publicaciones de NeoProbe.

Vehiculos

La invencion requiere la presencia de al menos un vehiculo unido a un péptido a través del extremo N-terminal,
extremo C-terminal o una cadena lateral de uno de los residuos de aminoacido. También pueden usarse multiples
vehiculos. En un aspecto, un dominio Fc es el vehiculo. El dominio Fc puede fusionarse a los extremos N- o C-
terminal de los péptidos o en los extremos tanto N- como C-terminal.

En varias realizaciones de la invencién, el componente de Fc es o bien un Fc nativo o bien una variante de Fc. La
fuente de inmunoglobulina del Fc nativo es, en un aspecto, de origen humano y puede, en realizaciones alternativas,
ser de cualquier clase de inmunoglobulina. Los dominios Fc nativos estan constituidos por polipéptidos monomeéricos
que pueden unirse para dar formas diméricas o multiméricas mediante asociaciéon covalente (es decir, enlaces
disulfuro) y/o no covalente. El nimero de enlaces disulfuro intermoleculares entre subunidades monoméricas de
moléculas de Fc nativas oscila de 1 a 4 dependiendo de la clase (por ejemplo, 1gG, IgA, IgE) o la subclase (por
ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgA1, IgGA2). Un ejemplo de un Fc nativo es un dimero unido por enlaces disulfuro que
resulta de la digestiéon con papaina de una IgG (véase Ellison et al. (1982), Nucleic Acids Res. 10: 4071-9).

Debe observarse que los monémeros de Fc se dimerizaran de manera espontanea cuando estén presentes los
residuos de cisteina apropiados, a menos que estén presentes condiciones particulares que impiden la dimerizacion
a través de la formacion de enlaces disulfuro. Incluso si los residuos de cisteina que normalmente forman enlaces
disulfuro en el dimero de Fc se eliminan o sustituyen por otros residuos, las cadenas monoméricas generalmente
formaran un dimero a través de interacciones no covalentes. El término “Fc” en el presente documento se usa para
referirse a cualquiera de estas formas: el monémero nativo, el dimero nativo (unido por enlaces disulfuro), dimeros
modificados (unidos por enlaces disulfuro y/o de manera no covalente), y monémeros modificados (es decir,
derivados).

Tal como se observa, las variantes de Fc son vehiculos adecuados dentro del alcance de esta invencién. Un Fc
nativo puede modificarse extensamente para formar una variante de Fc siempre que se mantenga la unién al
receptor salvaje; véanse por ejemplo los documentos WO 97/34631 y WO 96/32478. En tales variantes de Fc,
pueden eliminarse uno o mas sitios de un Fc nativo que proporcionan caracteristicas estructurales o actividad
funcional no requerida por las moléculas de fusion de esta invencién. Pueden eliminarse estos sitios, por ejemplo,
sustituyendo o delecionando residuos, insertando residuos en el sitio o truncando partes que contienen el sitio. Los
residuos insertados o sustituidos también pueden ser aminoéacidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-
aminoacidos. Pueden ser deseables variantes de Fc por varios motivos, varios de los cuales se describen a
continuacion. Ejemplos de variantes de Fc incluyen moléculas y secuencias en las que:

1. Se eliminan sitios implicados en la formacién de enlaces disulfuro. Tal eliminacién puede evitar la reaccion con
otras proteinas que contienen cisteina presentes en la célula huésped usada para producir las moléculas de la
invencion. Para este fin, puede truncarse el segmento que contiene cisteina en el extremo N-terminal o pueden
delecionarse o sustituirse residuos de cisteina por otros aminoacidos (por ejemplo, alanilo, serilo). Incluso cuando se
eliminan residuos de cisteina, los dominios Fc de cadena sencilla pueden formar todavia un dominio Fc dimérico que
se mantiene unido de manera no covalente.

2. Se modifica un Fc nativo para hacerlo mas compatible con una célula huésped seleccionada. Por ejemplo, puede
eliminarse la secuencia PA cerca del extremo N-terminal de un Fc nativo tipico, que puede reconocerse por una
enzima digestiva en E. coli tal como prolina iminopeptidasa. También puede afiadirse un residuo de metionina
N-terminal, especialmente cuando la molécula se expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal
como E. coli.

3. Se elimina una parte del extremo N-terminal de un Fc nativo para impedir la heterogeneidad N-terminal cuando se
expresa en una célula huésped seleccionada. Para este fin, puede delecionarse cualquiera de los primeros 20
residuos de aminoacido en el extremo N-terminal, particularmente aquellos en las posiciones 1, 2, 3,4 y 5.

4. Se eliminan uno o mas sitios de glicosilacion. Residuos que normalmente estan glicosilados (por ejemplo,
asparagina) pueden conferir una respuesta citolitica. Tales residuos pueden delecionarse o sustituirse por residuos
no glicosilados (por ejemplo, alanina).
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5. Se eliminan sitios implicados en interaccién con el complemento, tal como el sitio de unién a C1q. Por ejemplo,
puede delecionarse o sustituirse la secuencia EKK de IgG1 humana. El reclutamiento del complemento puede no ser
ventajoso para las moléculas de esta invencién y de ese modo puede evitarse con una variante de Fc de este tipo.

6. Se eliminan sitios que afectan a la unién a receptores de Fc distintos de un receptor salvaje. Un Fc nativo puede
tener sitios para la interaccién con determinados glébulos blancos que no se requieren para las moléculas de fusion
de la presente invencion y por tanto pueden eliminarse.

7. Se elimina el sitio de ADCC. Los sitios de ADCC se conocen en la técnica; véase, por ejemplo, Molec. Immunol.
29 (5): 633-9 (1992) con respecto a sitios de ADCC en IgG1. Estos sitios tampoco se requieren para las moléculas
de fusion de la presente invencién y por tanto pueden eliminarse.

8. Cuando el Fc nativo se deriva de un anticuerpo no humano, el Fc nativo puede humanizarse. Normalmente, para
humanizar un Fc nativo, se sustituiran residuos seleccionados en el Fc nativo no humano por residuos que se
encuentran normalmente en Fc nativo humano. Se conocen bien en la técnica técnicas para la humanizacion de
anticuerpos.

Un vehiculo alternativo seria una proteina, un polipéptido, péptido, anticuerpo, fragmento de anticuerpo o una
molécula pequefia (por ejemplo, un compuesto peptidomimético) que puede unirse a un receptor salvaje. Por
ejemplo, podria usarse como vehiculo un polipéptido tal como se describe en la patente estadounidense n.°
5.739.277, concedida el 14 de abril de 1998 a Presta et al. También podrian seleccionarse péptidos mediante
presentacion en fago para la union al receptor salvaje FcRn. Tales compuestos de unién a receptor salvaje también
se incluyen dentro del significado de “vehiculo” y estan dentro del alcance de esta invencién. Tales vehiculos deben
seleccionarse para lograr un aumento de la vida media (por ejemplo, evitando secuencias reconocidas por
proteasas) y una disminucion de la inmunogenicidad (por ejemplo, favoreciendo secuencias no inmunogénicas, tal
como se descubre en la humanizacién de anticuerpos).

Pueden construirse variantes, analogos o derivados de la parte de Fc, por ejemplo, realizando diversas sustituciones
de residuos o secuencias.

Polipéptidos de variantes (o analogos) incluyen variantes de insercion, en las que uno o mas residuos de aminoacido
complementan una secuencia de aminoacidos de Fc. Las inserciones pueden estar ubicadas en cualquiera o ambos
extremos terminales de la proteina, o pueden estar colocadas dentro de regiones internas de la secuencia de
aminoacidos de Fc. Variantes de insercion, con residuos adicionales en cualquiera o ambos extremos terminales,
pueden incluir por ejemplo proteinas de fusion y proteinas que incluyen marcadores o etiquetas de aminoacido. Por
ejemplo, la molécula de Fc puede contener opcionalmente una Met N-terminal, especialmente cuando la molécula se
expresa de manera recombinante en una célula bacteriana tal como E. coli.

En variantes de delecién de Fc, se eliminan uno o mas residuos de aminoacido en un polipéptido de Fc. Las
deleciones pueden efectuarse en uno o ambos extremos terminales del polipéptido de Fc, o con eliminacion de uno
0 mas residuos dentro de la secuencia de aminoacidos de Fc. Las variantes de delecién, por tanto, incluyen todos
los fragmentos de una secuencia de polipéptido de Fc.

En variantes de sustitucion de Fc, se eliminan uno o mas residuos de aminoacido de un polipéptido de Fc y se
sustituyen por residuos alternativos. En un aspecto, las sustituciones son de naturaleza conservativa y se conocen
bien en la técnica sustituciones conservativas de este tipo. Alternativamente, la invencion abarca sustituciones que
son también no conservativas. Ejemplos de sustituciones conservativas se describen en Lehninger, [Biochemistry, 22
edicion; Worth Publishers, Inc. Nueva York (1975), pag. 71-77] y se exponen a continuacion.

SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS |
CARACTERISTICA DE CADENA LATERAL AMINOACIDO
No polar (hidréfoba)
A. Alifatica ALIVP
B. Aromatica FW
C. Que contiene azufre
D. Limite

No cargada polar:
A. Hidroxilo STY
B. Amidas NQ
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C. Sulfhidrilo C

D. Limite G
Con carga positiva (basica) KRH
Con carga negativa (4cida) DE

Ejemplos de sustituciones conservativas alternativas se exponen a continuacion.
SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS Il
RESIDUO ORIGINAL EJEMPLO DE SUSTITUCION

Ala (A) Val, Leu, lle

Arg (R) Lys, GIn, Asn

Asn (N) GIn, His, Lys, Arg

Asp (D) Glu

Cys (C) Ser

GIn (Q) Asn

Glu (E) Asp

His (H) Asn, GIn, Lys, Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,

Leu (L) lle, Val, Met, Ala, Phe

Lys (K) Arg, GIn, Asn

Met (M) Leu, Phe, lle

Phe (F) Leu, Val, lle, Ala

Pro (P) Gly

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr

Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser

Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala

Por ejemplo, pueden delecionarse o reemplazarse residuos de cisteina por otros aminoacidos para impedir la
formacion de parte de o todas las reticulaciones por disulfuros de las secuencias de Fc. Cada residuo de cisteina
puede eliminarse y/o sustituirse por otros aminoacidos, tales como Ala o Ser. Como otro ejemplo, también pueden
hacerse modificaciones para introducir sustituciones de aminoéacidos para (1) suprimir el sitio de unién a receptor de
Fc; (2) suprimir el sitio de unién al complemento (C1q); y/o (3) suprimir el sitio de citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC). Tales sitios se conocen en la técnica, y cualquier sustitucion conocida esta
dentro del alcance de Fc tal como se usa en el presente documento. Por ejemplo, véase Molecular Immunology, vol.
29, n.° 5, 633-639 (1992) con respecto a sitios de ADCC en IgG1.

Asimismo, pueden sustituirse uno o mas residuos de tirosina por residuos de fenilalanina. Ademas, también se
contemplan otras inserciones, deleciones y/o sustituciones de aminoacidos variantes y estan dentro del alcance de
la presente invencién. Generalmente se prefieren sustituciones de aminoacidos conservativas. Ademas, las
alteraciones pueden estar en forma de aminoacidos alterados, tales como peptidomiméticos o D-aminoacidos.

También pueden derivatizarse secuencias de Fc tal como se describe en el presente documento para péptidos, es
decir, que llevan modificaciones distintas de insercion, delecidon, o sustitucion de residuos de aminoacido.
Preferiblemente, las modificaciones son de naturaleza covalente, e incluyen por ejemplo, enlaces quimicos con
polimeros, lipidos, otros restos organicos e inorganicos. Pueden preparase derivados de la invencion para aumentar
la vida media circulante, o pueden disefiarse para mejorar la capacidad de direccionamiento del polipéptido a
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células, tejidos u érganos deseados.

También es posible usar el dominio de unién al receptor salvaje de la molécula de Fc intacta como la parte de Fc de
un compuesto de la invencién, tal como se describe en el documento WO 96/32478, titulado “Altered Polypeptides
with Increased Half-Life”. Miembros adicionales de la clase de moléculas designadas como Fc en el presente
documento son aquellas que se describen en el documento WO 97/34631, titulado “Immunoglobulin like-domains
with increased half-lives”.

Componentes WSP

Los compuestos de la invencion pueden incluir ademas al menos un WSP. El resto WPS de la molécula puede ser
ramificado o no ramificado. Para el uso terapéutico de la preparacion del producto final, el polimero es
farmacéuticamente aceptable. En general, se selecciona un polimero deseado basandose en tales consideraciones
como si el conjugado del polimero se usara terapéuticamente, y en ese caso, la dosis deseada, el tiempo de
circulacion, resistencia a protedlisis, y otras consideraciones. En diversos aspectos, el peso molecular promedio de
cada polimero soluble en agua estd entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa, entre
aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, entre aproximadamente 12 kDa y aproximadamente 40 kDa y
entre aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa. En aun otro aspecto el peso molecular de cada
polimero esta entre aproximadamente 6 kDa y aproximadamente 25 kDa. El término “aproximadamente” tal como se
usa en el presente documento y en su totalidad, indica que en las preparaciones de un polimero soluble en agua,
algunas moléculas pesaran mas, algunas menos, que el peso molecular mencionado. Generalmente, cuanto mayor
es el peso molecular o cuantas mas ramificaciones, mas alta es la proporcién polimero/proteina. Pueden usarse
otros tamafios, en funciéon del perfil terapéutico deseado incluyendo, por ejemplo, la duracién de la liberacion
sostenida; los efectos, si los hay, sobre la actividad bioldgica; la facilidad en la manipulacion; el grado o falta de
antigenicidad y otros efectos conocidos de un polimero soluble en agua sobre una proteina terapéutica.

El WSP debe unirse a un polipéptido o péptido teniendo en consideracion los efectos sobre dominios funcionales o
antigénicos del polipéptido o péptido. En general, puede realizarse una derivatizacién quimica en cualquier condicién
adecuada usada para hacer reaccionar una proteina con una molécula de polimero activado. Los grupos de
activacion que pueden usarse para unir el polimero soluble en agua a una o mas proteinas incluyen sin limitacién
sulfona, maleimida, sulthidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina, oxirano y 5-piridilo. Si se une al péptido mediante
alquilacion reductora, el polimero seleccionado debe tener un uUnico aldehido reactivo de modo que el grado de
polimerizacién se controle.

Los polimeros solubles en agua adecuados, clinicamente aceptables incluyen sin limitacién PEG, polietilenglicol
propionaldehido, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol, carboximetilcelulosa,
poliacetales, poli (alcohol vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3, 6-trioxano, copolimero de
etileno/anhidrido maleico, poli-(beta-aminoacidos) (o bien homopolimeros o bien copolimeros al azar), poli (n-
vinilpirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol (PPG) y otros poli (6xidos de alquileno),
copolimeros de poli (6xido de propileno)/éxido de etileno, polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros
polioles polioxietilados, sorbitol polioxietilado o glucosa polioxietilada, acidos colénicos u otros polimeros de hidratos
de carbono, Ficoll o dextrano y mezclas de los mismos.

Los polimeros solubles en agua también pueden hacerse para ser térmicamente sensibles, como en la formacion de
geles térmicos inversos. Ejemplos incluyen Tetronics, con estructuras principales tetra armadas y copolimeros de
PEG-PLGA. La hidrofilia de los polimeros puede variarse sustituyendo las partes hidréfobas en la cadena polimérica.
Un ejemplo de esto es en la fabricacion de PLGA, en el que la proporcion de acido lactico a acido glicélico puede
aumentarse para permitir una menor solubilidad en agua. Pueden desearse polimeros solubles en agua inferiores en
determinadas aplicaciones, por ejemplo en el aumento del potencial para interaccionar con membranas celulares. A
la hora de la reconstitucion, puede usarse una proporcién de fosfolipidos para inducir la formacion de micelas o
liposomas en disolucién. La ventaja de un sistema tal puede estar en la capacidad de incorporar algo de la proteina
dentro de la micela, con el potencial beneficio de prolongar la administracion. Los fosfolipidos capaces de formar
liposomas o micelas incluyen DMPG, DMPC, DOPC, DOPG y componentes de refuerzo de liposomas secundarios
apropiados tales como colesterol. Determinados excipientes, tales como DEA-oleth-10 fosfato y oleth 10-fosfato, son
capaces de formar micelas en disolucion.

Los polimeros de polisacaridos son otro tipo de polimero soluble en agua que pueden usarse para la modificacion de
péptidos. La modificacion de proteinas o péptidos mediante la adicién de polisacarido(s), por ejemplo, glicosilacion,
puede aumentar la semivida, disminuir la antigenicidad, aumentar la estabilidad y disminuir la protedlisis. Los
dextranos son polimeros de polisacaridos compuestos por subunidades individuales de glucosa unidas de manera
predominante mediante enlaces a1-6. El propio dextrano esta disponible en muchos intervalos de peso molecular, y
esta facilmente disponible en pesos moleculares de desde aproximadamente 1 kD hasta aproximadamente 70 kD. El
dextrano es un polimero soluble en agua adecuado para su uso en la presente invencion como vehiculo por si
mismo o en combinacién con otro vehiculo (por ejemplo, Fc). Véanse, por ejemplo, los documentos WO 96/11953 y
WO 96/05309. Se ha notificado el uso de dextrano conjugado a inmunoglobulinas terapéuticas o de diagndstico;
véase, por ejemplo, la publicacion de patente europea n.° 0 315 456. Se prefiere dextrano de aproximadamente 1 kD
a aproximadamente 20 kD cuando se usa dextrano como vehiculo segun la presente invencion.
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En una realizacién, el WSP es PEG y la invencién contempla preparaciones en las que se modifica un compuesto
para incluir cualquiera de las formas de PEG que se han usado para derivatizar otras proteinas tales como y sin
limitacion mono-(C1-C10) alcoxi- o ariloxi-polietilenglicol. El polietilenglicol propionaldehido puede tener ventajas en
la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El grupo PEG puede ser de cualquier peso molecular conveniente y
puede ser lineal o ramificado. El peso molecular promedio de PEG contemplado para su uso en la invencion oscila
entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50
kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 10 kDa. En otro aspecto, el resto de PEG tiene un peso
molecular de desde aproximadamente 6 kDa hasta aproximadamente 25 kDa. Los grupos PEG generalmente se
unen a péptidos o proteinas por medio de acilacion o alquilacion reductora a través de un grupo reactivo en el resto
de PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) con un grupo reactivo en la proteina o el péptido diana
(por ejemplo, un grupo aldehido, amino o éster). Usando métodos descritos en el presente documento, puede
prepararse una mezcla de moléculas de conjugados de polimero/péptido, y la ventaja proporcionada en el presente
documento es la capacidad para seleccionar la proporcion de conjugado de polimero/péptido que va a incluirse en la
mezcla. Por tanto, si se desea, puede prepararse una mezcla de péptidos con diversos numeros de restos de
polimero unidos (es decir, cero, uno o dos) con una proporcion determinada de conjugado de polimero/proteina.

Una estrategia util para la pegilacién (otros métodos se describen en mas detalle en el presente documento) de
péptidos sintéticos consiste en combinar, a través de la formaciéon de un enlace de conjugado en disolucion, un
péptido y un resto de PEG, llevando cada uno una funcionalidad especial que es mutuamente reactiva hacia la otra.
Los péptidos pueden prepararse facilmente con sintesis en fase solida convencional. Los péptidos se “preactivan”
con un grupo funcional apropiado en un sitio especifico. Los precursores se purifican y se caracterizan
completamente antes de reaccionar con el resto de PEG. El ligamiento del péptido con PEG tiene lugar
habitualmente en fase acuosa y puede monitorizarse faciimente mediante HPLC analitica de fase inversa. Los
péptidos pegilados pueden purificarse facilmente mediante HPLC preparativa y caracterizarse mediante HPLC
analitica, analisis de aminoacidos y espectrometria de masas de desorcién laser.

Grupos de uniéon

Cualquier “grupo de unién” es opcional, tanto si se posiciona entre péptidos, péptido y vehiculo o vehiculo y WSP.
Cuando esta presente, su estructura quimica no es critica, ya que sirve principalmente como separador. El grupo de
union se compone preferiblemente de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Por tanto, en
realizaciones preferidas, el grupo de uniéon se compone de desde 1 hasta 20 aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos, en el que los aminoacidos se seleccionan de los 20 aminoacidos naturales. Algunos de estos
aminoacidos pueden glicosilarse, como entienden bien los expertos en la técnica. En una realizacion mas preferida,
los 1 a 20 aminoacidos se seleccionan de glicina, alanina, prolina, asparagina, glutamina, y lisina. Incluso mas
preferiblemente, un grupo de unién se compone de una mayoria de aminoacidos que estan estéricamente
impedidos, tal como glicina y alanina. Por tanto, grupos de unién preferidos son poligliconas (particularmente (Gly)4,
(Gly)5, (Gly)8, poli(Gly-Ala), y polialaninas. Otros ejemplos de grupos de unién especificos son:

(Gly)3Lys(Gly)4 (SEQ ID NO: 1018)

(Gly)3AsnGlySer(Gly)2 (SEQ ID NO: 1019);

(Gly)3Cys(Gly)4 (SEQ ID NO: 1020); y

GlyProAsnGlyGly (SEQ ID NO: 1021).

Para explicar la nomenclatura anterior, por ejemplo, (Gly)3Lys(Gly)4 significa Gly-Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-Gly-Gly.
También se prefieren combinaciones de Gly y Ala. Los grupos de unién mostrados aqui son ejemplos; los grupos de

unién dentro del alcance de esta invencion pueden ser mas largos y pueden incluir otros residuos.

También son posibles grupos de unién no peptidicos. Por ejemplo, podrian usarse grupos de unién alquilo tales
como -NH-(CH2)s-C(O)-, en el que s = 2-20. Estos grupos de unién alquilo pueden sustituirse adicionalmente por
cualquier grupo que no impida estéricamente, tal como alquilo inferior (por ejemplo, C1-C6), acilo inferior, halégeno
(por ejemplo, Cl, Br), CN, NH2, fenilo, etc. Un ejemplo de grupo de unién no peptidico es un grupo de unién PEG,

é\ﬁ/\/‘)\/\eo/\/x?\)k;

en el que n es tal que el grupo de unidn tiene un peso molecular de 100 a 5000 kD, preferiblemente 100 a 500 kD.
Los grupos de unién peptidicos pueden alterarse para formar derivados de la misma manera descrita anteriormente.

Produccién de péptidos y polipéptidos:
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Un péptido que se ha identificado puede prepararse en células huésped transformadas usando técnicas de ADN
recombinante. Si el componente de vehiculo es un polipéptido, el producto de fusidén de polipéptido- o péptido-
vehiculo puede expresarse como uno. Para hacer esto, se prepara en primer lugar una molécula de ADN
recombinante que codifica para el péptido usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, podrian
cortarse secuencias que codifican para los péptidos de ADN usando enzimas de restriccion adecuadas.
Alternativamente, la molécula de ADN podria sintetizarse usando técnicas de sintesis quimica, tal como el método
de fosforamidato. Ademas, podria usarse una combinacion de estas técnicas. La invencion proporciona por tanto
polinucleétidos que codifican para un compuesto de la invencién.

La invencion también proporciona vectores que codifican para compuestos de la invenciéon en un huésped
apropiado. El vector comprende el polinucleétido que codifica para el compuesto operativamente unido a secuencias
de control de la expresion adecuadas. Se conocen bien métodos para efectuar esta unién operativa, o bien antes o
bien después de insertarse el polinucleétido en el vector. Las secuencias de control de la expresién incluyen
promotores, activadores, potenciadores, operadores, sitios de unidn ribosémicos, sefiales de iniciacion, sefiales de
detencion, sefiales de caperuza, sefales de poliadenilacién y otras sefales implicadas en el control de la
transcripcion o traduccion.

El vector resultante que tiene el polinucleétido en el mismo se usa para transformar un huésped apropiado. Esta
transformacion puede realizarse usando métodos bien conocidos en la técnica.

Puede usarse cualquiera de un gran numero de células huésped disponibles y bien conocidas en la practica de esta
invencion. La seleccion de un huésped particular depende de varios factores reconocidos por la técnica. Estos
incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresién elegido, la toxicidad de los péptidos codificados
por la molécula de ADN, la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacién de los péptidos, las caracteristicas
de expresion, bioseguridad y costes. Debe conseguirse un equilibrio de estos factores con la comprension de que no
todos los huéspedes pueden ser igualmente eficaces para la expresién de una secuencia de ADN particular. Dentro
de estas directrices generales, los huéspedes microbianos utiles incluyen bacterias (tales como E. coli), levaduras
(tales como Saccharomyces) y otros hongos, insectos, plantas, células de mamifero (incluyendo ser humano) en
cultivo, u otros huéspedes conocidos en la técnica.

A continuacion, el huésped transformado se cultiva y se purifica. Las células huésped pueden cultivarse en
condiciones de fermentacion convencionales de modo que se expresen los compuestos deseados. Tales
condiciones de fermentacion se conocen bien en la técnica. Finalmente, los péptidos se purifican del cultivo
mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Dependiendo de la célula huésped utilizada para expresar un compuesto de la invencién, pueden unirse
convenientemente grupos hidrato de carbono (oligosacarido) a sitios que se sabe que son sitios de glicosilacion en
proteinas. Generalmente, se unen oligosacaridos con unién a O a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr) mientras
que se unen oligosacaridos con unién a N a residuos de asparagina (Asn) cuando son parte de la secuencia Asn-X-
Ser/Thr, en donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. X es preferiblemente uno de los 19
aminoacidos que se producen de manera natural sin contar la prolina. Las estructuras de oligosacaridos con unién a
N y con unién a O y los residuos de azucar encontrados en cada tipo son diferentes. Un tipo de azicar que se
encuentra comunmente en ambos es acido N-acetilneuraminico (denominado acido sialico). El &cido sialico es
habitualmente el residuo terminal de oligosacaridos tanto con unién a N como con unién a O y, en virtud de su carga
negativa, puede conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el
grupo de union de los compuestos de esta invencion y se glicosilan preferiblemente por una célula durante la
produccién recombinante de los compuestos de polipéptido (por ejemplo, en células de mamifero tales como CHO,
BHK, COS). Sin embargo, tales sitios pueden glicosilarse ademas mediante procedimientos sintéticos o
semisintéticos conocidos en la técnica.

Alternativamente, los compuestos pueden preparase por métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden usarse técnicas
de sintesis en fase sdlida. Se conocen bien en la técnica técnicas adecuadas, e incluyen las descritas en Merrifield
(1973), Chem. Polypeptides, pags. 335-61 (Katsoyannis y Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am. Chem: Soc. 85:
2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide Synthesis;
patente estadounidense n.° 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (3% ed.) 2: 105-253; y Erickson et al. (1976),
The Proteins (32 ed.) 2: 257-527. La sintesis en fase solida en la técnica preferida de preparacion de péptidos
individuales ya que es el método mas econdémico de preparacion de péptidos pequefos.

Compuestos que contienen péptidos derivatizados o que contienen grupos no peptidicos son particularmente
propensos a la sintesis mediante técnicas de quimica organica bien conocidas.

Modificacion con WSP

Para obtener un compuesto covalentemente unido a WSP, se emplea cualquier método descrito en el presente
documento o conocido de otra forma en la técnica. Los métodos para preparar derivados quimicos de polipéptidos o
péptidos comprenderan generalmente las etapas de (a) hacer reaccionar el péptido con la molécula de polimero
activado (tal como un derivado de aldehido o éster reactivo de la molécula de polimero) en condiciones mediante las
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cuales el polipéptido se une a una o mas moléculas de polimero, y (b) obtener el/los producto(s) de reaccion. Las
condiciones de reaccion éptimas se determinaran basandose en parametros conocidos y el resultado deseado. Por
ejemplo, cuanto mayor es la razén de moléculas de polimero:proteina, mayor es el porcentaje de molécula de
polimero unida.

Una molécula biolégicamente activa puede unirse a un polimero a través de cualquier grupo funcional disponible
usando métodos convencionales bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de grupos funcionales en o bien el
polimero o bien la molécula biolégicamente activa que pueden usarse para formar tales enlaces incluyen grupos
amina y carboxilo, grupos tiol tales como en residuos de cisteina, aldehidos y cetonas, y grupos hidroxilo tal como
pueden encontrarse en residuos de serina, treonina, tirosina, hidroxiprolina e hidroxilisina.

El polimero puede activarse acoplando un grupo reactivo tal como tricloro-s-triazina [Abuchowski, et al., (1977), J.
Biol. Chem. 252:3582-3586], carbonilimidazol [Beauchamp, et al., (1983), Anal. Biochem. 131:25-33] o succinato de
succinimidilo. [Abuchowski, et al., (1984), Cancer Biochem. Biophys. 7: 175,186] con el fin de reaccionar con una
funcionalidad amina en la molécula bioldgicamente activa. Otro método de acoplamiento implica la formacion de un
grupo glioxililo en una molécula y un grupo aminooxilo, hidrazida o semicarbazida en la otra molécula que va a
conjugarse [Fields y Dixon, (1968), Biochem. J. 108:883-887; Gaertner, et al., (1992), Bioconjugate Chem. 3:262-
268; Geoghegan y Stroh, (1992), Bioconjugate Chem. 3:138- 146; Gaertner, et al., (1994), J. Biol. Chem. 269:7224-
7230]. Otros métodos implican la formacién de un éster activo en un grupo alcohol libre de la primera molécula que
va a conjugarse usando cloroformiato o carbonato de disuccinimidilo, que entonces puede conjugarse con un grupo
amina en la otra molécula que va a acoplarse [Veronese, et al., (1985), Biochem. y Biotech. 11: 141-152; Nitecki, et
al., patente estadounidense n.° 5.089.261; Nitecki, patente estadounidense n.° 5.281.698]. Otros grupos reactivos
que pueden unirse por medio de grupos alcohol libres se exponen en Wright, documento EP 0539167A2, que
también describe el uso de imidatos para el acoplamiento por medio de grupos amina libres.

Otra quimica implica la acilaciéon de las aminas primarias de una diana usando el NHS-éster de metoxi-PEG (0-[(N-
succinimidiloxicarbonil)-metil]-O’-metilpolietilenglicol). La acilacion con metoxi-PEG-NHS da como resultado un
enlace amida que eliminara la carga de la amina primaria original. Otros métodos utilizan oxidacién suave de una
diana en condiciones seleccionadas para seleccionar como diana el diol colgante del penultimo acido sialico de la
unidad de glicosilo para su oxidacién para dar un aldehido. El glicoaldehido resultante se hizo reaccionar entonces
con un metoxi-PEG-hidrazida (O-(hidrazinocarbonilmetil)-O’-metilpolietilenglicol) para formar hidrazona semiestable
entre PEG vy la diana. La hidrazona se reduce posteriormente mediante cianoborohidruro de sodio para producir un
conjugado de PEG estable. Véase por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.586.398 (Kinstler, et al., 1 de julio de
2003).

En aplicaciones especificas de técnicas para modificacion quimica, por ejemplo, la patente estadounidense n.°
4.002.531 establece que se uso alquilacién reductora para la unién de moléculas de polietilenglicol a una enzima. La
patente estadounidense n.° 4.179.337 da a conocer conjugados de PEG:proteina que implican, por ejemplo,
enzimas e insulina. La patente estadounidense n.° 4.904.584 da a conocer la modificacion del nUmero de residuos
de lisina en proteinas para la union de moléculas de polietilenglicol por medio de grupos amina reactivos. La patente
estadounidense n.° 5.834.594 da a conocer conjugados de PEG:proteina solubles en agua sustancialmente no
inmunogénicos, que implican por ejemplo, las proteinas IL-2, interferén alfa e IL-1ra. Los métodos de Hakimi et al.
implican la utilizacién de grupos de unién Unicos para conectar los diversos grupos amino libres en la proteina a
PEG. Las patentes estadounidenses n.”® 5.824.784 y 5.985.265 ensefian métodos que permiten la modificacién
quimica en el extremo N-terminal de proteinas de manera selectiva y analogos de las mismas, incluyendo G-CSF e
interferén consenso. De manera importante, estas proteinas modificadas tienen ventajas en lo que se refiere a la
estabilidad de la proteina, asi como proporcionan ventajas de procesamiento.

La modificacion con WSP también se describe en Francis et al., en: Stability of protein pharmaceuticals: in vivo
pathways of degradation and strategies for protein stabilization (Eds. Ahem., T. y Manning, M. C.) Plenum, N. Y.,
1991. En todavia otro aspecto, el método descrito en Delgado et al., “Coupling of PEG to Protein By Activation With
Tresyl Chloride, Applications in Immunoaffinity Cell Preparation”, en: Fisher et al., eds., Separations Using Aqueous
Phase Systems, Applications In Cell Biology and Biotechnology, Plenum Press, N.Y., N.Y., 1989 pags. 211:213 que
implica el uso de cloruro de tresilo, que da como resultado la falta de grupo de unién entre el resto de WSP vy el resto
de polipéptido. En otros aspectos, la union de un WSP se realiza a través del uso de ésteres de N-
hidroxisuccinimidilo de carboximetilmetoxipolietilenglicol, tal como se conoce bien en la técnica.

Para otras descripciones de modificacion de una diana con un WSP, véanse, por ejemplo, la solicitud de patente
estadounidense n.° 20030096400; los documentos EP 0 442724A2; EP 0154316; EP 0401384; WO 94/13322; las
patentes estadounidenses n.*® 5.362.852; 5.089.261; 5.281.698; 6.423.685; 6.635.646; 6.433.135; la solicitud
internacional WO 90/07938; Gaertner y Offord, (1996), Bioconjugate Chem. 7:38-44; Greenwald et al., Crit Rev
Therap Drug Carrier Syst. 2000; 17:101-161; Kopecek et al., J Controlled Release., 74:147-158, 2001; Harris et al.,
Clin Pharmacokinet. 2001; 40(7):539-51; Zalipsky et al., Bioconjug Chem. 1997; 8:111-118; Nathan et al,
Macromolecules. 1992; 25:4476-4484; Nathan et al., Bioconj Chem. 1993; 4:54- 62; y Francis et al., Focus on
Growth Factors, 3:4-10 (1992).

Alquilacién reductora
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En un aspecto, la union covalente de un WSP se lleva a cabo mediante procedimientos de modificacion quimica por
alquilacion reductora tal como se proporciona en el presente documento para modificar selectivamente el grupo o-
amino N-terminal, y sometiendo a prueba el producto resultante para detectar la caracteristica biolégica deseada, tal
como los ensayos de actividad biolégica proporcionados en el presente documento.

La alquilacién reductora para la unién de un WSP a una proteina o péptido se aprovecha de la reactividad diferencial
de diferentes tipos de grupos amino primarios (por ejemplo, lisina frente al N-terminal) disponibles para la
derivatizacion en una proteina particular. En las condiciones de reaccién apropiadas, se logra una derivatizacion
sustancialmente selectiva de la proteina en el extremo N-terminal con un polimero que contiene grupo carbonilo.

Para la alquilacidn reductora, el/los polimero(s) seleccionado(s) podrian tener un Unico grupo aldehido reactivo. Un
aldehido reactivo es, por ejemplo, polietilenglicolpropionaldehido, que es estable en agua, o derivados de
monoalcoxilo o ariloxilo C4-C1o de los mismos (véase la patente estadounidense n.° 5.252.714. En un enfoque, se
emplea alquilacién reductora para conjugar un PEG-aldehido (O-(3-oxopropil)-O’-metilpolietilenglicol) con una amina
primaria. En las condiciones apropiadas, se ha demostrado que este enfoque produce conjugados de PEG
modificados predominantemente a través de a-amina en el extremo N-terminal de la proteina.

Puede generarse una funcionalidad aldehido util para conjugar la molécula biolégicamente activa a partir de una
funcionalidad que tiene grupos amino y alcohol adyacentes. En un polipéptido, por ejemplo, puede usarse una
serina, treonina o hidroxilisina N-terminal para generar una funcionalidad aldehido por medio de escisidon oxidativa
en condiciones suaves usando peryodato. Estos residuos, o sus equivalentes, pueden estar presentes normalmente,
por ejemplo en el extremo N-terminal de un polipéptido, pueden exponerse por medio de digestion quimica o
enzimatica o pueden introducirse por medio de métodos recombinantes o quimicos. Las condiciones de reaccién
para generar el aldehido implican normalmente la adicién de un exceso molar de metaperyodato de sodio y en
condiciones suaves para evitar la oxidacion en otras posiciones en la proteina. El pH es preferiblemente de
aproximadamente 7,0. Una reaccion tipica implica la adicién de un exceso molar de 1,5 veces de metaperyodato de
sodio, seguido por incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

El grupo funcional aldehido puede acoplarse a un polimero activado que contiene una funcionalidad hidrazida o
semicarbazida para formar un enlace hidrazona o semicarbazona. Estan disponibles comercialmente polimeros que
contienen hidrazida, y pueden sintetizarse, si es necesario, usando técnicas convencionales. Las PEG-hidrazidas
para su uso en la invencién pueden obtenerse de Shearwater Polymers, Inc., 2307 Spring Branch Road, Huntsville,
Ala. 35801 (ahora parte de Nektar Therapeutics, 150 Industrial Road, San Carlos, CA 94070-6256). El aldehido se
acopla al polimero mezclando la disolucién de los dos componentes entre si y calentando hasta aproximadamente
37°C hasta que la reaccion es sustancialmente completa. Se usa normalmente un exceso del polimero hidrazida
para aumentar la cantidad de conjugado obtenido. Un tiempo de reaccion tipico es de 26 horas. Dependiendo de la
estabilidad térmica de los reactantes, la temperatura y el tiempo de reaccién pueden alterarse para proporcionar
resultados adecuados. Se expone una determinacién detallada de las condiciones de reaccion para tanto la
oxidacion como el acoplamiento en Geoghegan y Stroh, (1992), Bioconjugate Chem. 3:138-146, y en Geoghegan,
patente estadounidense n.° 5.362.852.

Usando alquilacién reductora, el agente reductor debe ser estable en disolucién acuosa y preferiblemente poder
reducir solo la base de Schiff formada en el proceso inicial de alquilacién reductora. Se seleccionan agentes
reductores de, y sin limitacién, borohidruro de sodio, cianoborohidruro de sodio, borato de dimetilamina, borato de
trimetilamina y borato de piridina.

El pH de reaccidn afecta a la razén de polimero con respecto a proteina que va a usarse. En general, si el pH de la
reaccion es inferior al pKas de un grupo reactivo diana, se deseara un exceso mayor de polimero con respecto a
proteina. Si el pH es superior al pKa diana, no es necesario que la razén de polimero: proteina sea tan grande (es
decir, estan disponibles mas grupos reactivos, de modo que se necesitan menos moléculas de polimero).

Por consiguiente, la reaccion se realiza en un aspecto a un pH que permite aprovecharse de las diferencias de pKa
entre los grupos e-amino de los residuos de lisina y el del grupo o-amino del residuo N-terminal de la proteina.
Mediante tal derivatizacion selectiva, se controla la unién de un polimero soluble en agua a una proteina; la
conjugacion con el polimero tiene lugar predominantemente en el extremo N-terminal de la proteina y sin que se
produzca modificacion significativa de otros grupos reactivos, tales como los grupos amino de la cadena lateral de la
lisina.

En un aspecto, por tanto, se proporcionan métodos para la unién covalente de un WSP a un compuesto diana y que
proporcionan una preparacion sustancialmente homogénea de moléculas de conjugado de WSP/proteina, en
ausencia de purificacion extensiva adicional tal como se requiere usando otras quimicas de modificacion quimica.
Mas especificamente, si se usa polietilenglicol, los métodos descritos permiten la produccion de una proteina
pegilada en el extremo N-terminal que carece posiblemente de grupos de unién antigénicos, es decir, el resto de
polietilenglicol esta acoplado directamente al resto de proteina sin subproductos potencialmente téxicos.

Dependiendo del método de union de WSP elegido, la proporcion de moléculas de WSP unidas a la molécula de
péptido o proteina diana variara, asi como sus concentraciones en la mezcla de reaccién. En general, la razén
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Optima (en cuanto a eficacia de reaccion de que no haya proteina o polimero sin reaccionar en exceso) se determina
mediante el peso molecular del WSP seleccionado. Ademas, cuando se usan métodos que implican unién no
especifica y purificacion posterior de una especie deseada, la razén puede depender del nimero de grupos reactivos
(normalmente grupos amino) disponibles.

Purificacion

El método de obtencion de una preparacion modificada con WSP sustancialmente homogénea es, en un aspecto,
mediante purificacién de una especie predominantemente Unica de compuesto modificado a partir de una mezcla de
especies. A modo de ejemplo, se separa en primer lugar una especie sustancialmente homogénea mediante
cromatografia de intercambio i6nico para obtener material que tiene una caracteristica de carga de una Unica
especie (aun cuando puedan estar presentes otras especies que tienen la misma carga aparente), y entonces se
separa la especie deseada usando cromatografia de exclusion molecular. Se notifican otros métodos y los
contempla la invencién, incluye por ejemplo, el documento PCT WO 90/04606, publicado el 3 de mayo de 1990, que
describe un procedimiento para fraccionar una mezcla de aductos de PEG-proteina que comprende repartir los
aductos de PEG/proteina en un sistema bifasico acuoso que contiene PEG.

Por tanto, un aspecto es un método para preparar un conjugado de compuesto modificado con WSP comprendido
por (a) hacer reaccionar un compuesto que tiene mas de un grupo amino con un resto de polimero soluble en agua
en condiciones de alquilacion reductora, a un pH adecuado para activar selectivamente el grupo a-amino en el
extremo amino-terminal del resto de proteina de modo que dicho polimero soluble en agua se une selectivamente a
dicho grupo o-amino; y (b) obtener el producto de reaccion. Opcionalmente, y particularmente para un producto
terapéutico, los productos de reaccion se separan de los restos sin reaccionar.

Tal como se determina mediante mapeo de péptidos y secuenciacién N-terminal, se da a conocer una preparacion
que comprende al menos el 50% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar.
Se dan a conocer otras preparaciones que comprenden al menos el 75% de péptido pegilado en una mezcla de
péptido pegilado y péptido sin reaccionar; al menos el 85% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y
péptido sin reaccionar; al menos el 90% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin
reaccionar; al menos el 95% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar; y al
menos el 99% de péptido pegilado en una mezcla de péptido pegilado y péptido sin reaccionar.

No se pretende que los siguientes ejemplos sean limitativos, sino Unicamente a modo de ejemplo de realizaciones
especificas de la invencion.

Ejemplo 1

Conjunto de constructo de expresion mFc-TMP

Se construyd un polinucledtido que codifica para una proteina de fusion TMP que comprende una regiéon Fc murina
(mFc-TMP) combinando secuencias de nucleétidos que codifican individualmente para Fc murino y una TMP
(descrito en el documento EP01124961A2). En la primera ronda de PCR, se amplificd el componente que codifica
para Fc murino con los cebadores de PCR 3155-58 (SEQ ID NO: 1022) y 1388-00 (SEQ ID NO: 1023).

3155-58: CCGGGTAAAGGTGGAGGTGGTGGTATCGA (SEQ ID NO: 1024)
3155-59: CCACCTCCACCTTTACCCGGAGAGTGGGAG (SEQ ID NO: 1025)

En una reaccion separada, se amplificé un polinucledtido que codifica para TMP con los cebadores 1209-85 (SEQ ID
NO: 1026) y 3155-59 (SEQ ID NO: 1027).

1209-85: CGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGG (SEQ ID NO: 1028)
1388-00: CTAGTTATTGCTCAGCGG (SEQ ID NO: 1029)

Se purificaron en gel los fragmento de PCR resultantes y se combinaron en un unico tubo para una segunda ronda
de PCR con los cebadores 1209-85 (SEQ ID NO: 1030) y 1388-00 (SEQ ID NO: 1031). El producto de PCR de esta
segunda ronda de amplificacion se purificé en gel y se digirié con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol. Se purificd
el fragmento de digestion y se ligd al vector pAMG21, digerido previamente con las mismas enzimas. Se transformé
esta mezcla de ligacidon por medio de electroporaciéon en E. coli y se sembré en placas sobre medios de LB +
kanamicina. Se exploraron las colonias por medio de PCR y secuenciacion de ADN. Se identificé un clon positivo
con una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 1032) que codifica para la proteina de fusion mFc-TMP (SEQ ID NO:
1033) y se designé como 6397.

Polinucleétido que codifica para proteinas de fusion TMP con Fc murino (SEQ ID NO: 1034)
1 GATTTGATTC TAGATTTGTT TTAACTARATT AAAGGAGGAA TAACAT

Marco de lectura abierto:
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ATGGTCGACGGTTG TAAGCCATGC ATTTGTACAG TCCCAGAAGT ATCATCTGTC
101 TTCATCTTCC CCCCAARRGCC CARGGATGTG CTCACCATTA CTCTGACTCC
151 TAAGGTCACE TGTGTTGTGG TAGACATCAG CAAGGATGAT CCCGAGGTCC
201 AGTTCAGCTG GTTTGTAGAT GATGTGGAGG TGCACACAGC TCAGACGCAR
251 C;:CC;EG;AGG AGCAGTTCAA CAGCACT';'.';'C CGCTCAGTCA GTGA;CTTQ;
301 CATCATGCAC CAGGACTGGC TCAATGGCAA GGAGTTCAARA TGCAGGGTCA
351 ACAGTGCAGC TTTCCCTGCC CCCATCGAGA QAACCATCTC CRARNCCARLR
401 GGCAGACCGA AGGCTCCACA ‘GGTGTACACC ATTCCACCTC CCAAGGAGCA
451 GATGGCCAAG GATAAAGTCA GTCTGACCTG CATGATRACA GACTTCTTCC
501 CTGAAGACAT TACTGTGGAG TGGCAGTGGA ATGGGCAGCC AGCGGAGAAC
551 TACAAGAACA CTCAGCCCAT CATGGACACA GATGGCTCTT ACTTCGTCTA
601 CAGCAAGCTC AATGTGCAGA AGAGCAACTG GGAGGCAGGA AATACTTTCA
651 CCTGCTCTGT GTTACATGAG GGCCTGCACA ACCACCATAC TGAGAAGAGC
701 CTCTCCCACT CTCCGGGTAA AGGTGGAGGT GGTGGTATCG AAGGTCCGAC
751 TCTGCGTCAG TGGCTGGCTG CTCGTGCTGG TGGTGGAGGT GGCGGCGGAG
801 GTATTGAGGG CCCAACCCTT CGCCAATGGC TTGCAGCACG CGCATAA
Secuencia 3’:

TCTCGAGGATCCG CGGAAAGAAG ARGAAGAAGA AGAARAGCCCG AAAGG

Secuencia de la proteina TMP con Fc murino (SEQ ID NO: 1035)
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1 MVDGCKPCIC TVPEVSSVFI FPPKPKDVLT ITLTPKVTCV VVDISKDDPE
51 VQFSWFVDDV EVHTAQTQPR EEQFNSTFRS VSELPIMHQD WLNGKEFKCR
101 VNSAAFPAPI EKTISKTKGR PKAPQVYTIP PPKEQMAKDK VSLTCMITDF
151 FPEDITVEWQ WNGQPAENYK NTQPIMDTDG SYFVYSKLNV QKSNWEAGNT
201 FTCSVLHEGL HNHHTEKSLS HS PGKGGGGG- IEGPTLRQWIL AARAGGGGGG

251 GGIEGPTLRQ WLARRAX*

Ejemplo 2

Fermentacion de la cepa 6397

Se inici6 la fermentacion de la cepa 6397 mediante la inoculacién de 500 ml de caldo Luria esterilizado con un
cultivo de siembra de la cepa en un matraz con agitacion. Cuando la densidad de células alcanzé 0,9 a 600 nm, se
uso el contenido para inocular un fermentador de 15 | que contenia 10 | de medio de crecimiento a base de complejo
(800 g de glicerol, 500 g de tripticasa, 3 g de citrato de sodio, 40 g de KH2PO4, 20 g (NH4)2SO4, 5 ml de
antiespumante Fluka P-2000, 10 ml de metales traza (cloruro férrico 27,0 g/l, cloruro de zinc 2,00 g/l, cloruro de
cobalto 2,00 g/I, molibdato de sodio 2,00 g/l, cloruro de calcio 1,00 g/I, sulfato cuprico 1,90 g/l, acido bérico 0,50 g/l,
cloruro de manganeso 1,60 g/l, citrato de sodio dihidratado 73,5 g/l), 10 ml de vitaminas (biotina 0,060 g/I, acido
félico 0,040 g/l riboflavina 0,42 g/I, HCI de piridoxina 1,40 g/l, niacina 6,10 g/l, acido pantoténico 5,40 g/l, hidréxido
de sodio 5,30 ml/l), afiadir agua para llevar hasta 10 I). Se mantuvo el fermentador a 37°C y pH 7 con niveles de
oxigeno disueltos mantenidos a un minimo del 30% de saturacién. Cuando la densidad de células alcanzé 13,1
unidades de DO a 600 nm, se indujo el cultivo mediante la adicion de 10 ml de N-(3-oxo-hexanoil)homoserina-
lactona 0,5 mg/ml. A las 6 horas tras la induccién, se enfrié el caldo hasta 10°C y se recogieron las células mediante
centrifugacion a 4550 g durante 60 min a 5°C. Entonces se almacend la pasta de células a -80°C.

Ejemplo 3

Replegamiento de proteina

Se disolvio la pasta de E. coli (300 g) de la cepa 6397 que expresa mFc-TMP en 2250 ml de tampdn de lisis (Tris
HCI 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8,0) y se hizo pasar dos veces a través de un microfluidizador enfriado a 13.000 PSI.
Entonces se centrifugd el homogeneizado a 11.300 g durante 60 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendié el sedimento en 2400 ml de agua usando una ftrituradora tisular. Entonces se centrifugd el
homogeneizado a 11.300 g durante 60 minutos a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendié el sedimento
en volumenes de 200 ml de agua usando una trituradora tisular. Se centrifugé el homogeneizado a 27.200 g durante
30 minutos a 4°C y se desechd el sobrenadante. Se resuspendié aproximadamente el 12,5% del sedimento en 28 ml
de Tris HCI 20 mM, pH 8,0, con 35 mg de lisozima de clara de huevo de gallina (Sigma, St. Louis, MO) usando una
trituradora tisular y se incubd a 37°C durante 20 min. Tras la incubacion, se centrifugd la suspensiéon a 27.200 g
durante 30 minutos a 22°C y se desechd el sobrenadante. Se resuspendié el sedimento en 35 ml de HCI de
guanidina 8 M, Tris HCI 50 mM, pH 8,0, tras lo cual se afadieron 350 pul de DTT 1 M (Sigma, St. Louis, MO) y se
incubd el material a 37°C durante 30 minutos. Entonces se centrifugd la disolucion a 27.200 g durante 30 minutos a
22°C. Entonces se transfiri6 el sobrenadante a 3,5 | de tampdn de replegamiento (base de Tris 50 mM, HCI de
arginina 160 mM, urea 3 M, glicerol al 20%, pH 9,5, cisteina 1 mM, HCI de cistamina 1 mM) a 1 ml/min con agitacién
suave a 4°C.

Ejemplo 4

Purificacién de constructo

Tras aproximadamente 40 horas de incubacion a 4°C con agitacion suave, se concentré la disolucion de
replegamiento descrita en el ejemplo 3 hasta 500 ul usando un aparato de ultrafiltraciéon de flujo tangencial con un
cartucho de 30 kDa (Satorius, Goettingen, Alemania) seguido por diafiltracion frente a 3 | de Q-Buffer A (Tris HCI 20
mM, pH 8,0). Se filtré el material concentrado a través de un filtro GF/A de Whatman y se cargd en una columna de
flujo rapido de 86 ml de Q-Sepharose (2,6 cm de DI) (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a 15 ml/min. Tras
lavar la resina con varios volimenes de columna de Q-Buffer A, se eluy6 la proteina usando un gradiente lineal de
20 volumenes de columna hasta el 60% de Q-Buffer B (Tris HCI 20 mM, NaCl 1 M, pH 8,0) a 10 ml/min. Se

127



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2599318 T3

combinaron las fracciones pico y se hizo pasar la combinacién a través de un filtro de jeringa Mustang E (Pall
Corporation, East Hills, NY) a 1 ml/min. Se filtré el material filtrado una segunda vez a través de un filtro de acetato
de celulosa de 0,22 um y se almacené a -80°C.

Ejemplo 5

Pegilacién de proteina

A una disolucién con agitacién, enfriada (4°C), de mFc-TMP (3,5 ml, 0,8 mg/ml) en un tampén acetato de sodio
100 mM, pH 5, que contenia NaCNBH3 20 mM, se le afiadié un exceso molar de 3,8 veces de metoxipolietilenglicol
aldehido (MPEG) (peso molecular promedio, 20 kDa) (Nektar). Se continu6é agitando la mezcla de reaccion a la
misma temperatura. Se monitorizé el grado de la modificacién de proteina durante el transcurso de la reaccion
mediante SEC HPLC usando una columna Superose 6 HR 10/30 (Amersham Biosciences) eluida con un tampoén
fosfato 0,05 M con NaCl 0,15 M, pH 7,0 a 0,4 ml/min. Tras 16 horas, el analisis de SEC HPLC indic6 que la mayoria
de la proteina se habia conjugado con MPEG. En este momento, se cambié el tampdn de la mezcla de reaccion a
un tampoén Tris/HCI 20 mM, pH 8,12. Se aislaron los conjugados de MPEG-mFc-AMP2 mediante cromatografia de
intercambio i6nico usando una columna Hi Trap HP Q de 1 ml (Amersham Biosciences) equilibrada con un tampén
Tris/HCI 20 mM, pH 8,12. Se cargd la mezcla de reaccién en la columna a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min y se
eluy6 el MPEG aldehido que no habia reaccionado con tres volimenes de columna del tampdn de partida. Se us6
un gradiente lineal de 20 volumenes de columna de desde el 0% hasta el 100% de tampon Tris/HCI 20 mM, pH 8,12,
que contenia NaCl 0,5 M para eluir los conjugados de proteina-polimero. Las fracciones (2 ml) recogidas durante la
separacion por cromatografia de intercambio iénico se analizaron mediante HPLC SEC tal como se describid
anteriormente. Se concentrd una fraccion que contenia los conjugados de mono- y di-MPEG-mFc-TMP en una razén
aproximada de 2,3 a 1 (tal como se determin6 mediante SEC HPLC), y se filtr6 de manera estéril.

Ejemplo 6

Pruebas in vivo

Se dividieron ratones BDF1 (Charles River Laboratories, Wilmington, Massachusetts) en grupos de 10 y se les
inyectd en los dias 0, 21 y 42 por via subcutanea o bien agente de diluciéon (PBS de Dulbecco con albumina sérica
bovina al 0,1%) o bien agente de dilucién con 50 ug de proteina de conjugado de mono- y di-MPEG-mFc-TMP de
prueba (tal como se describié anteriormente) por kg de animal. Se dividi6 cada grupo por la mitad y se extrajo
sangre (140 pl) del seno retroorbital en puntos de tiempo alternos (dias 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 19, 24, 26, 28, 31, 33,
40, 45, 47, 49, 52 y 59). El dia 59, se anestesiaron los ratones con isoflurano antes de la extraccion de sangre. Se
analizé la sangre recogida para un recuento completo y diferencial usando un analizador de sangre automatizado
ADVIA 120 con software murino (Bayer Diagnostics, Nueva York, NY).

Ejemplo 7

Fc-TMP _humano liofilizado

Estudios de exploracién de la formulacion liofilizada inicial

El pepticuerpo Fc-TMP humano descrito en el presente documento en el ejemplo 7 corresponde a una forma
dimérica de SEQ ID NO: 1017, en la que el Fc humano es SEQ ID NO: 1, que tiene una metionina iniciadora en el
extremo N-terminal.

Se evalud la estabilidad de Fc-TMP mediante varias técnicas de cromatografia: HPLC de fase inversa, HPLC de
intercambio cationico, HPLC de exclusion molecular y SDS-PAGE, todas las cuales indicaban estabilidad a
temperatura elevada. Se exploraron formulaciones que oscilaban en su concentraciéon entre 0,1 y 40 mg/ml para la
degradacién tanto quimica como fisica a una temperatura acelerada, refrigerada y congelada. Se evalud la
estabilidad de Fc-TMP con respecto a un pH variable y la inclusién de manitol o glicina como agentes de formacién
de torta y sacarosa como lioprotector. Se eligieron finalmente manitol y sacarosa por una optimizacion adicional,
después de que el otro candidato (glicina) no mostrase ninguna mejora en la estabilidad de la proteina. También se
mostré que Tween-20 (polisorbato 20) inhibia la agregacion tras la liofilizacion a lo largo de un intervalo de
concentracion del 0,002 al 0,1%. Se examinaron los siguientes tampones en estudios de exploracion a lo largo de un
intervalo de pH de 4-8: glicina, succinato, histidina, fosfato y Tris. A partir de estos estudios de exploracién, se
mostré que Fc-TMP formulado en tampédn histidina a pH 5 con una pequefia cantidad de Tween-20 (0,004%)
afiadida era mas Optimo para la estabilidad.

Validacién de sacarosa y Tween-20 en la formulacion de Fc-TMP

Los esfuerzos de desarrollo posteriores se centraron en validar el nivel de sacarosa, manitol y Tween-20 en la
formulaciéon a una concentracion de proteina de aproximadamente 0,5 mg/ml (para adaptarse a los requisitos de
dosificacién anticipados en la practica clinica). En estos estudios se demostré el efecto de la sacarosa, el manitol y
Tween-20 en la optimizacion de la estabilidad. También se iniciaron estudios de seguimiento con el propésito de
anticipar las cuestiones y problemas de fabricacién.
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La sacarosa es beneficiosa a la hora de minimizar la degradacién quimica a temperatura elevada

Se sometié a prueba el efecto de concentraciones de sacarosa y manitol variables sobre la estabilidad de Fc-TMP.
Se formuld la proteina a 0,3 y 2 mg/ml con el fin de delimitar el intervalo de concentracion anticipado en la practica
clinica. Ademas, se prepararon muestras con y sin Tween-20 al 0,004%. Se cambid la razén de sacarosa:manitol
variando la cantidad de sacarosa y ajustando el nivel de manitol a cada concentracion de sacarosa para mantener la
isotonicidad. Se examinaron las siguientes razones de sacarosa:manitol (expresadas como porcentaje en peso por
volumen): 0,2:5,1; 0,5:4,8; 1:4,5; 1,5:4,3 y 2:4.

Se muestra que razones superiores de sacarosa:manitol minimizan la degradaciéon quimica segun se monitorizé
mediante intercambio cationico y HPLC de fase inversa. Tal como se muestra en la tabla 39, el pico principal en
tanto por ciento se compara inicialmente y tras un almacenamiento a temperatura elevada de Fc-TMP durante 18
semanas a 37°C. La mayor pérdida de pico principal de intercambio catidnico se produce en la formulacién liquida
(Fc-TMP formulado en acetato 10 mM, sorbitol al 5% a pH 5), seguida por las formulaciones liofilizadas con
sacarosa al 0,2, 0,5y 1,0%, respectivamente. También se observo el efecto protector de la sacarosa minimizando la
degradacidon quimica mediante el analisis de HPLC de fase inversa de muestras tras un almacenamiento a
temperatura elevada (tabla 39). El pico principal en tanto por ciento (determinado a partir del analisis de HPLC de
fase inversa de Fc-TMP) cae significativamente a los niveles de sacarosa bajos, pero no parece cambiar
significativamente en formulaciones con concentraciones de sacarosa de mas del 1%. Interpretados en conjunto,
estos resultados indican que mantener los niveles de sacarosa al 1,5% o superior es critico para la estabilidad de
Fc-TMP tras la liofilizacion.

Tabla 39

Fc-TMP en histidina 10 mM, tamponado a pH 5 con Tween-20
Pérdida de pico principal de RP y CEX-HPLC tras 18 semanas a 37°C

RP-HPLC CEX-HPLC
Formulacion Tiempo cero 18 semanas  Tiempocero 18 semanas
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% 78,6 72,2 79,8 62,6
sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% 77,3 73,1 78,9 71,6
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% 78,4 78,0 80,5 73,9
sacarosa al 1,5%, manitol al 4,3% 73,2 79,8 80,5 78,7
sacarosa al 2%, manitol al 4% 79,2 81,3 78,6 78,9
acetato 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5 (control 74,7 42,8 75,5 341

liquido)

Mientras el Fc-TMP en el control liquido (la formulacion de acetato 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5) tiene un crecimiento
significativo en el area previa y posterior al pico principal, la proteina muestra mas degradacion en la region posterior
al pico principal tras el analisis de muestras liofilizadas con cantidades menores de sacarosa. El trabajo previo con
muestras de estabilidad liquidas (tras almacenamiento a temperatura elevada) ha mostrado que surge desamidacion
a partir de la glutamina y la arginina en la proteina, lo que contribuye al crecimiento en la regién previa al pico en
muestras liquidas.

A temperatura refrigerada, no se observa degradacion quimica mediante intercambio catiénico ni HPLC de fase
inversa en la formulacion liofilizada tras un almacenamiento de largo plazo. Por ejemplo, los cromatogramas de
intercambio catidnico no mostraron cambios evidentes a temperaturas variadas (-80°C, 4°C y temperatura ambiente
controlada durante 6 meses). Debido a la falta de degradaciéon quimica en la formulacion liofilizada a lo largo del
tiempo a la temperatura ambiente controlada e inferior, gran parte del trabajo de desarrollo de la formulacién se
centré en minimizar la agregacion fisica asociada con el secado por congelacion.

Tween-20 minimiza la agregacién inducida mediante liofilizacién

Es necesaria la inclusién de Tween-20 a una concentracion baja (0,004%) para minimizar una pequefia cantidad de
agregacion que resulta evidente tras la liofilizacion. Esto puede demostrarse examinando los resultados relevantes a
partir de varios estudios de estabilidad en los se evalian muestras para determinar su estabilidad con y sin la
adicion de Tween-20.

En primer lugar se usé una concentracion de proteina mas alta de Fc-TMP para explorar un intervalo amplio de
Tween-20 con el fin de investigar la cantidad necesaria para minimizar la agregacion. La concentracion de Fc-TMP
en este estudio era de 20 mg/ml, con los niveles de Tween-20 fijados al 0,002, al 0,004, al 0,006 y al 0,01%. Tras un
almacenamiento durante un afio a 4°C, la agregacion esta limitada a <0,1% en todas las formulaciones con Tween-
20. Los resultados a los seis meses tampoco mostraron una agregacion significativa. Se eligi6 Tween-20 al 0,004%
para su consideracion adicional en los estudios de formulacién, tal como se comenta en el presente documento,
disefados para Fc-TMP a 0,5 mg/ml.

La tabla 40 muestra la cantidad de agregacién en Fc-TMP monitorizado en el tiempo cero, 3 y 11 meses tras el
almacenamiento a 4°C. En este estudio, se liofilizd Fc-TMP a 0,5 mg/ml en la formulacién mencionada anteriormente
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y en formulaciones con razones de sacarosa:manitol variables sin Tween-20 afadido. Ademas, se hizo un
seguimiento de la estabilidad en la formulacién actual sin Tween-20 y tamponada a pH 4,5, 5y 5,5. Los resultados
muestran que solo la formulacién mencionada anteriormente tiene una agregacion minima a pH 5. En formulaciones
sin Tween-20, la agregacién varia desde el 0,5% hasta aproximadamente el 5%. La agregacién también es mayor a
pH 4,5y 5,5 en comparacion con la detectada a pH 5. Las razones de sacarosa:manitol inferiores (formulaciones de
sacarosa al 0,2, al 0,5 y al 1%) tiene una agregacion mayor, ya que los niveles son normalmente de
aproximadamente el 5%. A lo largo del tiempo, el nivel de agregacion se mantiene constante en la formulacién
mencionada anteriormente y en la formulacion sin Tween-20 hasta el punto de tiempo de 1 afio.

Tabla 40

Fc-TMP en histidina 10 mM, formulaciones variadas, 0,5 mg/ml
Agregacion en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC

Formulacién Tiempo cero 3 meses 11 meses'
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,0 (con Tween-20 al <0,1 <0,1 <0,1
0,004%)

sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 4,5 2,4 2,9 -
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,0 0,5 1,6 0,8
sacarosa al 2%, manitol al 4%, pH 5,5 2,3 2,5 -
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1%, pH 5,0 4,8 7,3

sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8%, pH 5,0 5,1 4.4 -
sacarosa al 1%, manitol al 4,5%, pH 5,0 4.5 4,3 -

1 Las muestras de formulacién optimizadas se seleccionaron para la evaluacién en el punto de tiempo de
11 meses.

Se disenaron estudios de formulacion adicionales para confirmar el efecto beneficioso de Tween-20 minimizando la
agregacion. Todas las muestras en estos estudios se formularon a pH 5 con y sin Tween-20 al 0,004%. La tabla 41
enumera la agregacion en tanto por ciento tras el almacenamiento a 4°C durante intervalos de tiempo de cero, 18
semanas y 1 afo de estabilidad. En el tiempo cero, inmediatamente tras la liofilizacién, se minimiza la agregacion en
todas las muestras con Tween-20 al 0,004%. Se observan pequefias cantidades de agregacion en muestras sin
Tween-20, encontrandose la mayor cantidad en la formulacién con sacarosa al 0,2%. La eficacia de Tween-20
minimizando la agregacién también se prolonga hasta el punto de tiempo de 18 semanas, encontrandose una
agregacion en tanto por ciento mayor en muestras que carecen de Tween-20 y a razones de sacarosa:manitol bajas.
Tras el almacenamiento durante un afio a 4°C, la agregacion también es baja de manera constante en las muestras
que contienen Tween-20.

Tabla 41

Fc-TMP en histidina 10 mM, formulaciones variadas, 0,3 mg/ml, pH 5
Agregacion en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC tras almacenamiento a 4°C

Formulacion Tiempo cero 4 meses 1 afio’
sacarosa al 2%, manitol al 4% (con Tween-20 al 0,004%) <0,1 0,2 <0,1
sacarosa al 2%, manitol al 4% 0,2 0,2 -
sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% (con Tween-20 al <0,1 <0,1 <0,1
0,004%)

sacarosa al 0,2%, manitol al 5,1% 1,1 1,3 -
sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% (con Tween-20 al <0,1 0,2 <0,1
0,004%)

sacarosa al 0,5%, manitol al 4,8% 0,2 0,8 -
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% (con Tween-20 al 0,004%) <0,1 <0,1 <0,1
sacarosa al 1%, manitol al 4,5% 0,1 0,3 -
sacarosa al 1,5%, manitol al 4,8% (con Tween-20 al <0,1 <0,1 <0,1
0,004%)

sacarosa al 1,5%, manitol al 4,8% 0,1 0,3 -

1 Las muestras con Tween-20 se seleccionaron para la evaluacion en el punto de tiempo de 1 afio.

Otro estudio de estabilidad, disefiado para someter a prueba la eficacia de antioxidantes minimizando la degradacién
quimica, reforzé el efecto protector de Tween-20. Los antioxidantes no tuvieron un impacto sobre la minimizacion de
la degradacion quimica tras almacenamiento a temperatura elevada. Sin embargo, la formulacion mencionada
anteriormente, con Tween-20 al 0,004% y a una concentracion de Fc-TMP de 0,2 mg/ml, tuvo una agregacion del
<0,1% en el tiempo cero y del 0,1% tras 5 meses de almacenamiento a 4°C. La misma formulacién sin Tween-20
tuvo una agregacion del 0,4% en el tiempo cero y una agregacion del 1% tras almacenamiento durante 5 meses.

Los resultados del estudio de estabilidad presentados en las tablas Il, lll y los estudios mencionados anteriormente
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ilustran el efecto protector de Tween-20 minimizando la agregacion tras la liofilizacion. El crecimiento de agregacion
a lo largo del tiempo es minimo, al no mostrar los puntos de tiempo que se prolongan hasta 1 afio a 4°C ningun
aumento significativo en la agregacion en muestras formuladas con Tween-20 al 0,004%. Basandose en estos
resultados de estudio de estabilidad que muestran que la adicion de Tween-20 minimiza la agregacion tras la
liofilizacion, se inicié un trabajo de ampliacion a escala con la formulacién recomendada.

Estudios de aumento a escala

La agregacion depende de la concentraciéon

Se disefidé un estudio de aumento a escala inicial para simular las condiciones de fabricaciéon y examinar la robustez
de la formulacién con respecto un estrés por envio y la estabilidad tras la reconstitucion. Se cambié el tampén de
Fc-TMP al tampdn de formulacién usando un dispositivo de filtracion de flujo tangencial, similar a procesos de escala
mayor. Posteriormente se diluyd la proteina hasta concentraciones de 0,5 y 0,1 mg/ml afadiéndose también
Tween-20 antes de la etapa de filtracion final. Tras cargarse las muestras, se llevdo a cabo la liofilizacién. A
continuacién se expone un proceso de liofilizaciéon a modo de muestra:

Etapas de tratamiento térmico

Temp.  Tiempo Varia/Se mantiene

Etapan.° 1 -50 120 \%
Etapan.° 2 -50 120 M
Etapan.°3 -13 60 \%
Etapan.°4 -13 360 M
Etapan.°5 -50 60 \%
Etapa n.°6 -50 60 M
Temp. de congelacion -50°C
Congelacion adicional 0 min

Punto de ajuste de condensador  -60°C

Punto de ajuste de vacio 100 mTorr

Etapas de secado primario

Temp. Tiempo Vac. Varia/Se mantiene
Etapa n.° 1 -50 15 100 M
Etapan.° 2 -25 120 100 \Y
Etapan.°3 -25 600 100 M
Etapan.°4 -25 600 100 M
Etapan.°5 0 800 100 \%
Etapan.°6 25 800 100 \%
Etapan.7 25 800 100 M
Etapan.° 8 25 800 100 M
Etapan.°9 25 0 100 M
Etapa n.° 10 25 0 100 M
Etapa n.° 11 25 0 100 M
Etapa n.° 12 25 0 100 M
Etapa n.° 13 25 0 100 M
Etapa n.° 14 25 0 100 M
Etapan.° 15 25 0 100 M
Etapan.° 16 25 0 100 M
Tras el calor 25 100 100 M

Temperatura secundaria 28°C

El almacenamiento pasivo a 4°C dio como resultado mas agregacion a la concentracion de Fc-TMP baja (0,1 mg/ml).
En el tiempo cero, se determind6 mediante SEC-HPLC que la agregacion era del 0,4% en la formulacion de
0,1 mg/ml, mientras que se detectd una agregacion del 0,1% en la proteina formulada a 0,5 mg/ml. Tras seis meses
de almacenamiento a temperatura refrigerada, la agregacion se mantuvo a los mismos niveles que los observados
para las muestras de tiempo cero para ambas concentraciones de Fc-TMP, en concordancia con los resultados de
estudios de estabilidad previos. Debido a la mayor cantidad de agregacién observada a la concentracién mas baja
(0,1 mg/ml) se decidié que 0,5 mg/ml seria la mas adecuada como la concentracién de eleccién para el trabajo de
aumento a escala adicional.

La agregacién no aumenta tras un esfuerzo cortante simulado

También se sometieron a transporte por tierra y por aire simulado muestras liofilizadas (no reconstituidas) del
estudio de aumento a escala inicial con la ayuda de equipo de simulacién de estrés. En resumen, se sigui6 el
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protocolo explicado en la norma ASTM (American Society of Testing Methods), método n.° D-4728. Se llevé a cabo
el transporte por tierra y por aire simulado usando una mesa de vibracion electrodinamica, modelo S202, y un
amplificador de potencia, modelo n.° TA240 (Unholtz-Dickie Corporation, Wallingford, CT). Tras el estrés por
transporte, se comparo el aspecto fisico de las tortas liofilizadas con controles pasivos, con el resultado de que no
resultaba evidente ningun cambio morfolégico de la torta. La estabilidad tanto quimica como fisica fueron
aceptables, con agregacion constante en las muestras sometidas a estrés y en los controles pasivos (<0,1% en las
muestras 0,5 mg/ml muestras en comparacion con el 0,4% en las muestras 0,1 mg/ml).

Se examind la estabilidad tras la reconstitucion en este estudio preparando muestras recién reconstituidas e
incubando durante 3, 7 y 14 dias o bien de manera pasiva, con volteo lento, o bien con agitacidn vigorosa. La tabla
42 muestra los resultados para las formulaciones 0,1 y 0,5 mg/ml. Como era de esperar, la cantidad de agregacion
se minimiza en las formulaciones a 0,5 mg/ml. En comparacion con el volteo lento a lo largo del tiempo frente a las
muestras no volteadas, no resulta evidente ningin aumento significativo en la agregacion a lo largo del periodo de
14 dias. La cantidad de dimerizacién en estas formulaciones (sin volteo y con volteo) también es constante. De
manera interesante, los resultados de agitacion parecen reflejar una tendencia; es decir la agregacion cae hasta
menos de niveles detectables tras el tiempo cero en las muestras tanto 0,1 como 0,5 mg/ml. Al mismo tiempo, hay
un aumento correspondiente en la cantidad de dimerizacidon observada en la mayoria de las muestras agitadas en
cada punto de tiempo, lo que sugiere que existe cierta reversibilidad al pasar del agregado al estado de dimero tras
someter Fc-TMP a esfuerzo cortante.

Tabla 42

Fc-TMP en histidina 10 mM, con sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20 al 0,004%, pH 5
Dimerizacién y agregacion en tanto por ciento medida mediante SEC-HPLC tras almacenamiento a 4

0,1 mg/ml Tiempo cero 3 dias 7 dias 14 dias
agreg., dimero agreg., dimero agreg., dimero agreg., dimero

Sin volteo 0,4,0,3 1,2,0,6 1,1,0,4 1,0,0,4
Con volteo 0,4,0,3 0,7,0,4 0,7,0,3 1,1,0,3
Con agitacion 0,4,0,3 <0,1,0,9 <0,1, 0,1 <0,1,1,6
0,5 mg/ml

Sin volteo 0,1,0,5 0,2,0,5 0,2,0,5 0,2,0,6
Con volteo 0,1,0,5 0,2,0,6 0,1,0,6 0,1,0,6
Con agitacion 0,1,0,5 <0,1,0,9 <0,1,1,0 <0,1,2,2

Un secado secundario durante 12 horas en el ciclo de liofilizacidn es suficiente para minimizar la humedad residual

Se llevd a cabo un segundo estudio de aumento a escala en el que se cambid el tampdn de Fc-TMP y se diluyd
hasta 0,5 mg/ml en la formulacién recomendada. Se consiguid la liofilizaciéon con un ciclo que consistia en una etapa
de congelacién inicial a -50°C, seguido por templado a -13°C. Entonces se redujo la temperatura hasta -50°C, se
mantuvo durante una hora y se inicié el secado primario a -50°C con un punto de ajuste de vacio de 100 mTorr. Tras
un breve periodo de reposo a -50°C, se redujo la temperatura hasta -25°C a lo largo de un periodo de dos horas, se
mantuvo a -25°C durante 20 horas, y entonces se aumenté gradualmente hasta 25°C tras aproximadamente 27
horas para el comienzo del secado secundario. Se continué con el secado secundario durante un minimo de 12
horas a 25°C. Durante el ciclo de liofilizacién, se tomaron muestras tras 12, 18 y 24 horas de secado secundario con
el fin de comprobar la estabilidad y comparar el nivel de humedad residual. Los resultados muestran que la humedad
residual, medida mediante la valoracién de Karl Fisher, es de aproximadamente el 0,6% o menos (tabla 43) en todas
las muestras examinadas. La humedad es baja de manera similar en las tortas de placebo de tampdn. Basandose
en este trabajo, el tiempo de secado secundario del ciclo de liofilizacién puede acortarse hasta un intervalo de entre
12-18 horas.

Tabla 43

Humedad residual en Fc—-TMP
Tiempos de secado secundario mantenidos a 12, 18 y 24 horas

Tiempo de secado secundario Humedad en tanto por ciento segun Karl Fisher

12 horas 0,23
12 horas 0,38
Placebo con tampén 0,43
18 horas 0,63
18 horas 0,28
Placebo con tampodn 0,3
24 horas 0,46
24 horas 0,37
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Placebo con tampén 0,31

Los resultados de estabilidad también son comparables a lo largo de este intervalo de tiempo de secado secundario,
ya que las muestras no tienen diferencias con respecto a la estabilidad quimica o fisica. Por ejemplo, la cantidad de
agregacion es del <0,1% para todas las muestras examinadas, mientras el porcentaje de dimero esta
constantemente al 0,1%. Estos resultados confirman que el tiempo de secado secundario puede acortarse a menos
de 24 horas sin afectar a la estabilidad inicial de la proteina.

Se llevd a cabo un trabajo adicional para evaluar la robustez de la formulaciéon con respecto a concentraciones de
excipientes variables. Dado que el trabajo de estabilidad previo habia mostrado que la sacarosa, por ejemplo, puede
tener un impacto sobre la estabilidad, fue necesario examinar la robustez de Fc-TMP tras cambios menores en los
niveles de excipientes.

Estudio estadistico de Fc-TMP

Robustez de la formulacion

Se disefid una estudio estadistico inicial para examinar cambios menores en variables de formulacion tales como el
pH de la formulacién, la concentracién de tampodn histidina y la razén de sacarosa:manitol, usando un paquete de
software E-chip. Estas muestras se liofilizaron pero se usé un ciclo de secado por congelacién no 6ptimo, que dio
como resultado una agregacion mayor que la observada normalmente. El estudio fue un estudio de exploracion,
asumiendo una superficie de respuesta lineal. Los resultados de la evaluaciéon de estabilidad mostraron que el pH
(de 4,7 a 5,3) y la concentracién de tampdn histidina (variada desde 5 hasta 15 mM), tenian poco impacto sobre la
estabilidad de Fc-TMP. Con el fin de verificar la contribucion de Tween-20 y la razén de sacarosa:manitol a la
estabilidad global de Fc-TMP, se inici6 un estudio de disefio estadistico de seguimiento usando el ciclo de
liofilizacion mas éptimo.

Estudio de estabilidad estadistico cuadratico

El segundo estudio de disefio estadistico examiné las variaciones en Tween-20 (al 0,001%, al 0,0045% vy al
0,008%), la razén de sacarosa:manitol (1,7:4,2, 2:4 y 2,3:3,8), y las variaciones en la concentracién de proteina (0,3,
0,65 y 1 mg/ml). También se ajusté el pH de las formulaciones a 4,7, 5y 5,3, y se varié la concentracién de tampdn
histidina desde 7, 10 y 13 mM. Se prepararon muestras y se liofilizaron usando un liofilizador Virtis (SP Industries,
Inc., Gardiner, NY), con un ciclo conservativo optimizado usado para los estudios de estabilidad previos. Se
interpretaron los resultados de estabilidad usando E-chip (paquete de software de disefio estadistico, Hockessin,
DE) de dos maneras: una evaluacion del impacto de variables de formulacion sobre la cantidad de agregacion y
dimerizacién observada en el tiempo cero, y del efecto de variables de formulacién a la hora de afectar a la
estabilidad de almacenamiento a temperatura elevada (37°C) medida mediante las tasas de cambio con respecto al
tiempo cero.

Resultados de formulacion de tiempo cero del estudio estadistico cuadratico

Los resultados de la evaluaciéon de tiempo cero mostraron que, como era de esperar, Tween-20 minimiza la
agregacion, sin embargo la concentracion de proteina también era significativa a la hora de reducir la tendencia a la
agregacion tras el secado por congelaciéon. El programa de software E-chip evallua los efectos que diferentes
variables de entrada (las condiciones de formulacion) tienen sobre la agregacion y dimerizacién de Fc-TMP durante
el secado por congelacion. Con respecto a la dimerizacién de Fc-TMP en el tiempo cero, se consideré que ningun
excipiente de la formulacién (basandose en los resultados de E-chip) tenia un efecto significativo. Varias variables
de formulacion tenian un impacto sobre la cantidad de agregacién observada tras el secado por congelacion de Fc-
TMP. Basandose en los resultados de resumen proporcionados por E-chip, la concentracion de Fc-TMP tenia el
mayor efecto sobre el grado de agregacion observado en el tiempo cero, seguido por el nivel de Tween-20. Se
observa que la agregacién es maxima, en el tiempo cero, en las muestras de baja concentracion. Del mismo modo,
cantidades mayores de Tween-20 tienen un mayor efecto protector a la hora de minimizar la agregacién en el tiempo
cero, aunque esta tendencia no es tan significativa como el efecto de la concentracién de proteina. Se observaron
cantidades mayores de agregacion en este estudio en comparacion con resultados de estudio previos, y se observé
aproximadamente un 0,5% de agregaciéon en algunas muestras a las concentraciones de proteina menores con
Tween-20.

Se observé que la variabilidad en la agregacion cae a medida que aumenta la concentracion de proteina. A
0,5 mg/ml y concentraciones mayores, Fc-TMP tiene una agregacion promedio menor que en muestras formuladas a
o menos de 0,3 mg/ml.

Tween-20 al 0,004% es eficaz a la hora de minimizar la agregacion tras un almacenamiento a temperatura elevada

También se uso el disefio estadistico para evaluar los cambios tras el almacenamiento a temperatura elevada. Se
compararon las tasas de agregacion en las condiciones de formulacién variadas tras 16 dias a 37°C restando los
resultados de temperatura elevada de los resultados iniciales (tiempo cero) y normalizando a un tiempo de un mes.
Por tanto, las tasas que son negativas se refieren a una pérdida evidente de la propiedad medida a lo largo del
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tiempo. Se determinaron las variables de respuesta (que corresponden a los resultados de los ensayos) a través de
RP-HPLC (pureza de pico principal en tanto por ciento y tanto por ciento antes del pico), HPLC de intercambio
catiénico (pureza de pico principal en tanto por ciento), HPLC de exclusién molecular (agregacién y formacion de
dimeros) y NIR-agua (humedad residual mediante espectroscopia infrarroja, que se correlacioné con los resultados
de valoracion de Karl Fisher en algunas muestras para verificar la precision).

Los resultados de una comparacién de las tasas de cambio obtenidas de cada técnica de ensayo muestran que los
cambios en la agregacion y la oxidacién por RP-HPLC eran estadisticamente significativos con respecto a la
concentracion de Fc-TMP y el cuadrado de la concentracion de Tween-20, hasta dentro de dos desviaciones
estandar. El término cuadrado de Tween-20 surge de la manera mas probable de la naturaleza cuadratica del
estudio, que asume una superficie de respuesta curvada. En este caso, el término de Tween-20 cuadrado se adapta
mejor al modelo, ademas de sugerir posiblemente que hay un efecto interactivo con el mismo que afecta a la
estabilidad. Las otras respuestas medidas, tales como la pureza de pico principal de HPLC de intercambio catiénico,
o las condiciones de pH variadas, por ejemplo, no presentaban ninguna respuesta significativa a la hora de afectar a
la estabilidad de la proteina.

Como es el caso con el estudio de aumento a escala inicial comentado previamente (muestras con volteo, sin volteo
y agitadas), la cantidad de agregacion es menor tras el almacenamiento a alta temperatura. La tasa de cambio en
estas muestras se us6 para hacer predicciones basandose en el modelo estadistico (estudio cuadratico) para
anticipar el efecto protector de Tween-20. La tabla 44 muestra predicciones para la cantidad de agregacion
esperada, basandose en el modelo de disefio estadistico, ya que la concentracién de Tween-20 se aumenta desde
el 0 hasta el 0,008%. Tal como se muestra, la tasa de agregacion, normalizada a un mes a 37°C, es negativa
(indicando la pérdida de agregado en estas condiciones) con la excepcién de Tween-20 al 0%, en cuyo caso se
predice que la agregacion creceria. La tasa de pérdida de agregado parece alcanzar una meseta a concentraciones
de Tween-20 del 0,002% y superiores, sugiriendo que Tween-20 a niveles bajos (0,002-0,006%) es suficiente a la
hora de minimizar la degradacion fisica. La tasa de crecimiento de dimero es correspondientemente similar en estas
condiciones y no esta correlacionada estadisticamente con ninguno de los excipientes de la formulacion, tal como se
menciond previamente.

Tabla 44

Predicciones de modelo cuadratico estadistico
Concentracion de Tween-20 y Fc-TMP variada
Basadas en 16 dias de incubacién a 37°C (normalizadas a un mes)

% de Tween 20  Fc-TMP (mg/ml) % de agregacion limites de % de oxidacion limites de
mediante SEC prediccion mediante RP- prediccion
HPLC
0 0,5 0,09 (-0,32, 0,50) 0,47 (-2,59, 1,65)
0,002 0,5 -0,35 (-0,69, -0,0) -0,68 (-2,44, 1,08)
0,004 0,5 -0,53 (-0,87,-0,19) -0,58 (-2,32,1,17)
0,006 0,5 -0,45 (-0,78, -0,12) -0,17 (-1,86, 1,52)
0,008 0,5 -0,12 (-0,46, 0,21) 0,54 (-1,18, 2,26)
0,004 0,3 -0,59 (-0,94, -0,25) 0,58 (-1,18, 2,34)
0,004 0,1 -0,63 (-1,10, -0,16) 2,69 (0,28, 5,09)

La tasa de cambio en la oxidacion medida mediante RP-HPLC a 0,5 mg/ml, asumiendo que esto corresponde a
cambios en la regidn previa al pico de cada cromatograma, no es estadisticamente significativa con respecto al
término cuadrado de Tween-20. En este caso, el modelo (tal como se muestra en la tabla 44) predice que a cuando
se varia la concentracion de Tween-20, la tasa de oxidacidon concuerda con los limites de los intervalos de
prediccion. La concentracion de proteina afecta a la oxidacién, ya que la tasa de crecimiento aumenta desde 0,58
hasta 2,69 a medida que la concentracion de proteina cae desde 0,3 hasta 0,1 mg/ml (mientras se mantiene el
Tween-20 constante al 0,004%).

Estos resultados sugieren que mantener la concentracion de Tween-20 entre el 0,002 y el 0,006% es deseable
desde un punto de vista de la estabilidad. La cantidad de proteina también es importante, ya que la estabilidad es
peor a concentraciones por debajo de 0,5 mg/ml.

Estabilidad a temperatura refrigerada

Considerando lo anterior, se uso la siguiente formulacién para evaluar la estabilidad a temperatura refrigerada de Fc-
TMP liofilizado: Fc-TMP 0,5 mg/ml en histidina 10 mM tamponada a pH 5, sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20
al 0,004%.

Se monitorizé la formulacion para determinar la estabilidad a temperatura refrigerada durante un periodo de un afo.
La tabla 45 muestra los resultados de estabilidad de este estudio, enumerandose los resultados desde el tiempo
cero, 3 meses y 1 afio. Tal como se muestra, la pureza de pico principal en tanto por ciento, medida mediante HPLC
de fase inversa y de intercambio catiénico, no parece disminuir con el tiempo. Las diferencias menores en la pureza
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de pico principal a lo largo del tiempo son tipicas de la variacion normal en la resolucién de las columnas de
cromatografia y también se observan en el patrén congelado. La agregacién en tanto por ciento es constante y no
parece crecer después de un afio.

Tabla 45

Pico principal en tanto por ciento mediante HPLC de fase inversa
Punto de tiempo

Concentracion 0 3 meses 1 afo
0,3 81,0 82,5 82,4
0,5 69,0 82,7 83,4
1,0 80,6 82,4 83,2
Material de partida congelado 82,4 84,0 84,5

Pico principal en tanto por ciento mediante HPLC de intercambio cationico
Punto de tiempo

Concentracion 0 3 meses 1 ano
0,3 67,0 71,8 81,8
0,5 73,5 83,1 80,0
1,0 74,2 79,7 80,5
Material de partida congelado 75,3 77,0 83,6

Agregacion en tanto por ciento mediante HPLC de exclusion molecular
Punto de tiempo

Concentracion 0 3 meses 1 aino
0,3 <0,1 0,1 0,1
0,5 <0,1 <0,1 0,1
1,0 <0,1 <0,1 <0,1
Material de partida congelado 0,1 0,1 <0,1

Fc-TMP se formula en histidina 10 mM, tamponada a pH 5,0 con sacarosa al 2%, manitol al 4% y Tween-20 al
0,004%. Se ha mostrado que un pH 5 es mas 6ptimo para la estabilidad, y que la razén de sacarosa:manitol es
critica a la hora de minimizar la degradacion quimica tras el almacenamiento a temperatura elevada para este
sistema de proteina. Se necesita Tween-20 a una concentracion baja con el fin de minimizar la cantidad de
agregacion que se produce como resultado del proceso de liofilizaciéon. Estudios de estabilidad para aplicaciones de
aumento a escala respaldan estas conclusiones. También se han disefiado estudios estadisticos que validan el nivel
de cada excipiente en la formulacién, incluyendo la necesidad de que la concentracién de proteina esté a 0,5 mg/ml.
La estabilidad a temperatura refrigerada de la formulacién recomendada no muestra una degradacion significativa
tras el almacenamiento durante un afio a 4°C.

Ejemplo 8

Péptido de unién a Fc-Ang-2 liofilizado

Con el fin de determinar la formulacion éptima para el péptido de union a Fc-Ang-2 liofilizado, se llevaron a cabo
analisis que evaluaban la agregacion y estabilidad del péptido de uniéon a Fc-Ang-2 a diversos valores de pH,
concentraciones de excipientes y concentraciones de proteina.

El péptido de unién a Fc-Ang-2 consiste en dos moléculas de polipéptido farmacéuticamente activas unidas al
extremo C-terminal de la parte de Fc de una molécula de anticuerpo anti-IlgG1. La molécula estd compuesta por 574
residuos de aminoacido con un peso molecular total de 63.511 Daltons. El pl de la molécula es de 5,45. Hay dos
enlaces disulfuro en cada uno de los polipéptidos activos. Hay un total de 20 residuos de cisteina por toda la
molécula, la mayoria de los cuales estan oxidados en puentes disulfuro. La secuencia del péptido de unién a Fc-
Ang-2 es tal como sigue:
MDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGKGGGGGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATHQEECEWDPW

TCEHMLE (SEQ ID NO: 2)
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La parte de Fc de la IgG1 termina en K228. G229-G233 compone una secuencia de grupo de unién. El polipéptido
activo comienza en A234 y se extiende al resto de la secuencia.

Examen de pH del péptido de unién a Fc-Ang-2 liofilizado

El examen de pH sometié a prueba la estabilidad de un péptido de unién a Fc-Ang-2 a pH 4,0, 7,0 y 8,0. A pH 4,0,
los tampones sometidos a prueba incluian acido glutamico, citrato de sodio y succinato de sodio, cada a una
concentracion de 10 mM. A pH 7,0, los tampones examinados eran histidina y Tris, ambos a una concentracién de
10 mM. También se examinaron histidina y Tris a pH 8,0, cada uno a 10 mM. Cada uno de los tampones contenia
manitol al 4% como agente de formacion de torta de liofilizacion y sacarosa al 2% como excipiente. Ademas, se
examino el tampon histidina a pH 7,0 con y sin la presencia de un tensioactivo, Tween 20 al 0,01% (p/p). Se diluyo la
proteina hasta 5 mg/ml con cada uno de los tampones de formulacién. Entonces se dializé esta disolucion en cada
uno de los tampones de formulacién usando tubos de dialisis con un limite de exclusiéon de peso molecular de
10.000 Da, realizandose un total de 6 intercambios con un minimo de 4 horas de equilibrado entre intercambios.
Tras la dialisis, se pusieron alicuotas de la proteina en viales de vidrio de 3 cc con un volumen de llenado de 1 ml.
Entonces se liofilizaron estos viales usando un instrumento de secado por congelacion de escala de laboratorio. Tras
la liofilizacién, se sellaron los viales y se almacenaron para su incubacion a 4°C, 29°C y 37°C, tomandose viales
individuales y analizandose en diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilizacion
y prolongandose hasta un periodo de 24 meses. Se reconstituyeron las muestras con el volumen apropiado de agua
y se analizaron para determinar la estabilidad de proteina usando cromatografia de liquidos de exclusién molecular y
electroforesis en gel (que detectan agregacion, dimerizacidn y escisidon proteolitica), cromatografia de liquidos de
intercambio anionico (que detecta oxidacion). Ademas, se analizaron las propiedades de la torta, tal como tiempos
de reconstitucion y humedad, y las propiedades de la disolucién liquida reconstituida (tal como pH).

Estudio de excipientes de péptido de unién a Fc-Ang-2 liofilizado

Se realiz6 el examen de excipientes en un unico tampén, histidina 10 mM a pH 7,0. Los dos excipientes comparados
en este estudio fueron arginina al 0,85% y sacarosa al 1%. El agente de formacion de torta usado con arginina fue
manitol al 4%, y el agente de formacion de torta usado con sacarosa fue glicina al 2%. Se sometié a prueba cada
una de las formulaciones a concentraciones de proteina de 1 mg/ml, 30 mg/ml y 60 mg/ml. Ademas, se sometid a
prueba una formulacidon que contenia una combinacién de manitol-sacarosa a 30 mg/ml. Cada una de las
formulaciones contenia Tween 20 al 0,01%. La proteina se concentrd en primer lugar hasta 70 mg/ml y se dializ6 en
la formulacién apropiada usando un dispositivo de ultrafiltracion/diafiltracién de escala de laboratorio. Entonces se
diluy6 la proteina hasta cada una de las tres concentraciones con el tampdn de formulacién apropiado. Entonces se
pusieron alicuotas de la proteina en viales de vidrio de 3 cc con un volumen de llenado de 1 ml. Entonces se
liofilizaron los viales usando un instrumento de secado por congelacion de escala de laboratorio. Tras la liofilizacion,
se sellaron los viales y se almacenaron para su incubacion a 4°C, 29°C, 37°C y 52°C, tomandose viales individuales
y analizandose en diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilizacién y
prolongandose hasta un periodo de 24 meses. Se analizaron las muestras para determinar la estabilidad de proteina
usando cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de intercambio aniénico y SDS-PAGE. También se
analizaron las propiedades de la torta liofilizada y las disoluciones liquidas reconstituidas.

Examen de concentracion de péptido de unién a Fc-Ang-2 liofilizado

Se realiz6 el examen de concentracion en histidina 10 mM a pH 7,2, con manitol al 4% como agente de formacion de
torta y sacarosa al 2% como excipiente. Se concentrd la proteina hasta aproximadamente 140 mg/ml y se dializ6 en
la formulaciéon usando un dispositivo de ultrafiltracion/diafiltracién de escala de laboratorio. Entonces se diluyé la
proteina dializada hasta 30 mg/ml, 60 mg/ml y 120 mg/ml en el tampdn de formulaciéon. Entonces se pusieron
alicuotas de las disoluciones en viales de vidrio de 3 cc a un volumen de llenado de 1 ml. Se liofilizaron los viales
usando un instrumento de secado por congelacién de escala de laboratorio. Tras la liofilizacion, se sellaron los viales
y se almacenaron para su incubacién a 4°C, 29°C, 37°C y 52°C, tomandose viales individuales y analizandose en
diversos puntos a lo largo del tiempo, comenzando inmediatamente tras la liofilizacién y prolongandose hasta un
periodo de 24 meses. Se analizaron las muestras para determinar la estabilidad de proteina usando cromatografia
de exclusion molecular, cromatografia de intercambio aniénico y SDS-PAGE. También se analizaron las
propiedades de la torta liofilizada y las disoluciones liquidas reconstituidas.

Conclusién

Considerando lo anterior, la(s) formulacidon/formulaciones dptima(s) comprende(n) histidina 10 mM, manitol al 4%,
sacarosa al 2%, Tween-20 al 0,01%, pH 7,0.

Ejemplo 9
Péptido de unién a Fc-Agp-3 liofilizado *

Con el fin de determinar la formulacion 6ptima para el péptido de unidon a Fc-Agp-3 liofilizado, se llevaron a cabo
analisis que evaluaron la agregacion y estabilidad del péptido de unién a Fc-Agp-3 a diversos valores de pH,
concentraciones de excipiente, y concentraciones de proteina.
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Péptido de unidn a Fc-Agp-3 es un pepticuerpo unido a N contra el factor activador de célula B (BAFF) dirigido
contra enfermedades relacionadas con células B. El pepticuerpo se construye con dos polipéptidos unidos por
disulfuro no glicosilados con una masa total de ~63,6 kD. Se ha estimado que el punto isoeléctrico para este
pepticuerpo es de pH 7,36.

SECUENCIA DE Fc (SEQ ID NO: 1696).

VDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP KDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK GQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SECUENCIA PEPTIDICA DE UNION A Agp-3 (SEQ ID NO: 1697):
GCKWDLLIKQWVCDPLGSGSATGGSGSTASSGSGSATHMLP
GCKWDLLIKQWVCDPLGGGGG

Por tanto, la secuencia del péptido de unién a Fc-Agp-3 es tal como sigue:
GCKWDLLIKQWVCDPLGSGSATGGSGSTASSGSGSATHMLP
GCKWDLLIKQWVCDPLGGGGGVDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKP KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAK GQPREPQVYTLPPSRDELTEKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDESRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
G K (SEQ ID NO: 1698)

Examen de pH amplio del péptido de unidn a Fc-Agp-3 liofilizado a 10 mg/ml

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusion molecular (SE-HPLC), que indicaba estabilidad
a temperaturas elevadas. Para evaluar las propiedades de estabilidad y reconstitucion del péptido de unién a Fc-
Agp-3 liofilizado a lo largo del intervalo de pH de 3,85-7,6, se formularon 10mg/ml del péptido de unién a Fc-Agp-3
en diversos tampones 10 mM en presencia de manitol al 2,5% y sacarosa al 2,0%. Se sometieron a prueba los
siguientes tampones a aumentos de unidades de pH de aproximadamente 0,5: acetato, succinato, histidina,
pirofosfato, fosfato y Tris.

Para el trabajo de desarrollo de la formulacién, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se realizé la etapa de templado a -20°C y duré 4 horas para permitir
la cristalizacion de manitol. Se realiz6 el secado primario a la temperatura de almacenamiento de -25°C durante 20
horas. Se completd el secado primario a -25°C ya que no se observd ningun pico en el vacio segun se aumento la
temperatura de almacenamiento hasta 0°C. No se observd un colapso importante y las muestras procedieron
exitosamente a través del secado secundario primero a 0°C, y después a 25°C. Tras la reconstitucion las
formulaciones con pH de o superior a 7 eran ligeramente turbias, mientras que todas las demas formulaciones eran
transparentes. Esto se explic6 mediante la proximidad de las formulaciones de pH alto al punto isoeléctrico del
péptido de unién a Fc-Agp-3 (pl=7,36). El analisis mediante SE-HPLC reveld un dimero como la especie de alto
peso molecular principal. Se observo que el % de dimero relativo era fuertemente dependiente de pH con la
acumulacién mas baja a pH 5 e inferior. La cantidad de agregados solubles también mostré algo de dependencia de
pH. No se observaron agregados solubles en las muestras antes de la liofilizacién. En cambio, estaba presente una
pequefia cantidad de dimero en todas las formulaciones antes de la liofilizacién, y aumenté adicionalmente en las
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muestras reconstituidas, tras la liofilizacion. No se observé acortamiento significativo en las formulaciones. La mayor
cantidad del monémero intacto era en el caso de formulaciones de acetato, succinato e histidina a pH 5 e inferior.

Examen de pH amplio del péptido de uniéon a Fc-Agp-3 liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa y
manitol

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC), que indicaba
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de manitol al 2,5% y sacarosa al 3,5% sobre las propiedades de
estabilidad y reconstitucion del péptido de uniéon a Fc-Agp-3 liofilizado a lo largo del intervalo de pH de 4,5-7,5, se
formulé el péptido de unién a Fc-Agp-3 a 30 mg/ml en tampones de succinato, histidina y fosfato 10 mM. Se
excluyeron tampones de pirofosfato y Tris de este estudio debido a su bajo rendimiento en examenes de pH amplio
anteriores. Se excluyé tampoén acetato debido a la posibilidad de cambios de pH en las muestras reconstituidas
como resultado de la sublimacion de acetato durante la liofilizacion.

Para el trabajo de desarrollo de la formulacién, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se realizé la etapa de templado a -20°C y duré 5 horas para permitir
una cristalizacion de manitol mas completa. Se realizé el secado primario a la temperatura de almacenamiento de -
25°C durante 20 horas. No se termind de completar el secado primario -25°C, y se observaron algunos picos en el
vacio segun se aumento la temperatura de almacenamiento hasta 0°C. No se observd un colapso importante y las
muestras procedieron exitosamente a través del secado secundario primero a 0°C, y después a 25°C. Tras la
reconstitucion las formulaciones con un pH alrededor de 7 eran ligeramente turbias, mientras que todas las demas
formulaciones eran transparentes. Tal como se menciond previamente, esto puede explicarse mediante la
proximidad de las formulaciones de pH alto al punto isoeléctrico del péptido de unidon a Fc-Agp-3. El analisis
mediante SE-HPLC reveld un dimero como la especie de alto peso molecular principal. De nuevo, se observé que el
% de dimero relativo era fuertemente dependiente de pH con la acumulacién més baja a pH 5 e inferior. La cantidad
de agregados solubles no mostré una dependencia de pH clara. No se observaron agregados solubles en las
muestras antes de la liofilizacion. Se observaron ~0,6% de dimero en el material a granel no de GMP antes de la
formulaciéon y aumenté hasta el 3,0% para formulaciones de pH alto antes de la liofilizacion como resultado de
concentracion/intercambio de tampon.

También se confirmo la dependencia de pH de la acumulacién de dimero mediante correspondencia cercana de la
cantidad relativa de dimero a un pH dado independientemente del tipo de tampdn. El % de dimero no aumentd
significativamente tras la liofilizacion tal como se muestra mediante las muestras T=0. La unica excepcion fueron las
muestras que no contenian ni sacarosa ni manitol, que mostraron un aumento notable del ~0,25-0,5% en el % de
dimero. En presencia de sacarosa el pico de pérdida principal era minimo incluso después de la
liofilizacion/intercambio de tampdn para formulaciones de succinato e histidina con pH 4,1 y 4,7, respectivamente.
En comparacion con éstas, todas las formulaciones de fosfato mostraron una pérdida del ~3% del pico principal
antes de la liofilizacién. Aunque, se formd la torta incluso en ausencia tanto de sacarosa como de manitol, el pico
principal correspondiente cayé un 0,5-0.7% en comparacion con las formulaciones que contenian azdcar. Ademas,
la reconstitucion de las formulaciones sin azucar fue mucho mas larga (>2 min) y requeria algo de agitacion. Con el
fin de asegurar robustez de la torta se incluyeron manitol o glicina como agentes de carga en todas las
formulaciones posteriores incluso aunque la sacarosa sola mostré que conferia suficiente estabilidad de proteina.

Examen de pH estrecho del péptido de unién a Fc-Agp-3 liofilizado a 30 mg/ml

Se evalué la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC) y HPLC de fase inversa
(RP-HPLC), que eran indicadores de estabilidad temperaturas elevadas. Ya que el % de recuperacion del pico
principal era mayor a pH 5 e inferior, se omiti6 el tampdn fosfato del examen de pH estrecho. En adicion a los
tampones de succinato e histidina, que tuvieron un buen rendimiento en los examenes de pH amplios, el examen de
pH estrecho incluia glutamato 10 mM, pH 4-6. Se sometieron a prueba las formulaciones a aumentos de pH de 0,2
unidades. El contenido en sacarosa y manitol se mantuvo constante al 3,5% y 2,5%, respectivamente, excepto para
dos formulaciones de succinato a pH 4,5 con sacarosa al 2,0% y al 5,0%. También, se sometieron a prueba seis
formulaciones de liofilizaciéon genéricas potenciales a cada aumento de unidad de pH, tales como:

1) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 5,0
2) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 6,0
3) histidina 20 mM, glicina al 2,0%, sacarosa al 1,0% a pH 7,0
4) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 5,0
5) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 6,0
6) histidina 20 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 7,0

Para el trabajo de desarrollo de la formulacién, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
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congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. Se modificd adicionalmente el ciclo de liofilizacion. Se realizé la
etapa de templado a -15°C para permitir la cristalizacion de glicina y duré 5 horas. Se realiz6 el secado primario
inicialmente a -30°C durante un periodo de tiempo corto (4 h). Entonces se elevé la temperatura de almacenamiento
hasta - 25°C y se mantuvo constante durante 24 horas. Sin embargo, no se terminé de completar el secado primario
a -25°C tal como se muestra mediante un pequefio pico en el vacio segun se aumenté adicionalmente la
temperatura de almacenamiento hasta 0°C. Sin embargo, no se observd un colapso importante y las muestras
procedieron exitosamente a través del secado secundario primero a 0°C, y después a 25°C. Se generaron hasta 6
meses de estabilidad en estado liofilizado a 37°C para evaluar estabilidad a largo plazo del péptido de union a Fc-
Agp-3. Los aumentos en pH dan como resultado la pérdida del pico principal para todas las formulaciones de
histidina. Solo se monitorizaron formulaciones genéricas durante hasta 6 meses, pero la ventaja del pH cercano a
5,0 ya era obvia para los puntos de tiempo de 1 y 3 meses. Ademas, los datos de 6 meses para las formulaciones
genéricas sugieren que formulaciones de manitol+sacarosa son mas estables que las de glicina+sacarosa,
especialmente a pH 6 y superior.

En el caso de formulaciones de glutamato y succinato también hubo un aumento dependiente de pH claro en la
cantidad de dimero, el producto de degradacion principal, segin se vuelve el pH menos acido. Se vio una
dependencia de pH similar para los agregados. Se observé el mayor pico principal de recuperacion para pH 5 e
inferior. Puede explicarse la pérdida inicial del pico principal para T=0 mediante degradacién de proteina durante el
intercambio de tampdn y concentracion tal como se muestra mediante una pérdida similar para las formulaciones
antes de la liofilizacion. Sin embargo, los datos de estabilidad de 3 meses sugieren que las formulaciones de
glutamato tenian una estabilidad fisica mayor que sus equivalentes de succinato (con el mismo pH). Debe
observarse que en este estudio también se sometié a prueba el efecto de concentraciones de sacarosa aumentadas
sobre la estabilidad de formulaciones de succinato. En adicion a formulaciones de sacarosa al 3,5%, se comparé
sacarosa al 2,0% y 5,0% en succinato, pH 4,5. El aumento en sacarosa descendié las especies de alto peso
molecular hasta cierto punto, pero no afecté significativamente la cantidad del pico principal. Por tanto, se considero
que sacarosa al 3,5% era optima ya que tales formulaciones se ajustaban mas a la tonicidad fisiologica.

Se observd una especie de acortamiento creciendo a pH bajo mediante RP-HPLC. Una parte significativa del
acortamiento dependiente de pH en las formulaciones liofilizadas sucede antes de la liofilizacion como resultado de
etapas de intercambio de tampén y concentracion de proteina que consumen tiempo. Después de la liofilizacién no
se observé un aumento significativo en la cantidad de acortamientos incluso después de almacenamiento de 3 a 6
meses a 37°C. En general los datos sugieren usar formulaciones de pH mayor para mitigar el acortamiento ya que
no se puede observar a pH 6 y mayor. Sin embargo, la cantidad del dimero es significativa a pH mayores y puede
ser tan alto como del 2,5-4,5% a pH 6 y mayor. Por tanto, puede encontrarse un compromiso en la formulacion de
péptido de unién a Fc-Agp-3 a pH 5, donde el acortamiento es moderado, especialmente en los tampones de
glutamato e histidina, y cuando la formacion de dimero todavia esta suficientemente suprimida.

Conclusién

Manitol al 2,5% y sacarosa al 3,5% han proporcionado suficiente estabilidad de torta y proteina tal como se confirma
mediante estudio de almacenamiento de 6 meses a 37°C. Por tanto, pueden usarse histidina 10 mM, manitol al
2,5%, sacarosa al 3,5% a pH 5,0 y glutamato 10 mM, manitol al 2,5%, sacarosa al 3,5% a pH 5,0 para la formulacién
de 30 mg/ml de péptido de union a Fc-Agp-3. Ademas, este estudio muestra que histidina 20 mM, manitol al 4,0%,
sacarosa al 2,0% a pH 5,0 también tienen un buen rendimiento y pueden considerarse como una formulacion de
liofilizacion genérica para pepticuerpos.

Ejemplo 10

Péptido de unién a Fc-Myo liofilizado

Con el fin de determinar la formulacion éptima para péptido de unién a Fc-Myo liofilizado, se llevaron a cabo analisis
que evaluaron la agregacion y estabilidad del péptido de unién a Fc-Myo a diversos valores de pH, concentraciones
de excipiente y concentraciones de proteina.

El péptido de unién a Fc-Myo es un pepticuerpo con unién a C contra la proteina miostatina dirigido contra
enfermedades relacionadas con atrofia muscular. El pepticuerpo se construye con dos polipéptidos unidos por
disulfuro no glicosilados con una masa total de ~59,1 kD. Se ha estimado que el punto isoeléctrico para este
pepticuerpo es de pH 6,88.

SECUENCIA DE Fc (SEQ ID NO: 1699):
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MDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP KDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK GQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SECUENCIA DE PEPTIDO DE UNION A MIOSTATINA (SEQ ID NO: 1700):
GGGGGAQLADHGQCIRWPWMCPPEGWE

Por tanto, la secuencia de péptido de unién a Fc-Myo es tal como sigue:

MDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFELFPPKP KDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK GQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGGAQLADHGQCIRWP
WMCPPEGW E (SEQ ID NO:1701) '

Determinacion del estado de pH para péptido de unién a Fc-Myo liofilizado

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusion molecular (SE-HPLC), que indicaba estabilidad
a temperaturas elevadas. Se disefié un estudio de examen de pH y se realizé para determinar el pH 6ptimo de la
formulaciéon en el estado liquido antes de la liofilizacion. Se formul6 la proteina en pH 4,5, 4,75, 5,0, 5,5 y 6,0 con
agentes tampén de acetato e histidina y sacarosa como estabilizador (o lioprotector). Se almacenaron los viales
formulados a 29°C durante hasta 1 afio. Se monitorizé la estabilidad usando SE-HPLC. Se calcularon las constantes
de tasa de agregacion para cada una de la condiciones de formulacion. Se encontré que la tasa de agregacion a pH
4,5 era minima, por tanto se seleccioné pH 4,5 como condicién de pH preferida de la formulacion.

Estudio de agente tampdén de péptido de unién a Fc-Myo a 30 mg/ml.

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC), que indicaba
estabilidad. Una forma de dosificacion de 30 mg/ml tal como se investigd usando tres agentes tamponantes
diferentes: glutamato 10 mM, histidina 10 mM y succinato 10 mM a pH 4,5. Todas las formulaciones contienen
polisorbato 20 al 0,004%.

Para el trabajo de desarrollo de la formulaciéon, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Vitris usando un ciclo conservativo. La formulacién de proteina liofilizada presentaba una elegancia de
torta aceptable. Tras la reconstitucion las formulaciones eran transparentes, se almacend el péptido de union a Fc-
Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52°C. Se llevaron a cabo estudios de estabilidad en tiempo real a 4°C y se encontré que
eran comparables para estas formulaciones durante hasta 3 meses. Sin embargo, en almacenamiento a 52°C 3
meses, la formulacidon que contenia histidina era ligeramente mejor que la formulacion que contenia glutamato. La
formulacion que contenia succinato era significativamente menos estable que las otras dos formulaciones.
Basandose en estos resultados, se considerd que la histidina y el glutamato eran agentes tampodn preferidos para la
formulacion de péptido de union a Fc-Myo final.

Estudio de excipiente de péptido de uniéon a Fc-Myo liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa,
trehalosa e hidroxietil-almidon

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC), que indicaba
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de trehalosa, hidroxietil-almidén y sacarosa sobre la estabilidad de
péptido de unién a Fc-Myo liofilizado, se formulé péptido de unién a Fc-Myo a 30 mg/ml en tampon glutamato 10 mM
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con manitol al 4%. La concentracion de trehalosa y sacarosa usada fue del 2,0%, se afadié hidroxietil-almidén al 1%
a la formulacion de sacarosa para preparar una formulacion final de glutamato 10 mM, manitol al 4%, sacarosa al
2%, hidroxietil-almidon al 1%. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al 0,004%.

Para el trabajo de desarrollo de la formulacién, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulacién de proteina liofilizada presentaba una elegancia de
torta aceptable. Tras la reconstitucidn las formulaciones eran transparentes.

Se monitorizo la estabilidad de estas formulaciones usando SE-HPLC.

Se almacend péptido de union a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52°C. Se encontré que la estabilidad en la condicién
de tiempo de almacenamiento en tiempo real (4°C) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 3
meses. Sin embargo en la condiciéon de almacenamiento a 52°C durante 3 meses, la formulacion que contenia
sacarosa era ligeramente mejor que la formulacion que contenia trehalosa. La adicion de hidroxietil-almidéon no
presentd ningun impacto negativo sobre la estabilidad. Basandose en estos resultados, se consider6 la sacarosa
como el estabilizador preferido para la formulacion de péptido de unién a Fc-Myo final.

Estudio de excipiente de péptido de unién a Fc-Myo liofilizado a 30 mg/ml: efecto estabilizante de sacarosa y manitol

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC), que indicaba
estabilidad. Para evaluar el efecto de la presencia de una cantidad variable de manitol y sacarosa sobre las
propiedades de estabilidad y reconstitucion de péptido de unién a Fc-Myo liofilizado con respecto al intervalo de
manitol del 4,0 al 8% vy el intervalo de sacarosa del 1,0% al 4,0%, se formuld péptido de unién a Fc-Myo a 30 mg/ml
en tampon glutamato 10 mM. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al 0,004%.

Para el trabajo de desarrollo de la formulacion, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se dializé el material en los tampones de formulacion apropiados y se liofilizé en una
liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulacién de proteina liofilizada presentaba una elegancia de
torta aceptable. Tras la reconstitucién las formulaciones eran transparentes.

Se monitorizé la estabilidad de estas formulaciones usando un método de SE-HPLC. Se almacend péptido de unién
a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37 y 52°C. Se encontré que la estabilidad en la condicién de tiempo de almacenamiento
en tiempo real (4°C) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 3 meses. Sin embargo, cuando se
almacenaron a 52°C durante 3 meses, se encontré una cantidad creciente de sacarosa que contribuia al aumento en
la estabilidad contra la agregacion. Debido a un problema para mantener la condicién isotdnica para la formulacion
final que limita la cantidad total de disacaridos y para mantener una razoén apropiada de manitol y sacarosa para
conservar la propiedad de torta liofilizada, manitol al 4,0% y sacarosa al 2,0% fueron los excipientes preferidos para
la formulacion final.

Estudio de excipiente de péptido de unién a Fc-Myo liofilizado a 1, 30, 85 mg/ml

Se evalud la estabilidad principalmente mediante HPLC de exclusién molecular (SE-HPLC), que indicaba
estabilidad. Para evaluar el efecto de la concentracion de proteina sobre las propiedades de estabilidad y
reconstitucion de péptido de unioén a Fc-Myo liofilizado, se formul6 péptido de unién a Fc-Myo a 1, 30, 85 mg/ml en
tampon glutamato 10 mM con manitol al 4% y sacarosa al 2%. Todas las formulaciones contienen polisorbato 20 al
0,004%.

Para el trabajo de desarrollo de la formulacion, se obtuvo material a granel purificado en la formulacién liquida
congelada de 30 mg/ml. Se intercambioé el tampoén del material por los tampones de formulacién apropiados usando
UF/DF vy se liofilizé en una liofilizadora Virtis usando un ciclo conservativo. La formulacion de proteina liofilizada
presentaba una elegancia de torta aceptable. Tras la reconstitucion las formulaciones eran transparentes.

Se monitorizé la estabilidad de estas formulaciones usando un método de SE-HPLC. Se almacend péptido de unién
a Fc-Myo liofilizado a 4, 29, 37°C. Se encontrd que la estabilidad en la condicién de tiempo de almacenamiento en
tiempo real (4°C) era comparable entre estas formulaciones durante hasta 6 meses. La estabilidad es probablemente
aceptable para todas las concentraciones estudiadas como formulacién de producto comercial.

Conclusién

Manitol al 4,0% y sacarosa al 2,0% han proporcionado una estabilidad de proteina y torta suficiente tal como se
confirma por un estudio de almacenamiento de 12 meses a 4°C. Por tanto, pueden usarse histidina 10 mM, manitol
al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 4,5 y glutamato 10 mM, manitol al 4,0%, sacarosa al 2,0% a pH 4,5 para formular
péptido de unién a Fc-Myo de 1 a 100 mg/ml.
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REIVINDICACIONES

Composicion de pepticuerpos liofilizada que comprende un tampoén, un agente de carga, un agente
estabilizante y un tensioactivo; en la que dicho tampdn esta compuesto por un agente tamponante del pH,
en la que:

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o
b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o
c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o
d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 4,5;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o
e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;
y en la que dicho pepticuerpo comprende una estructura expuesta en la formula |,
Formula 1: [(X")a-F"-(X?)o]-(L")e-WSP4
en la que:
F' es un dominio Fc;
X' se selecciona de:
P'-(L?)e-
P%- (L% —P'-(L?)e-
P(L)gP*(L7) -P (L) y
P(L )P *(L)gP*(L7)P (L)
X? se selecciona de:
(L2)e-P",
(L2)e-P (LO)P?,
-(L2)e-P(L)P2(LY)gP?, y
(L) P (L2 WP(L )y P (L)nP;

en la que P!, P% P? y P* son cada uno independientemente secuencias de péptidos
farmacoldgicamente activos;
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L1, L2, L3, L y L® son cada uno independientemente grupos de union;

a, b, c, e, f, g y h son cada uno independientemente 0 6 1, con la condicion de que al menos unodeayb
sea 1;

des0,1o0mayorde1;y
WSP es un polimero soluble en agua, cuya unién se realiza en cualquier resto reactivo en F.
Composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicho pepticuerpo comprende
a) una estructura expuesta en la formula Il
Formula 11 [X'-F'J-(L")-WSPq

en la que el dominio Fc se une en el extremo C- termlnal de X', y ningun, uno o mas WSP se unen al
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de union L o]

b) una estructura expuesta en la formula I
Formula 111 [F'-X%]-(L")e-WSPyq

en la que el dominio Fc se une en el extremo N- termlnal de X2, y ningun, uno o mas WSP se unen al
dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de union L": o

c) una estructura expuesta en la formula IV
Férmula IV: [F'-(L"e-P"]-(L")e-WSPy

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de -(L )C-P1 y ningun, uno o mas WSP se unen
al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L o]

d) una estructura expuesta en la formula V
Formula V: [F'-(L")e-P"-(L?)-P?]-(L")e-WSPg

en la que el dominio Fc se une en el extremo N-terminal de L' P -L2P? y ningun, uno o mas WSP se
unen al dominio Fc, opcionalmente a través del grupo de unién L.

Composicion segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho pepticuerpo es un multimero o un dimero.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que P P? P® ylo P* se seleccionan
independientemente de un péptido expuesto en una cualquiera de las tablas 4 a 38.

Composiciéon segun la reivindicacion 4, en la que P!, P% P? ylo P* tienen la misma secuencia de
aminoacidos.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el dominio Fc se expone en
SEQ ID NO: 1.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que WSP es PEG.

Composicidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el dominio Fc se expone en
SEQ ID NO: 1y WSP es PEG.

Composicion segun la reivindicacion 8, en la que PEG tiene un peso molecular de entre aproximadamente
2 kDa y 100 kDa o de entre aproximadamente 6 kDa y 25 kDa.

Composicion segun la reivindicacion 9, en la que dicha composicion comprende al menos el 50% de
pepticuerpo pegilado, o al menos el 75% de pepticuerpo pegilado, o al menos el 85% de pepticuerpo
pegilado, o al menos el 90% de pepticuerpo pegilado, o al menos el 95% de pepticuerpo pegilado.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la concentracion de
pepticuerpo es de entre aproximadamente 0,25 mg/ml y 250 mg/ml.

Composmon segun una cualquiera de las re|V|nd|caC|ones 1 a 11, en la que el dominio Fc es SEQ ID NO:
1,L"es (Gly)s, P' y P? son cada uno SEQ ID NO: 459, L% es (Gly)s; e =1, f =1, ¢ = 0 y d=0.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a11,en Ia que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, eI

pepticuerpo comprende una estructura de formula V, L' es (Gly)s, P y P? son cada uno SEQ ID NO: 459, L?
es (Gly)s; e =1,f=1,c =0y d=0.
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Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1
y en la que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1017.

Composicidon segun la reivindicacién 14, en la que una metionina esta en el extremo N-terminal del
pepticuerpo, SEQ ID NO: 1017 est4 en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1 esta en el
extremo C-terminal del pepticuerpo.

Composicion segun la reivindicacion 14, en la que metionina en el extremo N-terminal del pepticuerpo, SEQ
ID NO: 1 esta en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1017 esta en el extremo C-
terminal del pepticuerpo.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en la que:
dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 4% plv;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% pl/v.

Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ
ID NO: 2.

Composicion segun la reivindicacion 18, en la que:

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 7,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y

dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ
ID NO: 1698.

Composicion segun la reivindicacion 20, en la que:

a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o

b) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v.

Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el pepticuerpo comprende SEQ
ID NO: 1701.

Composicion segun la reivindicacion 23, en la que:

dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 4,5;
dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% pl/v.

Método para producir una composicién de pepticuerpos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24,
comprendiendo el método las etapas de:

i) preparar una disolucién de un tampén, un agente de carga, un agente estabilizante y un tensioactivo;
en el que dicho tampodn esta compuesto por un agente tamponante del pH, en el que
a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;

dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
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dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o
b) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v; o
c) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 2,5% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o
d) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 4,5;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v; o
e) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v;
i) liofilizar dicha disolucion.
Método para preparar una composicion de pepticuerpos reconstituida que comprende las etapas de:
a) producir una composicion de pepticuerpos liofilizada segun la reivindicacién 25; y
b) reconstituir dicha composicion de pepticuerpos liofilizada.

Kit para preparar una composicion farmacéutica acuosa que comprende un primer recipiente que tiene una
composicion de pepticuerpos liofilizada segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 y un segundo
recipiente que tiene un disolvente fisiolégicamente aceptable para la composicién de pepticuerpos
liofilizada.

Método segun la reivindicacion 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, el pepticuerpo comprende una
estructura de formula V, L' es (Gly)s, P' y P? son cada uno SEQ ID NO: 459, L? es (Gly)s; € =1,f=1,c=0y
d=0.

Método segun la reivindicacion 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1, el pepticuerpo comprende una
estructura de formula V, L' es (Gly)s, P' y P? son cada uno SEQ ID NO: 459, L? es (Gly)s; € =1,f=1,c=0y
d=0.

Método segun la reivindicacion 25, en el que el dominio Fc es SEQ ID NO: 1 y en el que el pepticuerpo
comprende SEQ ID NO: 1017.

Método segun la reivindicacion 25, en el que una metionina esta en el extremo N-terminal del pepticuerpo,
SEQ ID NO: 1017 esta en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1 esta en el extremo C-
terminal del pepticuerpo.

Método segun la reivindicacion 25, en el que una metionina esta en el extremo N-terminal del pepticuerpo,
SEQ ID NO: 1 esta en el extremo C-terminal de dicha metionina y SEQ ID NO: 1017 esta en el extremo C-
terminal del pepticuerpo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 32, en el que:
dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
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dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,004% p/v.
Método segun la reivindicacion 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 2.
Método segun la reivindicacion 34, en el que:
dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mM y el pH es de 7,0;
dicho agente de carga es manitol al 4% plv;
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% p/v; y
dicho tensioactivo es polisorbato 20 al 0,01% p/v.
Método segun la reivindicacion 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1698.
Método segun la reivindicacion 36, en el que:
a) dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 2,5% plv; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 3,5% p/v; o
b) dicho agente tamponante del pH es histidina 20 mM y el pH es de 5,0;
dicho agente de carga es manitol al 4,0% p/v; y
dicho agente estabilizante es sacarosa al 2,0% p/v.
Método segun la reivindicacion 25, en el que el pepticuerpo comprende SEQ ID NO: 1701.
Método segun la reivindicacion 38, en el que:
dicho agente tamponante del pH es histidina 10 mMy el pH es de 4,5;
dicho agente de carga es manitol al 4% p/v; y

dicho agente estabilizante es sacarosa al 2% pl/v.
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