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DESCRIPCION
Conjugados de auristatina con anticuerpos anti-HER2 o anti-CD22 y su uso en terapia
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a conjugados de anticuerpo-farmaco, a composiciones que los incluyen y a métodos
para el uso de los mismos para tratar el cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa. Ademas,
en el presente documento se describen métodos para usar compuestos de conjugados de anticuerpo-farmaco para
diagnéstico o tratamiento in vitro, in situ, e in vivo de células de mamifero, o afecciones patolégicas asociadas.

2. Antecedentes de la invencion

La mejora de la administracién de farmacos y de otros agentes a células, tejidos y tumores diana para conseguir una
eficacia maxima y una toxicidad minima ha sido el foco de una investigacién considerable durante muchos afos.
Aunque se han hecho muchos intentos para desarrollar métodos eficaces para importar moléculas biolégicamente
activas en células, tanto in vivo como in vitro, ninguno ha demostrado ser totalmente satisfactorio. La optimizacion de
la asociacién del farmaco con su diana intracelular, a la vez que se minimiza la redistribucién intercelular del
farmaco, por ejemplo, a células vecinas, a menudo es dificil o ineficaz.

La mayoria de los agentes administrados actualmente a un paciente por via parenteral no son dirigidos, lo que da
como resultado la administracion sistémica del agente a células y tejidos del organismo en los que no es necesario,
y a menudo indeseable. Esto puede dar como resultado efectos secundarios adversos del farmaco, y a menudo
limita la dosis que se puede administrar de un farmaco (por ejemplo, agentes quimioterapeuticos (anticancer),
citotdxicos, inhibidores de enzimas y farmacos antivirales o antimicrobianos). Por comparacioén, aunque se considera
que la administracion oral de farmacos es un modo de administracidon conveniente y econdémica, ésta comparte las
mismas preocupaciones de toxicidad no especifica a células sin afectar una vez que el farmaco se ha absorbido en
la circulacion sistémica. Complicaciones adicionales implican problemas con la biodisponibilidad oral y la
permanencia de farmaco en el intestino lo que conduce a una exposicién adicional del intestino al farmaco y por lo
tanto riesgo de toxicidades intestinales. Por consiguiente, un objetivo fundamental ha sido desarrollar métodos para
dirigir especificamente agentes a células y tejidos. Los beneficios de dicho tratamiento incluyen evitar los efectos
psicoldgicos generales de una administracion inapropiada de dichos agentes a otras células y tejidos, tales como
células sin infectar. La direccién intracelular se puede conseguir con métodos, compuestos y formulaciones que
permitan acumulacion o retencién de agentes biolégicamente activos, es decir metabolitos activos, dentro de células.

Se ha establecido terapia de anticuerpos monoclonales para el tratamiento dirigido de pacientes con trastornos como
cancer, inmunolégicos y angiogénicos.

El uso de conjugados de anticuerpo-farmaco para la administracion local de agentes citotoxicos o citostaticos, por
ejemplo, farmacos para eliminar o inhibir células tumorales en el tratamiento del cancer (Syrigos y Epenetos (1999)
Anticancer Research 19: 605-614; Niculescu-Duvaz y Springer (1997) Adv. Drg. Del. Rev. 26: 151-172; Patente de
Estados Unidos N° 4975278) permite tedricamente una administracion dirigida del resto de farmaco a tumores, y
acumulacion intracelular en el mismo, a la vez que una administracion sistémica de estos agentes de farmaco sin
conjugar puede dar como resultado niveles inaceptables de toxicidad en las células tumorales que se buscan para
su eliminacién (Baldwin et al., 1986 Lancet pp. (15 Mar., 1986): 603-05; Thorpe, 1985, "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications,
A. Pinchera et al. (ed.s), paginas 475-506). De este modo se busca eficacia maxima con toxicidad minima. Se
informado tanto de anticuerpos policlonales como de anticuerpos monoclonales Utiles en estas estrategias (Rowland
et al, 1986, Cancer Immunol. Immunother. 21: 183-87). Los farmacos usados en estos métodos incluyen
daunomicina, doxorrubicina, metotrexato, y vindesina (Rowland et al., 1986, mencionado anteriormente). Toxinas
usadas en conjugados de anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas tales como toxina de difteria, toxina de
plantas tales como ricino, toxinas de molécula pequefia tales como geldanamicina (Kerr et al., 1997, Bioconjugate
Chem. 8 (6): 781-784; Mandler et al. (2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92 (19): 1573-1581; Mandler et al. (2000)
Bioorganic & Med. Chem. Letters 10: 1025-1028; Mandler et al. (2002) Bioconjugate Chem. 13: 786-791),
maitansinoides (documento EP 1391213; Liu et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8618-8623), y
caligueamicina (Lode et al. (1998) Cancer Res. 58: 2928; Hinman et al. (1993) Cancer Res. 53: 3336-3342). Las
toxinas pueden afectar a sus efectos citotoxicos y citostaticos mediante mecanismos que incluyen unién a tubulinas,
union al ADN, o inhibicién de la topoisomerasa (Meyer, D.L. y Senter, P.D. "Recent Advances in Conjugado de
Anticuerpo Farmacos for Cancer Therapy" en Annual Reports in Medicinal Chemistry, Vol 38 (2003) Capitulo 23,
229-237). Algunos farmacos citotoxicos tienden a ser inactivos o menos activos cuando se conjugan con anticuerpos
grandes o con ligandos receptores de proteinas.

ZEVALIN® (ibritumomab tiuxetan, Biogen/ldec) es un conjugado de anticuerpo-radioisbtopo compuesto por un
anticuerpo monoclonal de IgG1 kappa de murino dirigido frente al antigeno CD20 que se encuentra en la superficie
de linfocitos B normales y malignos y en radioisotopo '''In o °°Y unido mediante un quelante-conector de tiourea
(Wiseman et al. (2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27 (7): 766-77; Wiseman et al. (2002) Blood 99 (12): 4336-42; Witzig et
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al. (2002) J. Clin. Oncol. 20 (10): 2453-63; Witzig et al. (2002) J. Clin. Oncol. 20 (15): 3262-69). A pesar de que
ZEVALIN tiene actividad frente al Linfoma no Hodgkin de linfocitos B (NHL), su administracién da como resultado
citopenias graves y prolongadas en la mayoria de los pacientes. MYLOTARG™ (gemtuzumab ozogamicina, Wyeth
Pharmaceuticals), un conjugado de farmaco y anticuerpo compuesto por un anticuerpo hu CD33 unido a
caligueamicina, se aprob6 en 2000 para el tratamiento de leucemia mieloide aguda mediante inyeccion (Drugs of the
Future (2000) 25 (7): 686; Patentes de Estados Unidos N° 4970198; N° 5079233; N° 5585089; N° 5606040; N°
5693762; N° 5739116; N° 5767285; N° 5773001). Cantuzumab mertansina (Immunogen, Inc.), un conjugado de
farmaco y anticuerpo compuesto por el anticuerpo huC242 unido a través del conector disulfuro SPP al resto de
farmaco maitansinoide, DM1, esta avanzando en ensayos en Fase Il para el tratamiento de canceres que expresan
CanAg, tales como colon, pancreatico, gastrico y otros. MLN-2704 (Millennium Pharm., BZL Biologics, Immunogen
Inc.), conjugado de farmaco y anticuerpo ah compuesto por el anticuerpo monoclonal de antigeno de membrana
especifico antiproéstata (PSMA) unido al resto de farmaco maitansinoide, DM1, esta en desarrollo para el tratamiento
potencial de tumores de prostata. El mismo resto de farmaco maitansinoide, DM1, se unié a través de un conector
no disulfuro, SMCC, a un anticuerpo monoclonal murino de ratén, TA.1 (Chari et al. (1992) Cancer Research 52:
127-131). Se informé que este conjugado era 200 veces menos potente que el correspondiente conjugado de
conector disulfuro. Se consider6 que el conector SMCC en el mismo era "no escindible".

Se han aislado varios compuestos peptidicos cortos a partir del molusco marino Dolabella auricularia y se ha
encontrado que tienen actividad biologica (Pettit et al. (1993) Tetrahedron 49: 9151; Nakamura et al. (1995)
Tetrahedron Letters 36: 5059-5062; Sone et al. (1995) Jour. Org Chem. 60: 4474). También se han preparado
analogos de estos compuestos, y se encontré que algunos tienen actividad biol6gica (para una revision, véase Pettit
et al. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13: 243-277). Por ejemplo, auristatina E (Patente de Estados Unidos N°
5635483) es un andlogo sintético del producto natural marino Dolastatina 10, un agente que inhibe la polimerizacion
de la tubulina mediante union al mismo dominio en la tubulina que el farmaco anticancer vincristina (G. R. Pettit,
(1997) Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 70: 1-79). Dolastatina 10, auristatina PE, y auristatina E son péptidos lineales
que tienen cuatro aminoacidos, tres de los cuales son unicos esta clase de compuestos de dolastatina, y una amida
C-terminal.

Los péptidos auristatina, auristatina E (AE) y monometilauristatina (MMAE), analogos sintéticos de dolastatina, se
conjugaron con: (i) anticuerpos monoclonales quiméricos cBR96 (especificos de Lewis Y en carcinomas); (iij) cAC10
que es especifico de CD30 en neoplasias hematologicas (Klussman, et al. (2004), Bioconjugate Chemistry 15 (4):
765-773; Doronina et al. (2003) Nature Biotechnology 21 (7): 778-784; "Monometilvaline Compounds Capable of
Conjugation to Ligands"; Francisco et al. (2003) Blood 102 (4): 1458-1465; Publicacion de Estados Unidos N°
2004/0018194; (iii) anticuerpos anti-CD20 tales como RITUXAN® (documento WO 04/032828) para el tratamiento de
canceres que expresan CD20 y trastornos inmunes; (iv) anticuerpos anti-EphB2 2H9 y anti-IL-8 para el tratamiento
de cancer colorrectal (Mao, et al. (2004) Cancer Research 64 (3): 781-788); (v) anticuerpo E-selectina (Bhaskar et al.
(2003) Cancer Res. 63: 6387-6394); y (vi) otros anticuerpos anti-CD30 (documento WO 03/043583).

La auristatina E conjugada con anticuerpos monoclonales se desvela en Senter et al, Proceedings of the American
Association for Cancer Research, Volumen 45, Resumen Numero 623, presentado el 28 de marzo de 2004.

A pesar de los datos in vifro para compuestos de la clase dolastatina y sus analogos, toxicidades generales
significativas a dosis necesarias para conseguir un efecto terapéutico comprometen su eficacia en estudios clinicos.
Por consiguiente, existe una clara necesidad en la técnica de derivados de dolastatina/auristatina que tengan una
toxicidad significativamente menor, y que sin embargo tengan eficacia terapéutica util. Estas y otras limitaciones y
problemas del pasado se abordan con la presente invencion.

La familia ErbB de tirosina quinasas son mediadores importantes del crecimiento, diferenciacién y supervivencia
celular. La familia de receptores incluye cuatro miembros distintos que incluyen receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, ErbB1, HER1), HER2 (ErbB2 o p 185"%), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4 o tiro2). Se ha
caracterizado un panel de anticuerpos anti-ErbB2 usando la linea celular de tumor de mama humano SKBR3
(Hudziak et al., (1989) Mol. Cell. Biol. 9 (3): 1165-1172. La inhibicion maxima se obtuvo con el anticuerpo
denominado 4D5 que inhibié la proliferacion celular en un 56 %. Otros anticuerpos en el panel redujeron la
proliferacién celular en menor grado en este ensayo. Se encontr6 adicionalmente que el anticuerpo 4D5
sensibilizada lineas celulares de tumores de mama que sobreexpresan ErbB2 a los efectos citotoxicos de TNF-a
(Patente de Estados Unidos N° 5677171). Los anticuerpos anti-ErbB2 analizados en Hudziak et al. se caracterizan
adicionalmente en Fendly et al. (1990) Cancer Research 50: 1550-1558; Kotts et al. (1990) In vitro 26 (3): 59A; Sarup
et al. (1991) Growth Regulation 1: 72-82; Shepard et al. J. (1991) Clin. Immunol. 11 (3): 117-127; Kumar et al. (1991)
Mol. Cell. Biol. 11 (2) 979-986; Lewis et al. (1993) Cancer Immunol. Immunother. 37: 255-263; Pietras et al. (1994)
Oncogene 9: 1829-1838; Vitetta et al. (1994) Cancer Research 54: 5301-5309; Sliwkowski et al. (1994) J. Biol.
Chem. 269 (20): 14661-14665; Scott et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 14300-5; D’souza et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
(1994) 91: 7202-7206; Lewis et al. (1996) Cancer Research 56: 1457-1465; y Schaefer et al. (1997) Oncogene 15:
1385-1394.

Se han descrito otros anticuerpos anti-ErbB2 con diversas propiedades en Tagliabue et al. Int. J. Cancer 47: 933-937
(1991); McKenzie et al. Oncogene 4: 543-548 (1989); Maier et al. Cancer Res. 51: 5361-5369 (1991); Bacus et al.
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Molecular Carcinogenesis 3: 350-362 (1990); Stancovski et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8691-8695 (1991);
Bacus et al. Cancer Research 52: 2580-2589 (1992); Xu et al. Int. J. Cancer 53: 401-408 (1993); documento
W094/00136; Kasprzyk et al. Cancer Research 52: 2771-2776 (1992); Hancock et al. (1991) Cancer Res. 51: 4575-
4580; Shawver et al. (1994) Cancer Res. 54: 1367-1373; Arteaga et al. (1994) Cancer Res. 54: 3758-3765; Harwerth
et al. (1992) J. Biol. Chem. 267: 15160-15167; Patente de Estados Unidos N° 5783186; y Klapper et al. (1997)
Oncogene 14: 2099-2109.

La identificacion sistematica de homologia ha dado como resultado la identificacion de otros dos miembros de la
familia de receptores ErbB; ErbB3 (Patente de Estados Unidos N° 5.183.884; Patente de Estados Unidos N°
5.480.968; KraU.S. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9193-9197) y ErbB4 (documento EP 599274;
Plowman et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 1746-1750; y Plowman et al. (1993) Nature 366: 473-475).
Ambos de estos receptores presentan mayor expresion en al menos algunas lineas celulares de cancer de mama.

HERCEPTIN® (Trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal humanizado derivado de ADN recombinante que se une
selectivamente con alta afinidad en un ensayo basado en células (Kd = 5 nM) al dominio extracelular de la proteina
del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, HER2 (ErbB2) (Patente de Estados Unidos N°® 5821337;
Patente de Estados Unidos N° 6054297; Patente de Estados Unidos N° 6407213; Patente de Estados Unidos N°
6639055; Coussens L, et al. (1985) Science 230: 1132-9; Slamon DJ, et al. (1989) Science 244: 707-12).
Trastuzumab es un anticuerpo IgG1 kappa que contiene regiones marco humanas con las regiones que determinan
la complementariedad de un anticuerpo de murino (4D5) que se une a HER2. Trastuzumab se une al antigeno de
HER2 y de este modo inhibe el crecimiento de células cancerosas. Debido a que Trastuzumab es un anticuerpo
humanizado, éste minimiza cualquier respuesta de HAMA en pacientes. El anticuerpo humanizado frente a HER2 se
produce mediante un cultivo de suspension de células de mamifero (Ovario de Hamster Chino, CHO). El proto-
oncogen de HER2 (o c-erbB2) codifica una proteina receptora transmembrana de 185 kDa, que esta relacionado
estructuralmente con el receptor del factor de crecimiento epidérmico. La sobreexpresion de la proteina HER2 se
observa en un 25 %-30 % de canceres primarios de mama y se puede determinar usando una evaluacion basada en
inmunohistoquimica de bloques tumorales fijados (Press MF, et al. (1993) Cancer Res 53: 4960-70. Se ha mostrado
que, tanto en ensayos in vitro como en animales, inhibe la proliferacion de células tumorales humanas que
sobreexpresan HER2 (Hudziak RM, et al. (1989) Mol Cell Biol 9: 1165-72; Lewis GD, et al. (1993) Cancer Immunol
Immunother; 37: 255-63; Baselga J, et al. (1998) Cancer Res. 58: 2825-2831). Trastuzumab es un mediador de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, ADCC (Hotaling TE, et al. (1996) [resumen]. Proc. Annual Meeting
Am Assoc Cancer Res; 37:471; Pegram MD, et al. (1997) [resumen]. Proc Am Assoc Cancer Res; 38:602). In vitro,
se ha mostrado que ADCC mediado por Trastuzumab se ejerce preferentemente sobre células cancerosas que
sobreexpresan HER2 en comparacion con células cancerosas que no sobreexpresan HER2. HERCEPTIN® como
un agente individual esta indicado para el tratamiento de pacientes con cancer metastasico de mama cuyos tumores
sobreexpresa la proteina HER2 y que han recibido uno o mas regimenes de quimioterapia para su enfermedad
metastasica. HERCEPTIN® en combinacién con paclitaxel esta indicado para el tratamiento de pacientes con cancer
metastasico de mama cuyos tumores sobreexpresan la proteina HER2 y que no han recibido quimioterapia para su
enfermedad metastasica. HERCEPTIN® es clinicamente activo en pacientes con canceres metastasicos de mama
que sobreexpresan ErbB2 que han recibido anteriormente una terapia anticancer extensa (Baselga et al, (1996) J.
Clin. Oncol. 14: 737-744).

El anticuerpo anti-HER2 monoclonal de murino inhibe el crecimiento de lineas celulares de cancer de mama que
sobreexpresan HER2 en el nivel 2+ y 3+ (1-2 x 10° receptores de HER2 por célula), pero no tiene actividad sobre
células que expresan niveles mas bajos de HER2 (Lewis et al., (1993) Cancer Immunol. Immunother. 37: 255-263).
En base a esta observacion, se humanizé anticuerpo 4D5 (huMAb4D5-8, rhuMAb HER2, Patente de Estados Unidos
N° 5821337; Carter et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285-4289) y se someti6 a ensayo en pacientes con
cancer de mama cuyos tumores sobreexpresaban HER2 pero que habian progresado después de quimioterapia
convencional (Cobleigh et al., (1999) J. Clin. Oncol. 17: 2639-2648).

A pesar de que HERCEPTIN es un gran avance en el tratamiento de pacientes con canceres de mama que
sobreexpresan ErbB2 que han recibido anteriormente terapia anticancer extensa, algunos pacientes de esta
poblacién no responden a o solamente responden muy poco al tratamiento con HERCEPTIN.

Por lo tanto, existe una necesidad clinica significativa para desarrollar terapias adicionales frente al cancer dirigidas
por HER2 para los pacientes con tumores que sobreexpresan HER2 u otras enfermedades asociadas con la
expresion de HER2 que no responden, o responden muy poco, al tratamiento con HERCEPTIN.

La relacion de cualquier referencia en la presente solicitud no es una admision de que la referencia sea técnica
anterior a la presente solicitud.

3. Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un compuesto de conjugado anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo
unido covalentemente a uno o mas restos de farmacos, teniendo el compuesto la formula Ic:
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Ab-(Aa-Ww-Yy-D)p Ic
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

Ab es un anticuerpo que se une a HER2;

A es una unidad Bastidor,

aesOo1,

cada W es independientemente una unidad de aminoacido,

W es un numero entero que varia de 0 a 12,

Y es una unidad espaciadora, e

yes0,102,

en la que

p variade1a20,y

D es un resto de farmaco seleccionado entre las formulas De y De:

rIo b I

4 s
R RS RS De
y
o)
-'";\ JW )(U\N Z/R”
|

R* R g R® O RE O o

R )

en las que la linea ondulada de De y Dr indican el sitio de unién covalente a A, W o Y e independientemente en
cada localizacion:

R? se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs;

R3 se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cz-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y metilo;

o R*y R® conjuntamente forman un anillo carbociclico que tiene la formula -(CR?RP)»- en la que R? y RP se
seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C4-Cs y carbociclo C3-Cs y n se
selecciona entre el grupo que consiste en 2, 3, 4,5y 6;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs;

R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cz-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, OH, alquilo C+-Cs; carbociclo
C3-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R?® se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs;

R0 se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heterociclo C3-Cs;

Zes O, S,NH o NR", en el que R'? es alquilo C1-Cs;

R" se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-C2o, arilo, heterociclo Cs-Cs, - (R'30)m-R", y -
(R"™20)m-CH(R'9)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cg;

R'* es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, COOH, -(CH2)a-N(R®)2, -(CH2)n-SO3H o -(CH2)n-SOsz-alquilo
C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)r--COOH;

R'® se selecciona entre -C(R®)2-C(R®)2-arilo, -C(R®)2-C(R®)2-(heterociclo Cz-Cs), y -C(R8)2-C(R&)2-(carbociclo
C3-Cs); y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.
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También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del compuesto
conjugado de anticuerpo-farmaco tal como se ha definido anteriormente o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo y un diluyente, un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

También se proporciona un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco tal como se ha definido anteriormente para
su uso en el tratamiento de un cancer seleccionado entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de
ovarios, cancer de estémago, cancer de endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmoén, cancer de
rindn, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer pancreatico, cancer de prostata y cancer de
vejiga.

También se proporciona un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco tal como se ha definido anteriormente para
su uso en combinacién con na cantidad eficaz de un agente adicional seleccionado entre el grupo que consiste en
un agente anticancer, un agente inmunosupresor y un agente antiinfeccioso para su uso en el tratamiento de un
cancer seleccionado entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de ovario, cancer de estbmago, cancer
de endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer de tiroides, cancer pancreatico, cancer de prostata y cancer de vejiga.

También se proporciona el uso de un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco tal como se ha definido
anteriormente en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de estobmago, cancer de endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmén, cancer de rifion,
cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer pancreatico, cancer de prostata o cancer de vejiga.

También se proporciona el uso de un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco tal como se ha definido
anteriormente en la fabricacién de un medicamento para su uso en combinacién con una cantidad eficaz de un
agente adicional seleccionado entre el grupo que consiste en un agente anticancer, un agente inmunosupresor y un
agente antiinfeccioso para el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de estdmago, cancer de
endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmén, cancer de rifidén, cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer de tiroides, cancer pancreatico, cancer de préstata o cancer de vejiga.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un ensayo de eficacia, de una sola dosis, in vivo de cAC10-mcMMAF en xenoinjertos
subcutaneos de Karpas-299 ALCL.

La Figura 2 muestra un ensayo de eficacia, de una sola dosis, in vivo de cAC10-mcMMAF en L540cy
subcutaneas. Para este estudio habia 4 ratones en el grupo sin tratar y 10 en cada uno de los grupos de
tratamiento.

Las Figuras 3a y 3b muestran la eficacia in vivo de cBR96-mcMMAF en L2987 subcutaneas. Los triangulos que
estan fuera de la Figura 3a y las flechas en la Figura 3b indican los dias de terapia.

Las Figuras 4a y 4b muestran la actividad in vitro de conjugados de cAC10-anticuerpo-farmaco frente a lineas
celulares CD30".

Las Figuras 5a y 5b muestran la actividad in vitro de conjugados de cBR96-anticuerpo-farmaco frente a lineas
celulares LeY*.

Las Figuras 6a y 6b muestran la actividad in vitro de conjugados de c1F6-anticuerpo-farmaco frente a lineas
celulares de carcinoma de células renales CD70*.

La Figura 7 muestra un ensayo de proliferacion celular, in vitro con células SK-BR-3 tratadas con conjugados de
anticuerpo y farmaco (ADC): -e- Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3,8 MMAF/Ab, -o- Trastuzumab-MC-MMAF,
4,1 MMAF/Ab, y -A- Trastuzumab-MC-MMAF, 4,8 MMAF/Ab, medido en Unidades de Fluorescencia Relativa
(RLU) frente a concentracion en pg/ml de ADC. H = Trastuzumab cuando H se une a través de una cisteina [cys].
La Figura 8 muestra un ensayo de proliferacion celular, in vitfro con células BT-474 tratadas con ADC: -e-
Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3,8 MMAF/Ab, -o-Trastuzumab-MC-MMAF, 4,1 MMAF/Ab, y -A- Trastuzumab-
MC-MMAF, 4,8 MMAF/Ab.

La Figura 9 muestra un ensayo de proliferaciéon celular, in vitro con células MCF-7 tratadas con ADC: -e-
Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3,8 MMAF/Ab, -o-Trastuzumab-MC-(N-Me)vc-PAB-MMAF, 3,9 MMAF/Ab, y -A-
Trastuzumab-MC-MMAF, 4,1 MMAF/Ab.

La Figura 10 muestra un ensayo de proliferacion celular, in vitro con células MDA-MB-468 tratadas con ADC: -e-
Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE, 4,1 MMAE/Ab, -o-Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE, 3,3 MMAE/Ab, y -A-
Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3,7 MMAF/Ab.

La Figura 11 muestra un estudio de aclaramiento de la concentracion de plasma después de la administracién de
H-MC-vc-PAB-MMAF-TEG y H-MC-vc-PAB-MMAF a ratas Sprague-Dawley: La dosis administrada fue de 2 mg
de ADC por kg de ratas. Las concentraciones de anticuerpo total y de ADC se midieron con el tiempo. (H =
Trastuzumab).

La Figura 12 muestra un estudio de aclaramiento de la concentraciéon de plasma después de la administracién de
H-MC-vc-MMAE a monos Cynomolgus a diferentes dosis: 0,5, 1,5, 2,5, y 3,0 mg/kg administradas el dia 1 y el
dia 21. Las concentraciones de anticuerpo total y de ADC se midieron con el tiempo. (H = Trastuzumab).

La Figura 13 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con
aloinjertos de tumor de Mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con Vehiculo, Trastuzumab-MC-vc-PAB-
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MMAE (1250 pg/m?) y Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF (555 pug/m?). (H = Trastuzumab).

La Figura 14 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con
aloinjertos de tumor de Mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con 10 mg/kg (660 ug/m?) de Trastuzumab-
MC-MMAE y 1250 ug/m? de Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE.

La Figura 15 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con
aloinjertos de tumor de Mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con Vehiculo y 650 ug/m? de trastuzumab-
MC-MMAF.

La Figura 16 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con
aloinjertos de tumor de Mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con Vehiculo y 350 pug/m? de cuatro
conjugados de trastuzumab-MC-MMAF cuando la relacion de MMAF/trastuzumab (H) es 2, 4, 59y 6.

La Figura 17 muestra el Cambio medio en el grupo, con barras de error, en pesos corporales de animales (rata)
(Media + DT) después de la administracion de Vehiculo, trastuzumab-MC-val-cit-MMAF, trastuzumab-MC(Me)-
val-cit-PAB-MMAF, trastuzumab-MC-MMAF y trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF.

La Figura 18 muestra el Cambio medio en el grupo en pesos corporales de animales (rata) (Media = DT) después
de la administracion de 9,94 mg/kg de H-MC-vc-MMAF, 24,90 mg/kg de H-MC-vc-MMAF, 10,69 mg/kg de H-
MC(Me)-vc-PAB-MMAF, 26,78 mg/kg de H-MC (Me)-vc-PAB-MMAF, 10,17 mg/kg de H-MC-MMAF, 25,50 mg/kg
de H-MC-MMAF, y 21,85 mg/kg de H-MC-vc-PAB-MMAF. H = trastuzumab. Conector MC se une a través de una
cisteina de trastuzumab para cada conjugado.

La Figura 19 muestra el Cambio medio en el grupo, con barras de error, en pesos corporales de rata Sprague
Dawley (Media + DT) después de la administracién de trastuzumab (H)-MC-MMAF a dosis de 2105, 3158, y 4210
ug/m?. El conector MC se une a través de una cisteina de trastuzumab para cada conjugado.

4. Descripcion detallada de las realizaciones a modo de ejemplo

4.1 DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

A menos que se indique de otro modo, los siguientes términos y expresiones tal como se usan en el presente
documento pretenden tener los siguientes significados:

Cuando se usan nombres comerciales en el presente documento, los solicitantes pretenden incluir de forma
independiente la formulacion del producto del nombre comercial, el farmaco genérico, y el ingrediente o ingredientes
farmacéuticos del producto del nombre comercial.

El término "anticuerpo" se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y cubre especificamente
anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos
biespecificos) formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpo, siempre y cuando
muestren la actividad biolégica deseada. Un anticuerpo es una proteina generada por el sistema inmune que es
capaz de reconocer y unirse a un antigeno especifico. Descrito en términos de su estructura, un anticuerpo tiene por
lo general una proteina con forma de Y que consiste en cuatro cadenas de aminoacidos, dos pesadas y dos ligeras.
Cada anticuerpo tiene principalmente dos regiones: una regién variable y una regién constante. La region variable,
situada en los extremos de los brazos de la Y, se une a e interactia con el antigeno diana. Esta region variable
incluye una regién de determinacion de la complementariedad (CDR) que reconoce y se une un sitio de unién
especifico en un antigeno en particular. La regién constante, situada en la cola de la Y, es reconocida por e
interactda con el sistema inmune (Janeway, C., Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) Immuno Biology, 52 Ed.,
Garland Publishing, Nueva York). Un antigeno diana generalmente tiene numerosos sitios de unién, también
denominados epitopos, reconocidos por las CDR en multiples anticuerpos. Cada anticuerpo que se une
especificamente a un epitopo diferente tiene una estructura diferente. Por lo tanto, un antigeno puede tener mas de
un anticuerpo correspondiente.

El término "anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, también se refiere a una molécula de
inmunoglobulina de longitud total o una porcién inmunolégicamente activa de una molécula de inmunoglobulina de
longitud total, es decir, una molécula que contiene un sitio de unién antigenos que se une de forma inmunoespecifica
a un antigeno de una diana de interés o parte de la misma, incluyendo dichas dianas pero no limitadas a, célula o
células cancerosas que producen anticuerpos autoinmunes asociados con una enfermedad autoinmune. La
inmunoglobulina que se desvela en el presente documento puede ser de cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM,
IgD, e IgA), clase (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o subclase de molécula de inmunoglobulina.
Las inmunoglobulinas se pueden derivar de cualquier especie. En un aspecto, sin embargo, la inmunoglobulina es
de origen humano, murino, o de conejo. En otro aspecto, los anticuerpos son anticuerpos policlonales,
monoclonales, biespecificos, humanos, humanizados o quiméricos, anticuerpos de una sola cadena, Fv, fragmentos
de Fab, fragmentos de F(ab’), fragmentos de F(ab’)2, fragmentos producidos con una biblioteca de expresion de Fab,
anticuerpos anti-idiotipicos (anti-ld), CDR, y fragmentos de union a epitopos de cualquiera de los anteriores que se
unen de forma inmunoespecifica a antigenos de células cancerosas, antigenos virales o antigenos microbianos.

La expresién "anticuerpo monoclonal”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo
obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos basicamente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales
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que comprenden la poblaciéon son idénticos excepto por las posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, siendo dirigidos frente
a un solo sitio antigénico. Ademas, al contrario que las preparaciones de anticuerpo policlonal que incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos frente a determinantes diferentes (epitopos), capa anticuerpo monoclonal se dirige
frente a un solo determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son
ventajosos en que se pueden sintetizar sin ser contaminados por otros anticuerpos. El modificador "monoclonal”
indica el caracter del anticuerpo tal como si se obtuviera a partir de una poblaciéon de anticuerpos basicamente
homogéneos, y no se debe interpretar como que se necesite la produccién del anticuerpo mediante cualquier
método en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a usar de acuerdo con la presente invencién se
pueden preparar con el método del hibridoma descrito primero por Kohler et al. (1975) Nature 256: 495, o se pueden
preparar con métodos de ADN recombinante (véase, Patente de Estados Unidos N° 4816567). Los "anticuerpos
monoclonales" también se pueden aislar de fagotecas de anticuerpos usando las técnicas que se describen, por
ejemplo, en Clackson et al. (1991) Nature, 352: 624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biol., 222:581-597.

En el presente documento, los anticuerpos monoclonales incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos" en los
que una porcion de la cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homoéloga a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie en particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo en
particular, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico u homoélogo a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de otras especies que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos
de dichos anticuerpos, siempre y cuando muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos N°
4816567; y Morrison et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855).

Se han usado diversos métodos para producir anticuerpos monoclonales (MADb). La tecnologia del hibridoma, que se
refiere a una linea celular clonada que produce un solo tipo de anticuerpo, usa las células de diversas especies,
incluyendo ratones (murino), hamsters, ratas, y seres humanos. Otro método para preparar los MAb usa ingenieria
genética que incluye técnicas de ADN recombinante. Los anticuerpos monoclonales preparados a partir de estas
técnicas incluyen, entre otros, anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Un anticuerpo quimérico combina
regiones de codificacion del ADN a partir de mas de un tipo de especie. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede
proceder de la regiéon variable de un raton y la region constante de un ser humano. Un anticuerpo humanizado
procede predominantemente de un ser humano, incluso aunque contenga porciones no humanas. Al igual que un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado puede contener una regién constante totalmente humana. Pero a
diferencia de un anticuerpo quimérico, la regiéon variable puede proceder parcialmente de un ser humano. Las
porciones sintéticas, no humanas de un anticuerpo humanizado a menudo provienen de las CDR en anticuerpos de
murino. En cualquier caso, estas regiones son cruciales para permitir que el anticuerpo reconozca y se una a un
antigeno especifico.

Tal como se ha indicado, se pueden usar anticuerpos de murino. Aunque son utiles para diagnéstico y terapias a
corto plazo, los anticuerpos de murino no se pueden administrar a personas a largo plazo sin aumentar el riesgo de
una respuesta inmunogénica perjudicial. Esta respuesta, denominada Anticuerpo Anti-Raton Humano (HAMA), se
produce cuando un sistema inmune humano reconoce el anticuerpo de murino como extrafio y lo ataca. Una
respuesta HAMA shock téxico o incluso la muerte.

Los anticuerpos quiméricos y humanizados reducen la probabilidad de una respuesta HAMA al minimizar las
porciones no humanas de anticuerpos administrados. Ademas, los anticuerpos quiméricos y humanizados tienen el
beneficio adicional de activar respuestas inmunes humanas secundarias, tales como citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos.

"Fragmentos de anticuerpo” comprende una porcién de un anticuerpo intacto, que comprende preferentemente la
regién de unién al antigeno o variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos de
Fab, Fab’, F(ab’)2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas anticuerpo de una sola cadena; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de un fragmento o fragmentos de anticuerpo.

Un anticuerpo "intacto" es uno que comprende una regién variable de unién a antigeno asi como un dominio
constante de cadena ligera (CL) y dominios constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios
constantes pueden dominios constantes de secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de secuencia nativa
humana) o variante de secuencia de aminoacidos de los mismos.

El anticuerpo intacto puede tener una o mas "funciones efectuadas" que se refieren a las actividades biolégicas que
se pueden atribuir a la region Fc (una region Fc de secuencia narrativa o regién Fc variante de secuencia de
aminoacidos) de un anticuerpo. Ejemplos defunciones efectoras de anticuerpo incluyen uniéon a C1q; citotoxicidad y
pendiente de complementos; unién al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC); fagocitosis; regulacion negativa de receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B;
BCR), etc.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, se pueden asignar
anticuerpos intactos a diferentes "clases". Existen cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE,
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IgG, e IgM, y varias de éstas se pueden dividir adicionalmente en "subclases" (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2,
IgG3, IgG4, IgA, e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
anticuerpos se denominan «, 8, €, v, Yy M, respectivamente. Se conocen bien estructuras de subunidades y
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas.

Las expresiones "ErbB2" y "HER2" se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a proteina HER2
humana que se describe, por ejemplo, en Semba et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 6497-6501 (1985) e
Yamamoto et al., (1986) Nature, 319: 230-234 (numero de acceso en Genbank X03363). El término "erbB2" se
refiere al gen que codifica ErbB2 humano y "neu” se refiere al gen que codifica p185neu de rata. ErbB2 preferente es
ErbB2 humano de secuencia nativa.

En el mercado estan disponibles anticuerpos para receptores ErbB a partir de un nimero de fuentes, que incluyen,
por ejemplo, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, USA.

Por "ligando ErbB" se hace referencia a un polipéptido que se une a y/o activa un receptor ErbB. El ligando ErbB
puede ser un ligando ErbB humano de secuencia narrativa tal como factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Savage
et al. (1972) J. Biol. Chem., 247:7612-7621); factor de crecimiento de transformacion alfa (TGF-a) (Marquardt et al.
(1984) Science 223: 1079-1082); anfiregulina también conocida como factor de crecimiento autocrino de schwanoma
o de queratinocitos (Shoyab et al. (1989) Science 243: 1074-1076; Kimura et al., Nature, 348: 257-260 (1990); y
Cook et al., Mol. Cell. Biol., 11:2547-2557 (1991)); betacelulina (Shing et al., Science, 259: 1604-1607 (1993); y
Sasada et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 190: 1173 (1993)); factor de crecimiento epidérmico de unién a
heparina (HB-EGF) (Higashiyama et al., Science, 251: 936-939 (1991)); epiregulina (Toyoda et al., J. Biol. Chem.,
270: 7495-7500 (1995); y Komurasaki et al., Oncogene, 15: 2841-2848 (1997)); una heregulina (véase a
continuacion); neuregulina-2 (NRG-2) (Carraway et al., Nature, 387: 512-516 (1997)); neuregulina-3 (NRG-3) (Zhang
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 94: 9562-9567 (1997)); neuregulina-4 (NRG-4) (Harari et al., Oncogene, 18: 2681-89
(1999)) o cripto (CR-1) (Kannan et al., J. Biol. Chem., 272 (6): 3330-3335 (1997)). Ligandos ErbB que se unen a
EGFR incluyen EGF, TGF-a, anfiregulina, betacelulina, HB-EGF y epiregulina. Ligandos ErbB que se unen a ErbB3
incluyen heregulinas. Ligandos ErbB capaces de unirse a ErbB4 incluyen betacelulina, epiregulina, HB-EGF, NRG-2,
NRG-3, NRG-4 y heregulinas. El ligando ErbB también puede ser un ligando ErbB sintético. El ligando sintético
puede ser especifico para un receptor ErbB en particular, o puede reconocer complejos de receptor ErbB en
particular. Un ejemplo de un ligando sintético es la biregulina quimera de heregulina/EGF sintética (véase, por
ejemplo, Jones et al., (1999) FEBS Letters, 447: 227-231, que se incorpora por referencia).

"Heregulina" (HRG) se refiere a un polipéptido codificado por el producto genético de heregulina tal como se desvela
en la Patente de Estados Unidos N° 5641869 o en Marchionni et al., Nature, 362: 312-318 (1993). Ejemplos de
heregulinas incluyen heregulina-a, heregulina-1, heregulina-32 y heregulina-$3 (Holmes et al., Science, 256: 1205-
1210 (1992); y Patente de Estados Unidos N° 5641869); factor de diferenciacién neu (NDF) (Peles et al., Cell 69:
205-216 (1992)); actividad de induccién de receptores de acetilcolina (ARIA) (Falls et al. (1993) Cell 72: 801-815);
factores de crecimiento glial (GGF) (Marchionni et al., Nature, 362: 312-318 (1993)); factor derivado de neuronas
sensoriales y motoras (SMDF) (Ho et al., J. Biol. Chem., 270: 14523-14532 (1995)); y-heregulina (Schaefer et al.,
Oncogene, 15: 1385-1394 (1997)). El término incluye fragmentos biolégicamente activos y/o variantes de secuencias
de aminoacidos de un polipéptido HRG de secuencia nativa, tal como un fragmento de dominio de tipo EGF de los
mismos (por ejemplo, HRGB1177-244).

El "hetero-oligobmero de ErbB" es un oligdmero asociado de forma no covalente que comprende al menos dos
receptores ErbB diferentes. Un "dimero de ErbB" es un oligdmero asociado de forma no covalente que comprende
dos receptores ErbB diferentes. Dichos complejos se pueden formar cuando una célula que expresa dos o mas
receptores ErbB se expone a un ligando ErbB. Oligémeros de ErbB, tales como dimeros de ErbB, se pueden aislar
por inmunoprecipitacién y analizar por SDS-PAGE tal como se describe, por ejemplo, en Sliwkowski et al., J. Biol.
Chem., 269 (20): 14661-14665 (1994). Ejemplos de dichos hetero-oligdmeros de ErbB incluyen complejos EGFR-
ErbB2 (también denominado HER1/HER2), ErbB2-ErbB3 (HER2/HER3) y ErbB3-ErbB4 (HER3/HER4). Ademas, el
ErbB hetero-oligobmero puede comprender dos o mas receptores ErbB2 combinados con un receptor ErbB diferente,
tal como ErbB3, ErbB4 o EGFR (ErbB1). Otras proteinas, tales como una subunidad receptora de citoquinas (por
ejemplo, gp130) se pueden incluir en el hetero-oligobmero.

Un polipéptido de "secuencia nativa" es uno que tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido, por
ejemplo, receptor de antigeno asociado a tumores, procedente de la naturaleza. Dichos polipéptidos de secuencia
narrativa se pueden aislar de la naturaleza o se pueden producir por medios recombinantes o sintéticos. Por lo tanto,
un polipéptido de secuencia narrativa puede tener la secuencia de aminoacidos de polipéptido humanos de origen
natural, polipéptido de murino, o polipéptido a partir de cualquier otra especie de mamifero.

La expresién "variante de secuencia de aminoacidos" se refiere a polipéptidos que tienen secuencias de
aminoacidos que difieren hasta cierto punto de un polipéptido de secuencia nativa. Habitualmente, las variantes de
secuencias de aminoacidos poseeran al menos una homologia de aproximadamente un 70 % con al menos un
dominio de unién a receptores de un ligando nativo, o con al menos un dominio de unién ligandos de un receptor
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nativo, tal como un antigeno asociado a tumores, y preferentemente, seran homologos en al menos
aproximadamente un 80 %, mas preferentemente, al menos aproximadamente un 90 % con dichos dominios de
unioén a receptores o a ligandos. Las variaciones secuencias de aminoacidos poseen sustituciones, supresiones, y/o
inserciones en determinadas posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
nativa.

La "identidad de secuencia" se define como el porcentaje de restos en la variante de la secuencia de aminoacidos
que son idénticos después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el
porcentaje maximo de identidad de secuencia. En la técnica se conocen bien métodos y programas de ordenador
para el alineamiento. Uno de dichos programas de ordenador es "Align 2", creado por Genentech, Inc., que se
presenté con documentacion de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de Estados Unidos, Washington, DC
20559, el 10 de diciembre de 1991.

"Citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos" y "ADCC" se refieren a una reaccién mediada por
células en la que células citotéxicas no especificas que expresan receptores Fc (FCcR) (por ejemplo, linfocitos
Citoliticos Naturales (NK), neutrofilos, y macrofagos) reconocen anticuerpo unido en una célula diana y
posteriormente provocan la lisis de la celular diana. Las células primarias para mediar ADCC, linfocitos NK, expresan
solamente FcyRIll, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresion de FcR en células
hematopoyéticas se resumen en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, (1991) Annu. Rev. Immunol, 9: 457-
92. Para evaluar la actividad de ADCC de una molécula de interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal
como el que se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5500362 o N° 5821337. Células efectoras utiles para
dichos ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos Citoliticos Naturales (NK).
Como alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por
ejemplo, en un modelo animal tal como el que se desvela en Clynes et al., Prco. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 652-656
(1998).

Los términos "receptor Fc" o "FcR" se usan para describir un receptor que se une a la regiéon Fc de un anticuerpo. El
FcR preferente es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferente es uno que se une a un
anticuerpo IgG (un receptor gama) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl, y FcyRIll, que incluyen
variantes alélicas y formas empalmadas alternativamente de estos receptores. Los receptores FcyRIIl incluyen
FcyRIIA (un "receptor de activacion") y FcyRIIB (un "receptor de inhibiciéon"), que tienen secuencias de aminoacidos
similares y difieren principalmente en los dominios citoplasmaticos de las mismas. El receptor de activacion FcyRIIA
contiene un motivo de activacién basado en tirosina inmunoreceptora (ITAM) en su dominio citoplasmatico. El
receptor de inhibicion FcyRIIB contiene un motivo de inhibicion basado en tirosina inmunoreceptora (ITIM) en su
dominio citoplasmatico. (Véase revisién M. in Daéron, Annu. Rev. Immunol., 15: 203-234 (1997)). Los FcR se revisan
en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol., 9: 457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods, 4: 25-34 (1994); y de
Haas et al., J. Lab. Clin. Med., 126: 330-41 (1995). Otros FcR, que incluyen los que se van a identificar en el futuro,
estan incluidos con el término "FcR" en el presente documento. El término también incluye el receptor neonatal,
FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternales al feto. (Guyer et al., J. Immunol., 117:587 (1976) y
Kim et al., J. Immunol., 24:249 (1994)).

"Citotoxicidad dependiente de complemento” o "CDC" se refiere a la capacidad de una molécula para lisar una diana
mas en presencia de complemento. La ruta de activacién del complemento se inicia mediante la union del primer
componente el sistema complemento (C1q) a una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) formando complejo con un
antigeno semejante. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo,
tal como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202:163 (1996).

El término "variable" se refiere al hecho de que determinadas porciones de los dominios variables difieren
extensamente en la secuencia entre anticuerpos y se usan en la union y especificidad de cada anticuerpo en
particular para su antigeno en particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a través de los
dominios variables de anticuerpos. Se concentra en tres segmentos denominados regiones hipervariables en los
dominios variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada. Las porciones mas altamente conservadas de
dominios variables se denominan regiones marco (FR). Cada uno de los dominios variables de cadenas pesadas y
ligeras nativas comprende cuatro FR, que adoptan en gran medida una configuracién en lamina (3, conectada por
tres regiones hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura en
lamina B. Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen en conjunto en proximidad cercana mediante
las FR y, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno
de anticuerpos (véase Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD). Los dominios constantes no estan implicados directamente en
la union de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, tales como participacion del
anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

La expresion "region hipervariable" cuando se usa en el presente documento se refiere a los restos de aminoacidos

de un anticuerpo que son responsables de la uniéon a antigeno. La region hipervariable comprende generalmente
restos de aminoacidos de una "regién de determinacion de la complementariedad" o "CDR" (por ejemplo, los restos
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24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de cadena ligera y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3)
en el dominio variable de cadena pesada; Kabat et al. mencionado anteriormente) ylo los restos de un "bucle
hipervariable" (por ejemplo, los restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de cadena ligera 'y
26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de cadena pesada; Chotia y Lesk (1987) J. Mol. Biol.,
196: 901-917). Los restos de la "Regiéon Marco" o "FR" son los restos de dominio variable distintos de los restos de la
region hipervariable tal como se define en el presente documento.

La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos idénticos de union a antigeno, denominados
fragmentos "Fab", cada uno con un solo sitio de unién a antigeno, y un fragmento de "Fc" residual, cuyo nombre
refleja su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’)z que tiene
dos sitios de unién a antigeno y que ademas es capaz de reticular antigenos.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de reconocimiento de antigenos y de
unién a antigeno. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera en asociacion no covalente, estrecha. Es en esta configuracion en la que las tres regiones hipervariables de
cada dominio variable interactuan para definir un sitio de uniéon a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. En
conjunto, las seis regiones hipervariables transmiten al anticuerpo una especificidad de unién a antigeno. Sin
embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solamente tres regiones
hipervariables especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a antigenos, aunque a una
afinidad mas baja que la de todo el sitio de union.

El fragmento de Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1)
de la cadena pesada. Los fragmentos de Fab’ de diferencia de los fragmentos de Fab mediante la adiciéon de unos
pocos restos en el extremo carboxi del dominio CH1 de cadena pesada que incluye una o mas cisteinas de la regiéon
bisagra del anticuerpo. El presente documento, Fab’-SH es la denominacién para Fab’ en la que el resto o restos de
cisteina de los dominios constantes soportan al menos un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 se
producian originalmente como pares de fragmentos de Fab’ que tienen cisternas bisagra entre ellos. Ademas, se
conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos de cualquier especie de vertebrado se pueden asignar a uno o dos tipos
claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (1), sobre la base de las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes.

Fragmentos de anticuerpo "Fv de una sola cadena" o "scFv" comprenden los dominios VH y VL de anticuerpo, en los
que estos dominios estan presentes en una sola cadena de polipéptidos. Preferentemente, el polipéptido de Fv
comprende adicionalmente un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que el scFv forme la
estructura deseada para la union a antigenos. Para una revision de scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315 (1994).

El término "diacuerpos" se refiere un fragmento pequefio de anticuerpos con dos sitios de unién a antigenos,
fragmentos que comprenden un dominio pesado variable (VH) conectado a un dominio ligero variable (VL) en la
misma cadena de polipéptidos (VH - VL). Mediante el uso de un conector que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven forzados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigenos. Los diacuerpos se describen mas
completamente, por ejemplo, en el documento EP 404.097; en el documento WO 93/11161; y Hollinger et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, roedores) son anticuerpos quiméricos que
contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que restos de una regién hipervariable del
receptor se reemplazan con restos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal
como ratén, rata, conejo o primate lo humano que tienen la especificidad, afinidad, y capacidad deseadas. En
algunos casos, restos de la region marco (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan con restos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se hacen para refinar adicionalmente el
rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera basicamente todos de al menos uno,
y por lo general todos, dominios variables, en los que todos o basicamente todos los bucles hipervariables
corresponden con los de una inmunoglobulina no humana y todas o basicamente todas los de las FR son los de una
secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos
una porciéon de una region constante de inmunoglobulina (Fc), por lo general la de una inmunoglobulina humana.
Para detalles adicionales, véase Jones et al. (1986) Nature, 321: 522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332: 323-
329; y Presta, (1992) Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596.

Anticuerpos anti-ErbB2 humanizados incluyen huMAb4D5-1, huMAb4D5-2, huMAb4D5-3, huMAb4D5-4, huMAb4D5-

5, huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 y huMAb4D5-8 (HERCEPTIN®) tal como se describe en la Tabla 3 de la Patente de
Estados Unidos N° 5821337 que se incorpora expresamente en el presente documento por referencia; 520C9
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humanizado (documento WO 93/21319) y anticuerpos 2C4 humanizados tal como los que se describen a
continuacion en el presente documento.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
entorno natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con usos
diagnosticos o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros absolutos proteinaceos o
no proteinaceos. En realizaciones preferentes, el anticuerpo estara purificado (1) hasta mas de un 95 % en peso del
anticuerpo tal como se determina con el método de Lowry, y lo mas preferentemente mas de un 99 % en peso, (2)
hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencias de aminoacidos N-terminales o internos
mediante el uso de un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras usando azul de Coomassie o, preferentemente, tincion de plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes dado que al menos un componente del entorno natural
del anticuerpo no estara presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos
una etapa de purificacion.

Un anticuerpo "que se une" a un antigeno de intereses uno capaz de unirse a ese antigeno con una afinidad
suficiente de modo que el anticuerpo es util para dirigirse a una célula que expresa el antigeno.

Un anticuerpo que "induce apoptosis" es una que induce muerte celular programada tal como se determina mediante
unién de anexina V, fragmentaacion del ADN, encogimiento celular, dilatacion del reticulo endoplasmatico,
fragmentacion celular, y/o formacion de vesiculas de membrana (denominadas cuerpos apoptéticos). Las células
una célula tumoral, por ejemplo, una célula de mama, ovario, estdmago, endometrio, glandula salivar, pulmoén, rifidn,
colon, tiroides, pancreatica o de vejiga. Diversos métodos estan disponibles para evaluar los sucesos celulares
asociados con la apoptosis. Por ejemplo, la translocacion de la fosfatidil serina (PS) se puede medir mediante union
de anexina; la fragmentacion del ADN se puede evaluar a través de marcado del ADN; y la condensacion
nuclear/cromatina junto con la fragmentacién del ADN se puede evaluar mediante cualquier aumento de células
hipodiploides.

Un "trastorno" es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento de la presente invencion. Este incluye
trastornos o enfermedades, cronicos y agudos, que incluyen las afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero
al trastorno en cuestion. Los ejemplos no limitantes de trastornos a tratar en el presente documento incluyen tumores
benignos y malignos; leucemia y neoplasias linfoides, en particular cancer mama, ovarios, estbmago, endometrio,
glandula salivar, pulmén, rifidn, colon, tiroides, pancreatico, cancer de préstata o vejiga; trastornos neuronales,
gliales, astrociticos, hipotalamicos y otros trastornos glandulares, macrofagicos, epiteliales, estromales y
blastocoélicos; y trastornos inflamatorios, angiogénicos e inmunolégicos.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar una
enfermedad o trastorno en un mamifero. En el caso de cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz el farmaco puede
reducir el numero de células cancerosas; reducir el tamario del tumor; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y
preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en érganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar
hasta cierto punto y preferentemente detener) metastasis tumorales; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento
tumoral; y/o aliviar hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. En la medida en la que el
farmaco puede prevenir el crecimiento y/o eliminacion de las células cancerosas existentes, éste puede ser
citostatico y/o citotoxico. Para el tratamiento del cancer, la eficacia, por ejemplo, se puede medir por evaluacién del
tiempo de progresion de la enfermedad (TTP) y/o determinar la velocidad de respuesta (RR).

La expresion "cantidad basica" se refiere a una mayoria, es decir > 50 % de una poblacion, de una coleccién o de
una muestra.

La expresion "metabolito intracelular" se refiere a un compuesto que resulta de un proceso metabdlico o de una
reaccion dentro de una célula en un conjugado de farmaco de anticuerpo (ADC). El proceso metabélico o la reaccién
de ser un proceso enzimatico tal como escision proteolitica y un conector etilico del ADC, o hidrélisis de un grupo
funcional tal como una hidrazona, éster, o amida. Los metabolitos intracelulares incluyen, pero no se limitan a,
anticuerpos y farmacos libres que han experimentado escision intracelular después de entrada, difusion, absorcion o
transporte en una célula.

Las expresiones "escindido intercelularmente” y "escision intracelular" se refieren a un proceso metabdlico o
reaccion dentro de la célula en un Conjugado de Farmaco-Ligando, un Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando, un
conjugado de farmaco y anticuerpo (ADC) o similares a través de los cuales la union covalente, por ejemplo, el
conector, entre el resto de farmaco (D) y el anticuerpo (Ab) se rompe, dando como resultado el farmaco libre
disociado a partir del anticuerpo dentro de la célula. Los restos escindidos del Conjugado de Farmaco-Ligando, un
Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando o ADC son por lo tanto metabolitos intracelulares.

El término "biodisponibilidad" se refiere a la disponibilidad sistémica (es decir, niveles en sangre/plasma) de una

cantidad cada de farmaco administrada a un paciente. La biodisponibilidad es un término absoluto que indica la
medida tanto del tiempo (velocidad) como de la cantidad total (alcance) de farmaco que alcanza la circulacién
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general de una forma de farmaco administrada.

La expresion "actividad citotéxica" se refiere a un efecto de eliminacion de células, citostatico o antiproliferacion de
un compuesto de conjugado de farmaco de anticuerpo o un metabolito intracelular de un compuesto de conjugado
de farmaco de anticuerpo. La actividad citotdéxica se puede expresar como el valor de Clso que es la concentracion
(molar o masica) por unidad de volumen a la que sobreviven la mitad de las células.

Los términos "cancer" y " canceroso" se refieren a o describen la afeccion fisioldgica en mamiferos que por lo
general se caracteriza por un crecimiento celular sin regular. Un "tumor" comprender una o mas células cancerosas.
Los ejemplos de cancer incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia o
neoplasias linfoides. Los ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen cancer de células escamosas (por
ejemplo, cancer de células escamosas epiteliales), cancer de pulmén que incluye cancer de pulmén de células
pequefias, cancer de pulmoéon de células no pequefias ("NSCLC"), adenocarcinoma del pulmén y carcinoma
escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer géastrico o de estbmago que incluye
cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, glioblastoma, cancer de cuello del Utero, cancer de ovarios, cancer de
higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma
de endometrio o de utero, carcinoma de glandulas salivares, cancer de rifidn o renal, cancer de prostata, cancer
vulvar, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma del pene, asi como cancer de cabeza y
cuello.

Un "cancer que expresa ErbB" es uno que produce niveles suficientes de ErbB2 en la superficie de células del
mismo, de modo que un anticuerpo anti-ErbB2 se puede unir al mismo y puede tener un efecto terapéutico con
respecto al cancer.

Un cancer "caracterizado por una activacion excesiva" de un receptor ErbB2 es uno en el que la extensiéon de la
activacion del receptor ErbB2 en células cancerosas supera significativamente el nivel de activacion de ese receptor
en células no cancerosas del mismo tipo de tejido. Dicha activacion excesiva puede dar como resultado una
sobreexpresion del receptor ErbB2 y/o niveles superiores a los normales de un ligando ErbB2 disponible para la
activacion del receptor ErbB2 en las células cancerosas. Dicha activaciébn excesiva puede provocar y/o ser
provocada por un estado maligno de una célula cancerosa. En algunas realizaciones, el cancer estara sometido a un
ensayo de diagnostico o de pronéstico para determinar si se esta produciendo una amplificacion y/o sobreexpresion
de un receptor ErbB2 lo que da como resultado dicha activacion excesiva del receptor ErbB2. Como alternativa, o
adicionalmente, el cancer se puede someter a un ensayo de diagnoéstico o de prondstico para determinar si se esta
produciendo una amplificacion y/o sobreexpresion de un ligando ErbB2 en el cancer que se atribuye a una activacion
excesiva del receptor. En un subconjunto de dichos canceres, una activacion excesiva del receptor puede dar como
resultado una ruta de estimulacién autocrina.

Un cancer que "sobreexpresa" un receptor ErbB2 es uno que tiene niveles significativamente mas elevados de un
receptor ErbB2 en la superficie celular del mismo, en comparacion con una célula no cancerosa del mismo tejido.
Dicha sobreexpresion se puede y por amplificacion genética o por transcripcién o traduccién aumentada. La
sobreexpresion del receptor ErbB2 se puede determinar en un ensayo de diagnostico o de prondstico mediante la
evaluacion de mayores niveles de la proteina ErbB2 presente en la superficie de una célula (por ejemplo, mediante
un ensayo inmunohistoquimico; IHC). Como alternativa, o adicionalmente, se pueden medir niveles de acidos
nucleicos que codifican ErbB2 en la célula, por ejemplo, mediante hibridacién in situ con fluorescencia (FISH; véase
el documento WO 98/45479), transferencia de southern, o técnicas reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
tales como PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). La sobreexpresion del ligando ErbB2, se puede determinar de
forma diagnostica evaluando los niveles del ligando (o acido nucleico que los codifica) en el paciente, por ejemplo,
en una biopsia de tumor o mediante diversos ensayos de diagnéstico tales como los ensayos de IHC, FISH,
transferencia de southern, PCR o in vivo que se han descrito anteriormente. Ademas se puede estudiar la
sobreexpresion del receptor ErbB2 midiendo el antigeno desprendido (por ejemplo, dominio extracelular de ErbB2)
en un fluido biolégico tal como suero (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4933294; documento WO
91/05264; Patente de Estados Unidos N° 5401638; y Sias et al., (1990) J. Immunol. Methods, 132: 73-80). Aparte de
los ensayos que se han mencionado anteriormente, otros diversos ensayos in vivo assays estan disponibles para el
experto en la materia. Por ejemplo, se pueden exponer células dentro del organismo del paciente a un anticuerpo
que opcionalmente estd marcado con una marca detectable, por ejemplo, un is6topo radiactivo, y se puede evaluar
la unién del anticuerpo a células en el paciente, por ejemplo, mediante exploracion externa de radiactividad o por
analisis de una biopsia tomada de un paciente expuesto previamente al anticuerpo.

Los tumores que sobreexpresan HER2 se clasifican mediante puntuaciones inmunohistoquimicas que corresponden
al numero de copias de moléculas de HER2 expresadas por célula, y se pueden determinar de forma bioquimica: 0 =
0-10,000 copias/célula, 1+ = al menos aproximadamente 200.000 copias/célula, 2+ = al menos aproximadamente
500.000 copias/célula, 3+ = aproximadamente 1-2 x 108 copias/célula. La sobreexpresion de HER2 en el nivel 3+,
que conduce a la activacién independiente de ligamentos de la tirosina quinasa (Hudziak et al., (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 84: 7159-7163), se produce en aproximadamente un 30 % de los canceres de mama, y en estos
pacientes, disminuye la supervivencia sin recaida o toda la supervivencia (Slamon et al., (1989) Science, 244: 707-
712; Slamon et al., (1987) Science, 235: 177-182).
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Por el contrario, a un cancer que "no se puede caracterizar mediante sobreexpresion del receptor ErbB2" es uno
que, en un ensayo de diagndstico, no expresa niveles mas elevados que los normales de receptor ErbB2 en
comparacién con células no cancerosas del mismo tipo de tejido.

La expresion "agente citotéxico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que inhibe o
evita la funcion de células y/o causa la destruccion de células. El término pretende incluir isétopos radiactivos (por
ejemplo, 2"At, 181, 125| S0y 186Rg 188Rg 153Gm, 212Bj 2P, €0C, e is6topos radiactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos, y toxinas tales como toxinas de molécula pequefa o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, que incluyen analogos y derivados de las mismas. En un aspecto, la expresiéon
no pretende incluir isétopos radiactivos.

Un "agente quimioterapeutico" es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes
quimioterapeuticos incluyen agentes de alquilacion tales como tiotepa y ciclosfosfamida CYTOXAN®; alquil
sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolmelamina; TLK 286 (TELCYTA™); acetogeninas (especialmente
bullatacina y bullatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol;
colchicinas; acido betulinico; una camptotecina (que incluye el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11
(irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina, y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina;
CC-1065 (incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido
podofilinico; teniposido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (que
incluyen los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina;
espongistatina; mostazas de nitrogeno tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de mecloretamina, melfalano, novembiquina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozoticina, fotemustina,
lomustina, nimustina y ranimustina; bisfosfonatos, tales como clodronato; antibiéticos tales como los antibiéticos de
enedina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gamma1l y caliqueamicina omegal1 (véase,
por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)) y antraciclinas tales como annamicina, AD 32,
alcarubicina, daunorubicina, dexrazoxano, DX-52-1, epirubicina, GPX-100, idarubicina, KRN5500, menogarilo,
dinemicina, que incluye dinemicina A, una esperamicina, croméforo de neocarzinostatina y croméforos relacionados
de antibiético de enedina cromoproteinas, aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-
norleucina, doxorubicina ADRIAMYCIN® (que incluye morfolino-doxorubicina, cianomorfolino-doxorubicina, 2-
pirrolino-doxorubicina, liposomal doxorubicina, y desoxidoxorrubicina), esorrubicin, marcelomicina, mitomicinas tales
como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodotrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, y zorrubicina;
analogos de acido félico tales como denopterina, pteropterina, y trimetrexato; analogos de purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, y tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, y floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, propionato de dromoestanolona, epitiostanol, mepitiostano, y testolactona; antiadrenales tales como
aminoglutetimida, mitotano, y trilostano; reforzadores de acido félico tales como acido folinico (leucovorina);
aceglatona; agentes antineoplasicos de antifolato tales como ALIMTA®, LY231514 pemetrexed, inhibidores de la
dihidrofolato reductasa tales como metotrexato, antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo (5-FU) y sus profarmacos
tales como UFT, S-1 y capecitabina, y inhibidores de la timidilato sintasa e inhibidores de la glicinamida
ribonucledtido formiltransferasa tales como raltitrexed (TOMUDEXRM, TDX); inhibidores de la dihidropirimidina
deshidrogenasa tales como eniluracilo; glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansine y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina;
losoxantrona; 2-etilhidrazida; procarbazina; complejo de polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR);
razoxano; rizoxina; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazoénico; triazicuona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos
(especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®);
dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido ("Ara-C"); ciclofosfamida;
tiotepa; taxoides y taxano, por ejemplo, TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.),
ABRAXANE™ sin Cremophor, formulacién de nanoparticulas modificadas por ingenieria con albimina de paclitaxel
(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony,
Francia); cloranbucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; platino; analogos de platino o
analogos a base de platino tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); etopésido (VP-
16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); alcaloides de la vinca; vinorelbina (NAVELBINE®);
novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; RFS 2000 inhibidor de la topoisomerasa;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los mencionados anteriormente; asi como combinaciones de dos o méas de los anteriores
tales como CHOP, una abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y
prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™)
combinado con 5-FU y leucovorina.
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Ademas, en esta definicién se incluyen agentes antihormonales que actian para regular o inhibir la accién de
hormonas en tumores tales como antiestrogenos y moduladores selectivos de receptores de estrogenos (SERM),
que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno (que incluye tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno, droloxifeno, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, queoxifeno, LY117018, onapristona, y FARESTON® toremifeno; inhibidores de
aromatasas que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién de estrégenos en las glandulas adrenales,
tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®, exemestano
AROMASIN®, formestano, fadrozol, vorozol RIVISOR®, FEMARA® letrozol, y anastrozol ARIMIDEX®; y
antiandrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida, y goserelina; asi como troxacitabina (un
analogo de 1,3-dioxolano nucleésido citosina); Oligonucledtidos antisentido, particularmente los que inhiben la
expresion de genes en rutas de sefializacion implicadas en proliferacion celular anémala, por ejemplo, PKC-alfa, Raf,
H-Ras, y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas tales como vacunas para terapia genética,
por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN®, y vacuna VAXID®; PROLEUKIN® rlL-2; inhibidor de la
topoisomerasa 1 LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables
de cualquiera de los mencionados anteriormente.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "farmaco dirigido a EGFR" se refiere a un agente
terapéutico que se une a EGFR y, opcionalmente, inhibe la activacion de EGFR. Ejemplos de dichos agentes
incluyen anticuerpos y moléculas pequefias que se unen a EGFR. Ejemplos cientificos que se unen a EGFR
incluyen MAb 579 (N° CRL HB 8506 de la ATCC), MAb 455 (N° CRL HB8507 de la ATCC), MAb 225 (N° CRL 8508
de la ATCC), MAb 528 (N° CRL 8509 de la ATCC) (véase, Patente de Estados Unidos N° 4943533, Mendelsohn et
al.) y variantes de los mismos, tales como 225 quimerizado (C225 o Cetuximab; ERBITUX®) y 225 humano
reconformado (H225) (véase, documento WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); anticuerpos que se unen a EGFR
mutante de tipo Il (Patente de Estados Unidos N° 5.212.290); anticuerpos humanizados y quiméricos que se unen a
EGFR tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5891996; y anticuerpos humanos que se unen a
EGFR, tales como ABX-EGF (véase el documento WO 98/50433, Abgenix). El anticuerpo anti-EGFR se puede
conjugar con un agente citotéxico, generando de este modo un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, el documento
EP 659.439A2, Merck Patent GmbH). Ejemplos de moléculas pequefias que se unen a EGFR incluyen ZD1839 o
Gefitinib (IRESSA™; Astra Zeneca), Erlotinib HCI (CP-358774, TARCEVA™; Genentech/OSI) y AG1478, AG1571
(SU 5271; Sugen).

Un "inhibidor de la tirosina quinasa" es una molécula que inhibe hasta cierto punto la actividad de tirosina quinasa de
una tirosina quinasa como un receptor ErbB. Ejemplos de dichos inhibidores incluyen los farmacos dirigidos a EGFR
indicados en el parrafo precedente asi como quinazolinas tales como PD 153035, 4-(3-cloroanilino) quinazolina,
piridopirimidinas, pirimidopirimidinas, pirrolopirimidinas, tales como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706, y
pirazolopirimidinas,  4-(fenilamino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidinas, = curcumina  (diferuloil metano, 4,5-bis(4-
fluoroanilino)ftalimida), tirfostinas que contienen restos de nitrotiofeno; PD-0183805 (Warner-Lambert); moléculas
antisentido (por ejemplo, las que se unen a acidos nucleicos que codifican ErbB); quinoxalinas (Patente de Estados
Unidos N° 5.804.396); trifostinas (Patente de Estados Unidos N° 5804396); ZD6474 (Astra Zeneca); PTK-787
(Novartis/Schering AG); inhibidores de pan-ErbB tales como CI-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521; Isis/Lilly); mesilato
de Imatinib (Gleevac; Novartis); PKI 166 (Novartis); GW2016 (Glaxo SmithKline); CI-1033 (Pfizer); EKB-569 (Wyeth);
Semaxanib (Sugen); ZD6474 (AstraZeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); INC-1C11 (Imclone); o tal como se
describe en cualquiera de las siguientes publicaciones de patente: Patente de Estados Unidos N° 5804396;
documento WO 99/09016 (American Cyanamid); documento WO 98/43960 (American Cyanamid); documento WO
97/38983 (Warner Lambert); documento WO 99/06378 (Warner Lambert); documento WO 99/06396 (Warner
Lambert); documento WO 96/30347 (Pfizer, Inc); documento WO 96/33978 (Zeneca); documento WO 96/3397
(Zeneca); y documento WO 96/33980 (Zeneca).

Un "agente antiangiogénico" se refiere a un compuesto que bloquea, o interfiere con, hasta cierto punto, el desarrollo
de vasos sanguineos. El factor antiangiogénico, por ejemplo, puede ser una molécula pequefia o anticuerpo que se
une a un factor de crecimiento o a un receptor del factor de crecimiento implicado en la estimulacién de la
angiogénesis. En una realizacion, el factor antiangiogénico es un anticuerpo que se une al Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (VEGF).

El término "citoquina" es un término genérico para proteinas liberadas por la poblacién celular que actuan sobre
otras células como mediadores intercelulares. Ejemplos de dichas citoquinas son linfoquinas, monoquinas, y
hormonas politécnicas tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen hormonas de crecimiento tales como hormona
de crecimiento humano, hormona de crecimiento humano N-metionilo, y hormona de crecimiento bovino; hormona
paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas glicoproteicas tales como hormona de
estimulante de foliculos (FSH), hormona estimulante de tiroides (TSH), y hormona luteinizante (LH); factor de
crecimiento hepatico; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factor-a y - de
necrosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a gonadotropina de raton; inhibina; activina;
factor de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso tales
como NGF-f; factor de crecimiento de plaquetas; factores de crecimiento de transformacion (TGF) tales como TGF-
o y TGF-B; factor de crecimiento de tipo insulininico | y IlI; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductores;
interferones tales como interferén-o, -3, and -y; factores de estimulacion de colonias (CSF) tales como macréfago-
CSF (M-CSF); granulocito-macréfago-CSF (GM-CSF); y granulocito-CSF (G-CSF); interleuquinas (IL) tales como IL-
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1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral tal como TNF-a o
TNF-B; y otros factores polipeptidicos que incluyen LIF y ligando kit (KL). Tal como se usa en el presente documento,
el término citoquina incluye proteinas a partir de fuentes naturales o a partir de cultivo celular recombinante y
equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas de secuencia nativa.

El término "profarmaco” tal como se usa en la presente solicitud se refiere a un precursor o forma de derivados de
una sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotéxica para las células tumorales en comparacién con el
farmaco precursor y destapar de ser activada o convertida de forma enzimatica o hidrolitica en la forma precursora
mas activa. véanse, por ejemplo, Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society Transactions,
14, paginas 375-382, 615° Meeting Belfast (1986) y Stella et al., "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug
Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt et al., (ed.), paginas 247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos
de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que
contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos
modificados con D-aminoacidos, profarmacos glicosilados, profarmacos que contienen f-lactama, profarmacos que
contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida o profarmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente
sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que se pueden convertir en el farmaco sin
citotoxicos mas activo. Ejemplos de farmacos citotoxicos que se pueden derivatizar en una forma de profarmaco
para uso en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, los agentes quimioterapeuticos que se han descrito
anteriormente.

Un "liposoma" es una vesicula pequefia compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivo que es
util para administrar un farmaco (tal como se incluyen los anticuerpos anti-CD30, CD40, CD70 o Lewis Y v,
opcionalmente, un agente quimioterapeutico) a un mamifero. Los componentes del liposoma se colocan
normalmente en una formaciéon de bicapa, similar a la colocacién lipidica de membranas biolégicas. El término
"prospecto” se usa para hacer referencia a instrucciones incluidas habitualmente en envases comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacién, administracién,
contraindicaciones y/o advertencias con respecto al uso de dichos productos terapéuticos.

Una molécula "aislada" de acido nucleico es una molécula de acido nucleico que se identifica y se separa a partir de
al menos una molécula de acido nucleico contaminante con la que esta asociada normalmente en la fuente natural
de acido nucleico del anticuerpo. Una molécula aislada de acido nucleico es distinta en la forma o configuracién en la
que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas aisladas de &cido nucleico se distinguen de la
molécula de acido nucleico tal como existe en células naturales. Sin embargo, una molécula aislada de acido
nucleico incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que normalmente expresan el anticuerpo
cuando, por ejemplo, la molécula de acido nucleico esta en una localizacion cromosémica diferente de la de las
células naturales.

La expresioén "secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresiéon de una secuencia
de codificaciéon unida operativamente en un organismo huésped en particular. Las secuencias de control que son
adecuadas para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio
de union a ribosomas. Se sabe que las células eucariotas usan promotores, sefiales de poliadenilacion, y
potenciadores.

Un acido nucleico esta "unido operativamente” cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una secuencia previa o directora de secrecién esta unido operativamente
al ADN para un polipéptido si se expresa como una proteina previa que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador esta unido operativamente a una secuencia de codificacién si afecta a la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de uniéon a ribosomas esta unido operativamente a una secuencia de codificaciéon si esta
colocado de modo que se facilite la traduccién. Generalmente, "unido operativamente” Server las secuencias de
ADN que se estan uniendo son contiguas, y, en el caso de una directora de secreciéon, contiguas y en fase de
lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen por qué ser contiguos. La unién se puede realizar por ligadura en
los sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, los adaptadores o conectores de oligonucleétidos
sintéticos se pueden usar de acuerdo con la practica convencional.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "célula", "linea celular’, y "cultivo celular" se usan
indistintamente y todas las denominaciones incluyen progenie. Por lo tanto, las palabras "transformantes" y "células
transformadas” incluyen la célula sujeto primaria y cultivos derivados de las mismas sin tener en cuenta el numero
de transferencias. También se entiende que toda la progenie pues de no ser exactamente idéntica en el contenido
del ADN, debido a mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la progenie mutante que tiene la misma funcién
o actividad biologica tal como se identifica sistematicamente en la célula transformada originalmente. Siempre que
se pretenden denominaciones distintas, éstas seran evidentes a partir del contexto.

En el presente documento, una "enfermedad autoinmune" es una enfermedad o trastorno que se deriva de y que se
dirige frente a tejidos propios de un individuo o un cosegregado o manifestacion de la misma o afeccion resultante de
la misma. Ejemplos de enfermedades o trastornos autoinmunes incluyen, pero no se limitan a artritis (artritis
reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriatica, y espondilitis anquilosante), psoriasis,
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dermatitis que incluye dermatitis atopica; urticaria idiopatica crénica, que incluye urticaria autoinmune crénica,
polimiositis/dermatomiositis, necrolisis epidérmica toxica, esclerodermia sistémica y esclerosis, respuestas asociadas
con enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) (enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), e IBD con cosegregado de
pioderma gangrenoso, eritema nodoso, colangitis esclerosante primaria, y/o epiescleritis), sindrome de dificultad
respiratoria, que incluye sindrome de dificultad respiratoria del adulto (ARDS), meningitis, enfermedades mediadas
por IgE tales como anafilaxis y rinitis alérgica, encefalitis tales como encefalitis de Rasmussen, uveitis, colitis tal
como colitis microscdpica y colitis colagena, glomerulonefritis (GN) tal como GN membranosa, GN membranosa
idiopatica, GN membranosa proliferativa (MPGN), que incluye Tipo | y Tipo Il, y GN rapidamente progresiva,
afecciones alérgicas, eccema, asma, afecciones que implican infiltracién de linfocitos T y respuestas inflamatorias
cronicas, aterosclerosis, miocarditis autoinmune, deficiencia de adhesién de leucocitos, lupus sistémico eritematoso
(SLE) tal como SLE cutaneo, lupus (que incluye nefritis, cerebritis, pediatrica, no renal, discoide, alopecia), diabetes
de inicio juvenil, esclerosis multiple (MS) tal como MS espino-6ptica, encefalomielitis alérgica, respuestas inmunes
asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por citoquinas y por linfocitos T, tuberculosis,
sarcoidosis, granulomatosis que incluye granulomatosis de Wegener, agranulocitosis, vasculitis (incluyendo
vasculitis de Vasos Grandes (que incluye Polimialgia Reumatica y Arteritis de Células Gigantes (de Takayasu)),
vasculitis de Vasos Medios (que incluye Enfermedad de Kawasaki y Poliarteritis Nodosa), vasculitis del SCN, y
vasculitis asociada a ANCA, tales como vasculitis o sindrome de Churg-Strauss (CSS)), anemia aplasica, anemia
positiva de Coombs, anemia de Diamond Blackfan, anemia hemolitica inmune que incluye anemia hemolitica
autoinmune (AIHA), anemia perniciosa, aplasia pura de glébulos rojos (PRCA), deficiencia del Factor VIII, hemofilia
A, neutropenia autoinmune, pancitopenia, leucopenia, enfermedades que implican diapédesis de leucocitos,
trastornos inflamatorios del SCN, sindrome de disfuncion organica mudltiple, miastenia gravis, enfermedades
mediadas por complejos antigeno-anticuerpo, enfermedad de la membrana basal antiglomerular, sindrome de
anticuerpos antifosfolipido, neuritis alérgica, enfermedad de Bechet, sindrome de Castleman, Sindrome de
Goodpasture, Sindrome Miasténico de Lambert-Eaton, sindrome de Reynaud, sindrome de Sjorgen, sindrome de
Stevens-Johnson, rechazo al transplante de o6rganos sélidos (que incluye tratamiento previo para titulos de
anticuerpos de panel reactivo alto, deposito de IgA en tejidos, y rechazo que surge del transplante renal, transplante
de higado, trasplante de intestino, trasplante de corazén, etc.), enfermedad de injerto frente a huésped (GVHD),
penfigoide bulloso, pénfigo (que incluye pénfigo vulgaris, folidceo, y penfigoide de la membrana mucosa),
poliendocrinopatias autoinmunes, enfermedad de Reiter, sindrome del hombre rigido, nefritis por complejos
inmunes, polineuropatias de IgM o neuropatia mediada por IgM, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), purpura
trombocitopénica trombética (TTP), trombocitopenia (como la desarrollada por pacientes con infarto de miocardio,
por ejemplo), que incluye trombocitopenia autoinmune, enfermedad autoinmune de los testiculos y ovarios que
incluye orquitis y ooforitis, hipotiroidismo primario; enfermedad endocrina autoinmunes que incluye tiroiditis
autoinmune, tiroiditis cronica (Tiroiditis de Hashimoto), tiroiditis subaguda, hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de
Addison, enfermedad de Grave, sindromes poliglandulares autoinmunes (o sindromes de endocrinopatia
poliglandular), diabetes de Tipo | también denominada diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM), que incluye
IDDM pediatrica, y sindrome de Sheehan; hepatitis autoinmune, neumonitis intersticial Linfoide (HIV), bronquiolitis
obliterante (no trasplante) frente a NSIP, Sindrome de Guillain-Barré, Enfermedad de Berger (nefropatia por IgA),
cirrosis biliar primaria, esprie celiaco (enteropatia por gluten), esprie refractario con dermatitis herpetiforme
cosegregada, crioglobulinemia, esclerosis lateral amiotréfica (ALS; enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad arterial
coronaria, enfermedad autoinmune del oido interno (AIED), pérdida de audiciéon autoinmune, sindrome de opsoclono
mioclono (OMS), policondritis tal como policondritis refractaria, proteinosis alveolar pulmonar, amiloidosis, hepatitis
de células gigantes, escleritis, gammapatia monoclonal de significado incierto/desconocido (MGUS), neuropatia
periférica, sindrome paraneoplasico, canalopatias tales como epilepsia, migrafa, arritmia, trastornos musculares,
sordera, severa, paralisis periddica, y canalopatias del SCN; autismo, miopatia inflamatoria, y glomeruloesclerosis
segmentaria focal (FSGS).

"Alquilo” es hidrocarburo C1-C1s que contiene atomos de carbono, normales, secundarios, terciarios o ciclicos. Son
ejemplos metilo (Me, -CHa), etilo (Et, -CH2CHs), 1-propilo (n-Pr, n-propilo, -CH2CH2CHs), 2-propilo (i-Pr, i-propilo, -
CH(CHs)2), 1-butilo (n-Bu, n-butilo, -CH2CH2CH2CHs), 2-metil-1-propilo (i-Bu, i-butilo, -CH2CH(CHs)2), 2-butilo (s-Bu,
s-butilo, -CH(CHs) CH2CHz3), 2-metil-2-propilo (t-Bu, t-butilo, -C(CHzs)s), 1-pentilo (n-pentilo, -CH2CH2CH2CH2CHa), 2-
pentilo (-CH(CHs) CH2CH2CHs), 3-pentilo (-CH(CH2CHs)2), 2-metil-2-butilo (-C(CH3)2CH2CHzs), 3-metil-2-butilo (-
CH(CH3)CH(CHs)2), 3-metil-1-butilo  (-CH2CH2CH(CHs)2), 2-metil-1-butilo  (-CH2CH(CH3)CH2CHs), 1-hexilo (-
CH2CH2CH2CH2CH2CHas), 2-hexilo (-CH(CHs)CH2CH2CH2CHs), 3-hexilo (-CH(CH2CH3)(CH2CH2CHg)), 2-metil-2-
pentilo (-C(CHz3)2CH2CH2CH3), 3-metil-2-pentilo (-CH(CH3s)CH(CH3z)CH2CHs), 4-metil-2-pentilo (-
CH(CH3z)CH2CH(CHz)2), 3-metil-3-pentilo (-C (CHs)(CH2CHs)2), 2-metil-3-pentilo (-CH(CH2CH3)CH(CHzg)2), 2,3-
dimetil-2-butilo (-C(CHs)2CH(CHs)2), 3,3-dimetil-2-butilo (-CH(CH3)C(CHa)s.

"Alquenilo" es hidrocarburo C2-C1s que contiene atomos de carbono, normales, secundarios, terciarios o ciclicos con
al menos un sitio de insaturacion, es decir un doble enlace sp?, carbon-carbono. Los ejemplos incluyen, pero no se
limitan a: etileno o vinilo (-CH=CH2), alilo (-CH2CH=CH2), ciclopentenilo (-CsH7), y 5-hexenilo (-CHz
CH2CH2CH2CH=CHy).

"Alquinilo” es hidrocarburo C2-C1s que contiene atomos de carbono, normales, secundarios, terciarios o ciclicos con

al menos un sitio de insaturacién, es decir un triple enlace sp, carbon-carbono. Los ejemplos incluyen, pero no se
limitan a: acetilénico (-C=CH) y propargilo (-CH2C=CH).
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"Alquileno" se refiere un radical hidrocarburo saturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 1-18 atomos de
carbono, y que tiene dos centros de radical monovalente que se obtiene por la retirada de dos atomos de hidrégeno
a partir del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alcano precursor. Los radicales alquileno habituales
incluyen, pero no se limitan a: metileno (-CH2-) 1,2-etilo (-CH2CH2-), 1,3-propilo (-CH2CH2CH2-), 1,4-butilo (-
CH2CH2CH2CHz2-), y similares.

"Alquenileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 2-18 atomos
de carbono, y que tiene dos centros de radical monovalente que se obtiene por la retirada de dos atomos de
hidrégeno a partir del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alqueno precursor. Los radicales alquenileno
habituales incluyen, pero no se limitan a: 1,2-etileno (-CH=CH-).

"Alquinileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena ramificada o lineal o ciclico de 2-18 atomos
de carbono, y que tiene dos centros de radical monovalente que se obtiene por la retirada de dos atomos de
hidrégeno a partir del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alquino precursor. Los radicales alquinileno
habituales incluyen, pero no se limitan a: acetileno (-C=C-), propargilo (-CH2C=C-), y 4-pentinilo (-CH2CH2CH2C=CH-
).

"Arilo” significa un radical hidrocarburo aromatico monovalente de 6-20 atomos de carbono que se obtiene por la
retirada de un atomo de hidrégeno de un solo atomo de carbono de un sistema de anillo aromatico precursor.
Algunos grupos arilo se representan en las estructuras a modo de ejemplo como "Ar". Los grupos arilo habituales
incluyen, pero no se limitan a, radicales derivados de benceno, benceno sustituido, naftaleno, antraceno, bifenilo, y
similares.

"Arilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno unido a un atomo de
carbono, por lo general un atomo de carbono terminal o sp?, esta reemplazado con un radical arilo. Los grupos
arilalquilo habituales incluyen, pero no se limitan a, bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-fenileten-1-ilo, naftiimetilo, 2-
naftiletan-1-ilo, 2-naftileten-1-ilo, naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-il y similares. El grupo arilalquilo comprende de 6 a
20 atomos de carbono, por ejemplo, el resto alquilo, que incluye grupos alcanilo, alquenilo o alquinilo, del grupo
arilalquilo es de 1 a 6 4tomos de carbono y el resto arilo este 5 a 14 atomos de carbono.

"Heteroarilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno unido a un atomo
de carbono, por lo general un atomo de carbono terminal o sp?, esta reemplazado con un radical heteroarilo. Los
grupos heteroarilalquilo habituales incluyen, pero no se limitan a, 2-benzoimidazolilmetilo, 2-furiletilo, y similares. El
grupo heteroarilalquilo comprende de 6 a 20 atomos de carbono, por ejemplo, el resto alquilo, que incluye grupos
alcanilo, alquenilo o alquinilo, del grupo heteroarilalquilo es de 1 a 6 atomos de carbono y el resto heteroarilo es de 5
a 14 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, P, y S. El resto heteroarilo del grupo
heteroarilalquilo puede ser un monociclo que tiene de 3 a 7 miembros en el anillo (de 2 a 6 atomos de carbono o un
biciclo que tiene de 7 a 10 miembros en el anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos
seleccionados entre N, O, P, y S), por ejemplo: un sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6], o [6,6].

"Alquilo sustituido”, "arilo sustituido”, y "arilalquilo sustituido" se refieren a alquilo, arilo, y arilalquilo respectivamente,
en el que uno o0 mas atomos de hidrégeno cada uno esta reemplazado independientemente con un sustituyente. Los
sustituyentes habituales incluyen, pero no se limitan a, -X, -R, -O-, -OR, -SR, -S-, -NR2, -NR3, =NR, -CX3s, -CN, -OCN,
-SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO2, =Nz, -N3, NC(=O)R, -C(=0)R, -C(=O)NRz, -SOs3", -SO3H, -S(=0)2R, -OS(=0)20R, -
S(=0)2NR, -S(=0O)R, -OP(=0)(OR)2, -P(=0)(OR)2, -PO3, -POsHz, -C(=0O)R, -C(=0)X, -C(=S)R, -COzR, -COz, -
C(=S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -C(=0O)NRz2, -C(=S)NRz, -C(=NR)NRz, en los que cada X es independientemente un
halégeno: F, Cl, Br, o I; y cada R es independientemente -H, alquilo C2-C1s, arilo Cs-C20, heterociclo Cs-C14, grupo
protector o resto de profarmaco. Los grupos alquileno, alquenileno, y alquinileno tal como se ha descrito
anteriormente también pueden estar sustituidos de forma similar.

"Heteroarilo" y "Heterociclo" se refieren a un sistema de anillo en el que uno o mas atomos en el anillo es un
heteroatomo, por ejemplo, nitrégeno, oxigeno, y azufre. El radical heterociclo comprende de 1 a 20 atomos de
carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, P, y S. Un heterociclo puede ser un monociclo que
tienen de 3 a 7 miembros en el anillo (de 2 a 6 atomos de carbono y de 1 a 3 heterodtomos seleccionados entre N,
0O, P, y S) o un biciclo que tiene de 7 a 10 miembros en el anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3
heteroatomos seleccionados entre N, O, P, y S), por ejemplo: un sistema biciclo [4,5], [5,5], [5.6], o [6,6].

Se describen heterociclos en Paquette, Leo A.; "Principles of Modern Heterociclic Chemistry" (W.A. Benjamin, Nueva
York, 1968), particularmente en los Capitulos 1, 3, 4, 6, 7, y 9; "The Chemistry of Heterociclic Compounds, A series
of Monographs" (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 hasta la actualidad), en particular los Volumenes 13, 14, 16,
19,y 28; y J. Am. Chem. Soc. (1960) 82: 5566.

Ejemplos de heterociclos incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacion, piridilo, dihidropiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo oxidado con azufre, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
benzoimida-zolilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo, tetrahidrofuranoilo, bis-
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tetrahidrofuranoilo, tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triazinilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, pirazinilo,
piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, ftalazinilo, naftiridinilo,
quinoxalinilo, quinazolinilo, cinnolinilo, pteridinilo, 4aH-carbazolilo, carbazolilo, B-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,
pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, benzoisoxazolilo, oxindolilo, benzoxazolinilo, e isatinoilo.

A modo de ejemplo y no de limitacion, los heterociclos unidos a carbono estan unidos en la posiciéon 2, 3, 4, 5 0 6 de
una piridina, en la posicion 3, 4, 5 o0 6 de una piridazina, en la posicion 2, 4, 5 o0 6 de una pirimidina, en la posicién 2,
3, 5 0 6 de un pirazina, en la posicion 2, 3, 4 o 5 de un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o
tetrahidropirrol, en la posicién 2, 4 o 5 de un oxazol, imidazol o tiazol, en la posicién 3, 4 o 5 de un isoxazol, pirazol, o
isotiazol, en la posicién 2 o 3 de una aziridina, en la posicion 2, 3 o 4 de una azetidina, en la posicién 2, 3, 4, 5, 6, 7,
0 8 de una quinolina o en la posicién 1, 3, 4, 5, 6, 7, o 8 de una isoquinolina. Ademas de forma mas habitual, los
heterociclos unidos a carbono incluyen 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-piridilo, 6-piridilo, 3-piridazinilo, 4-piridazinilo,
5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo, 6-pirimidinilo, 2-pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-
pirazinilo, 6-pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, o 5-tiazolilo.

A modo de ejemplo y no de limitacién, los heterociclos unidos a nitrogeno estan unidos en la posicién 1 de una
aziridina, azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina, 3-imidazolina,
pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperazina, indol, indolina, 1H-indazol, en la posicién 2 de un
isoindol, o isoindolina, en la posicion 4 de una morfolina, y que la posicion 9 de un carbazol, o B-carbolina. Still
Ademas de forma mas habitual, los heterociclos unidos a nitrégeno incluyen 1-aziridilo, 1-azetedilo, 1-pirrolilo, 1-
imidazolilo, 1-pirazolilo, y 1-piperidinilo.

"Carbociclo" se refiere a un anillo saturado por insaturado que tiene de 3 a 7 atomos de carbono como un monociclo
o de 7 a 12 atomos de carbono como un biciclo. Dos carbociclos monociclicos tienen de 3 a 6 atomos en el anillo,
ademas de forma mas habitual 5 o 6 atomos en el anillo. Los carbociclos biciclicos tienen de 7 a 12 atomos en el
anillo, por ejemplo, colocados con un sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6], 0 9 0 10 atomos en el anillo colocados
con un sistema biciclo [5,6] o [6,6]. Ejemplos carbociclos monociclicos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
1-ciclopent-1-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclobexilo, 1-ciclohex-1-enilo, 1-ciclohex-2-enilo, 1-
ciclohex-3-enilo, cicloheptilo, y ciclooctilo.

"Conector”, "Unidad Conectora", o "conectar" se refiere un resto quimico que comprende un enlace covalente o una
cadena de atomos que une covalentemente un anticuerpo a un resto de farmaco. En diversas realizaciones, conectd
se especifica como LU. Los conectores incluyen un radical divalente tal como un alquildiilo, un arildiilo, un
heteroarildiilo, restos tales como: -(CR2)nO(CR2)n-, unidades repeticion de alquiloxi (por ejemplo, polietilenoxi, PEG,
polimetilenoxi) y alquilamino (por ejemplo, polietilenamino, Jeffamina™); y éster diacido y amidas que incluyen
succinato, succinamida, diglicolato, malonato, y caproamida.

El término "quiral" se refiere a moléculas que tienen la propiedad de no superposiciéon del comparfiero en la imagen
especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a moléculas que se superponen en su compafero en la
imagen especular.

El término "estereoisémeros"” se refiere a compuestos que tienen constitucion quimica idéntica, pero que difieren con
respecto a la colocacion de los atomos o grupos en el espacio.

"Diastered6mero" se refiere a un estereoisomero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no son
imagenes especulares entre si. Los diasteredmeros tienen propiedades fisicas diferentes, por ejemplo, puntos de
fusién, puntos de ebullicion, sociedades espectrales, de actividades. Las mezclas de diastere6meros se pueden
separar con procedimientos analiticos de alta resolucion tales como electroforesis y cromatografia.

"Enantiomeros" se refiere a dos esterecisomeros de un compuesto que son imagenes especulares no superponibles
entre si.

Las definiciones y convenciones estereoquimicas usadas en el presente documento por lo general siguen S. P.
Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York; y Eliel, E. y
Wilen, S., Stereochemistry of Organic Compounds (1994) John Wiley & Sons, IncNueva York. Muchos compuestos
organicos existen en formas opticamente activas, es decir, tienen la capacidad de girar el plano de luz polarizada en
un plano. Al describir un compuesto 6pticamente activo, los prefijos D y L, o Ry S, se usan para indicar la
configuracion absoluta de la molécula alrededor de su centro o centros quirales. Los prefijos dy 1 o (+) y (-) se usan
para designar el signo de rotacién de la luz polarizada en el plano por el compuesto, con (-) o | significando que el
compuesto es levagiro. Un compuesto con el prefijo (+) o d es dextrégiro. Para una estructura quimica dada, estos
estereoisdmeros son idénticos excepto en que son imagenes especulares entre si. Un estereoisomero especifico
también se puede denominar enantidmero, y una mezcla de dichos isémeros a menudo se denomina una mezcla de
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enantiomérica. Una mezcla de enantiomeros a 50:50 se denomina una mezcla racémica o un racemato, que se
puede producir cuando no se ha producido estereoseleccion ni estereoespecificidad en una reaccidon o proceso
quimico. Las expresiones "mezcla racémica" y "racemato” se refieren a una mezcla equimolar de dos especies
enantioméricas, desprovistas de actividad éptica.

Ejemplos de un "paciente" incluyen, pero no se limitan a, un ser humano, rata, ratdén, cobaya, mono, cerdo, cabra,
vaca, caballo, perro, gato, pajaro y ave de corral. En una realizacién a modo de ejemplo, el paciente es un ser
humano.

"Arilo” se refiere a un grupo aromatico carbociclico. Ejemplos de grupos arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo,
naftilo y antracenilo. Un grupo aromatico carbociclico o un grupo aromatico heterociclico pueden estar sin sustituir o
sustituidos con uno o mas grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -
C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -S(0)2R’,-S(O)R’, -OH, -haldégeno, -Ns,
-NH2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente entre H, -alquilo C1-Cs y arilo.

El término "alquilo C1-Cs", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo saturado o
insaturado, de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 8 atomos de carbono. Grupos "alquilo C+-Cs"
representativos incluyen, pero no se limitan a, -metilo, -etilo, - n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -n-heptilo, -n-
octilo, -n-nonilo y -n-decilo; mientras que los alquilos C1-Cs ramificados incluyen, pero no se limitan a, -isopropilo, -
sec-butilo, -isobutilo, - terc-butilo, -isopentilo, 2-metilbutilo, los alquilos C+-Cs insaturados incluyen, pero no se limitan
a, -vinilo, -alilo, -1-butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo,-3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-butenilo,
-2,3-dimetil-2-butenilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo,-acetilenilo, -propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-
pentinilo, - 3-metil-1 butinilo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo,
isopentilo, neopentilo, n-hexilo, isohexilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetil-butilo, 2,2-
dimetilpentilo, 2,3-dimetilpentilo, 3,3-dimetilpentilo, 2,3,4-trimetilpentilo, 3-metilhexilo, 2,2-dimetil-hexilo, 2,4-
dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 3,5-dimetilhexilo, 2,4-dimetilpentilo, 2-metilheptilo, 3-metilheptilo, n-heptilo, isoheptilo,
n-octilo, y isooctilo. Un grupo alquilo C1-Cs puede estar sin sustituir o sustituido con uno o mas grupos que incluyen,
pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’,-C(O)NHz, -C(O)NHR’, -
C(O)N(R)2 -NHC(O)R’, -SOsR’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, - haldégeno, -Ns, -NH2z, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que
cada R’ se selecciona independientemente entre H, -alquilo C1-Cs y arilo.

Un "carbociclo C3-Cs" es un anillo carbociclico no aromatico saturado o insaturado de 3, 4, 5, 6, 7 0 8 miembros. Los
carbociclos Cs-Cs representativos incluyen, pero no se limitan a, -ciclopropilo, -ciclobutilo, -ciclopentilo, -
ciclopentadienilo, -ciclohexilo, -ciclohexenilo, -1,3-ciclohexadienilo, -1,4-ciclohexadienilo, -cicloheptilo,-1,3-
cicloheptadienilo, -1,3,5-cicloheptatrienilo, -ciclooctilo, y -ciclooctadienilo. Un grupo carbociclo C3-Cs puede estar sin
sustituir o sustituido con uno o mas grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -
arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’,-C(O)OR’, -C(O)NH2, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, -
halégeno, -N3, -NH2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente entre H, -alquilo
C1-Cs y arilo.

Un "carbociclo C3-Cs" se refiere a un grupo carbociclo C3-Cs que se ha definido anteriormente en el que uno de los
atomos de hidrégeno de los grupos carbociclo esta reemplazado con un enlace.

Un "alquileno C1-C10" es un grupo hidrocarburo saturado, de cadena lineal de férmula -(CHz)1-10-. Ejemplos de un
alquileno C+-C1o incluyen metileno, etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, ocitileno, nonileno y
decaleno.

Un "arileno" es un grupo arilo que tiene dos enlaces covalentes y puede estar en las configuraciones orto, meta, o
para tal como se muestra en las siguientes estructuras

y

O K

] »

en las que el grupo fenilo puede estar sin sustituir o sustituido con hasta cuatro grupos que incluyen, pero no se
limitan a, -alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, - C(O)OR’, -C(O)NHz, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -
NHC(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, - halégeno, -N3, -NHz, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona
independientemente entre H, -alquilo C1-Cs y arilo.

Un "heterociclo C3-Cs" se refiere a un carbociclo C3-Cs aromatico o no aromatico en el que de uno a cuatro de los

atomos de carbono en el anillo estan reemplazados independientemente con un heteroatomo del grupo que consiste
en O, S y N. Los ejemplos representativos de un heterociclo Cs-Cs incluyen, pero no se limitan a, benzofuranilo,
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benzotiofeno, indolilo, benzopirazolilo, coumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo, tiofenilo, furanilo, tiazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, triazolilo, quinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo, pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo, isoxazolilo y
tetrazolilo. Un heterociclo C3-Cs puede estar sin sustituir o sustituido con hasta siete grupos que incluyen, pero no se
limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R’, -OC(0O) R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz2, -C(O)NHR’,-C(O)N(R’)2 -
NHC(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -Ns, -NHz, -NH(R’),-N (R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona
independientemente entre H, -alquilo C1-Cs y arilo.

"Heterociclo Cs-Cs" se refiere a un grupo heterociclo C3-Cs que se ha definido anteriormente en el que uno de los
atomos de hidrégeno del grupo heterociclo esta reemplazado con un enlace. Un heterociclo Cs-Cs puede estar sin
sustituir o sustituido con hasta seis grupos que incluyen, pero no se limitan a, -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo,
-C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH2, -C(O)NHR’, -C(O)N(R’)2 -NHC(O)R’, -S(0)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -
N3, -NHz2, -NH(R’), -N(R’)2 y -CN; en los que cada R’ se selecciona independientemente entre H, -alquilo C1-Cs y
arilo.

Un "Compuesto a modo de Ejemplo” es un Compuesto de Farmaco o un Compuesto de Farmaco-Conector.

Un "Conjugado a modo de Ejemplo" es un Conjugado de Farmaco-Ligando que tiene una unidad de Farmaco que se
puede escindir del Conjugado de Farmaco-Ligando o un Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando.

En algunas realizaciones, los Compuestos a modo de Ejemplo y los Conjugados a modo de Ejemplo estan en forma
aislada o purificada. Tal como se usa en el presente documento, "aislado" se refiere a separado de los otros
componentes de (a) una fuente natural, tal como una célula o cultivo celular vegetal o animal, o (b) una mezcla de
reacciéon quimica organica sintética. Tal como se usa en el presente documento, "purificado” se refiere que cuando
esta aislado, el aislado contiene al menos un 95 %, y en otro aspecto al menos un 98 %, de Compuesto o Conjugado
a modo de Ejemplo en peso del aislado.

Ejemplos de un "grupo protector hidroxilo" incluyen, pero no se limitan a, metoximetil éter, 2-metoxietoximetil éter,
éter tetrahidropiranilico, éterbencilico, éter p-metoxibencilico, éter trimetilsililico, éter trietilsililico, triisopropil silil éter,
t-butildimetil silil éter, trifeniimetil silil éter, éster de acetato, ésteres de acetato sustituido, pivaloato, benzoato,
metanosulfonato y p-toluenosulfonato.

"Grupo saliente" se refiere a un grupo funcional que se puede sustituir con otro grupo funcional. Dichos grupos
salientes son bien conocidos en la técnica, y ejemplos incluyen, pero no se limitan a, un haluro (por ejemplo, cloruro,
bromuro, yoduro), metanosulfonilo (mesilo), p-toluenosulfonilp (tosilo), trifluorometilsulfonilo (triflato), vy
trifluorometilsulfonato.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a sales
organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de un Compuesto a modo de Ejemplo o Conjugado a modo
de Ejemplo. Los Compuestos a modo de Ejemplo y los Conjugados a modo de Ejemplo contienen al menos un grupo
amino, y en consecuencia se pueden formar sales de adiciéon acida con este grupo amino. Las sales a modo de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato,
fosfato, fosfato acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato,
ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato,
glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato, y pamoato (es decir, sales de
1,1’-metil-en-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)). Una sal farmacéuticamente aceptable puede implicar la inclusién de otra
molécula tal como un i6n de acetato, un ién de succinato otro contraiéon. El contraiébn puede ser cualquier resto
organico o inorganico que estabilice la carga en el compuesto precursor. Ademas, una sal farmacéuticamente
aceptable puede tener mas de un atomo cargado en su estructura. Ejemplos en los que multiples a&tomos cargados
son parte de la sal farmacéuticamente aceptable pueden tener multiples contraiones. Por lo tanto, una sal
farmacéuticamente aceptable puede tener uno 0 mas atomos cargados y/o uno o mas contraiones.

"Solvato farmacéuticamente aceptable” o "solvato" se refiere a una asociacion de una o mas moléculas de disolvente
y un compuesto de la invencion, por ejemplo, un Compuesto a modo de Ejemplo o Conjugado a modo de Ejemplo.
Ejemplos de disolventes que forman solvatos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, agua,
isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato de etilo, acido acético, y etanolamina.

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas y tienen las definiciones que se indican: AE es
auristatina E, Boc es N-(-butoxicarbonilo), cit es citrulina, dap es dolaproina, DCC es 1,3-diciclohexilcarbodiimida,
DCM es diclorometano, DEA es dietilamina, DEAD es dietilazodicarboxilato, DEPC es dietilfosforilcianidato, DIAD es
diisopropilazodicarboxilato, DIEA es N,N-diisopropiletilamina, dil es dolaisoleucina, DMAP es 4-dimetilaminopiridina,
DME es etilenglicol dimetil éter (o 1,2-dimetoxietano), DMF es N,N-dimetilformamida, DMSO es dimetilsulféxido, doe
es dolafenina, dov es N,N-dimetilvalina, DTNB es acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico), DTPA es acido
dietilentriaminpentaacético, DTT es ditiotreitol, EDCI es clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida,
EEDQ es 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina, ES-MS es espectrometria de masas por electronebulizacién,
EtOAc es acetato de etilo, Fmoc es N-(9-fluorenilmetoxicarbonilo), gly es glicina, HATU es hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio, HOBt es 1-hidroxibenzotriazol, HPLC es cromatografia liquida de
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alta presion, ile es isoleucina, lys es lisina, MeCN (CHsCN) es acetonitrilo, MeOH es metanol, Mir es 4-
anisildifenilmetilo (o 4-metoxitritilo), nor es (1S, 2R)-(+)-norefedrina, PAB es p-aminobencilo, PBS es solucién salina
tamponada con fosfato (pH 7,4), PEG es polietilenglicol, Ph es fenilo, Pnp es p-nitrofenilo, MC es 6-
maleimidocaproilo, phe es L-fenilalanina, PyBrop es hexafluorofosfato de bromo fris-pirrolidino fosfonio, SEC es
cromatografia de exclusion por tamafo, Su es succinimida, TBTU es tetrafluoroborato de O-benzotriazol-1-il-
N,N,N,N-tetrametiluronio, TFA es acido trifluoroacético, TLC es cromatografia en capa fina, UV es ultravioleta, y val
es valina.

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas para conectores y tienen las definiciones que se
indican: Val Cit es una valina-citrulina, sitio dipeptidico en el conector de escision de proteasa; PAB es p-
aminobencilcarbamoilo; (Me)vc es N-metil-valina citrulina, en la que el enlace peptidico del conector se ha
modificado para evitar su escisién por la catepsina B; MC(PEG)6-OH es maleimidocaproilo-polietilenglicol; SPP es
Pentanoato de N-succinimidil-4-(2-piridiltio); y SMCC es N-Succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1
carboxilato.

Los términos "tratar" o "tratamiento”, a menos que se indique de otro modo en el contexto, se refieren a tratamiento
tanto terapéutico como profilactico o medidas preventivas, en los que el objetivo es prevenir o ralentizar (disminuir)
un cambio o trastorno fisiolégico no deseado, tal como el desarrollo o propagacion del cancer. Para fines de la
presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados beneficial incluyen, pero no se limitan a, alivio de
sintomas, disminucion del alcance de la enfermedad, estado de enfermedad estabilizado (es decir, que no empeora),
retraso o disminucion del avance de una enfermedad, mejora o alivio del estado de enfermedad, y remisién (tanto
parcial como total), tanto detectable como indetectable. "Tratamiento" también se puede referir a prolongar la
supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada sino se recibiera tratamiento. Los individuos que tienen
necesidad de tratamiento incluyen los que ya padecen la afeccidén o trastorno asi como los propensos a tener la
afeccion o trastorno o aquéllos en los que se va a prevenir la afeccion o trastorno.

En el contexto del cancer, el término " que trata" incluye cualquiera o todos de: prevenir el crecimiento de células
tumorales, células cancerosas, o de un tumor; prevenir la replicacién de células tumorales o de células cancerosas,
disminuir la carga tumoral global o disminuir el nimero de células cancerosas, y mejorar uno o mas sintomas
asociados con la enfermedad.

En el contexto de una enfermedad autoinmune, el término "que trata" incluye cualquiera o todos de: prevenir la
replicacién de células asociadas con un estado de enfermedad autoinmune que incluyen, pero no se limitan a,
células que producen un anticuerpo autoinmune, disminucion de la carga de anticuerpo autoinmune y mejorar uno o
mas sintomas de una enfermedad autoinmune.

En el contexto de una enfermedad infecciosa, el término "que trata" incluye cualquiera o todos de: prevenir el
crecimiento, multiplicaciéon o replicacion del agente patdgeno que causa la enfermedad infecciosa y mejorar uno o
mas sintomas de una enfermedad infecciosa.

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas para farmacos citotoxicos y tienen las definiciones
que se indican: MMAE es mono-metil auristatina E (Pm 718); MMAF es N-metilvalina-valina-dolaisoleucina-
dolaproina-fenilalanina (Pm 731,5); MMAF-DMAEA es MMAF con DMAEA (dimetilaminoetilamina) en una unién
amida con la fenilalanina C-terminal (Pm 801,5); MMAF-TEG es MMAF con tetraetilenglicol esterificado a la
fenilalanina; MMAF-NtBu es N-t-butilo, unido como una amida al extremo C de MMAF; AEVB es auristatina E valeril
bencilhidrazona, conector labil acido a través del extremo C de AE (Pm 732); y AFP es Monoamida de p-fenilen
diamina con Fenilalanina C-terminal de Auristatina F (Pm 732).

4.2 Compuestos

4.2.1 LOS COMPUESTOS DE FORMULA (la)

En el presente documento se describen Conjugados Farmaco-Conector-Ligando que tienen la Férmula la:
L(Aa-Ww-Yy-D)p la

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo
en la que,

L- es una unidad Ligando;
-Aa-Wu-Yy- es una unidad Conectora (LU), en la que la unidad Conectora incluye:

-A- es a unidad Bastidor,

aesOo1,

cada -W- es independientemente una unidad Aminoacido,
W es un numero entero que varia de 0 a 12,
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-Y- es a unidad Espaciadora, y
yes0,102;

p varia de 1 a aproximadamente 20; y
-D es una unidad de Farmaco que tiene las Férmulas De y Dr:

R 0

"R '0  B-“ R® R¢. R® . O R8 O . ‘ .Dﬁ
B3 0 R’ CHy R* O
!':‘ ~ /'ﬁ‘/KI /ky/‘\”/N ' '!l AR
N N z
| !
R Dg

en las que en cada ubicacion:

R? se selecciona entre H y alquilo C1-Cg;

R3 se selecciona entre H, alquilo C+1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-Cs),
heterociclo Cs-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre H, alquilo C+1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R® se selecciona entre H y metilo;

o R* y RS conjuntamente forman un anillo carbociclico y tiene la formula -(CR2RP),- en la que R? y RP se
seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cs y carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6;
R® se selecciona entre H y alquilo C1-Cg;

R” se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R8 se selecciona independientemente entre H, OH, alquilo C1-Cs; carbociclo Cs-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R?® se selecciona entre H y alquilo C1-Cs;

R0 se selecciona entre arilo y heterociclo Cz-Cs;

Zes O, S,NH o NR'2, en el que R'? es alquilo C1-Cg;

R" se selecciona entre H, alquilo C1-Cao, arilo, heterociclo Cs-Csg, - (R'30)m-R', y -(R"30)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R'# es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, COOH, -(CH2)n-N(R'8)2, -(CH2)n-SOsH o -(CH2)r-SOs-alquilo C+-
Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)r--COOH;

R'8 se selecciona entre -C(R®)2-C(R®)-arilo, -C(R®)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs), y -C(R®)2-C(R®)2-(carbociclo Cs-
Cs); y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

En el presente documento también se describen Compuestos de Farmaco que tienen la Féormula Ib:

zx

RZ o0 R*R Rpr¢ g 0

‘R? o R CH, I|{9 )
. N N _RY
y Y ' ;
8
b R 0 RIO

Ib
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o sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

R? se selecciona entre hidrogeno y -alquilo C1-Cg;

R3 se selecciona entre hidrogeno, -alquilo C1-Cs, -carbociclo Csz-Cs, arilo, -alquil-arilo C1-Cs, -alquil C1-Ce-
(carbociclo Cs-Cs), -heterociclo C3-Cs y -alquil C+-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre hidrogeno, -alquilo C1-Cs, -carbociclo C3-Cs, arilo, -alquil-arilo C1-Cs, -alquil C1-Cs-
(carbociclo Cs-Cs), -heterociclo Cs-Cs y -alquil C1-Cs-(heterociclo Cs-Cg) en el que R°® se selecciona entre -H y -
metilo;

o R*y R® conjuntamente, tienen la formula -(CR?RP)-- en la que R? y R® se seleccionan independientemente entre
-H, -alquilo C+-Cs y -carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6 y forman un anillo con el atomo de
carbono al que estan unidos;

R® se selecciona entre H y -alquilo C1-Cg;

R” se selecciona entre H, -alquilo C1-Cs, -carbociclo Cs-Cs, arilo, -alquil-arilo C1-Cs, -alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-
Cs), -heterociclo C3-Cs y -alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R8 se selecciona independientemente entre H, -OH, -alquilo C1-Cs, -carbociclo C3-Cs y -O-(alquilo C1-Cs);
R® se selecciona entre H y -alquilo C1-Cs;

R0 se selecciona entre un grupo arilo o -heterociclo C3-Cs;

Z es -O-, -S-, -NH- 0 -NR'%-, en el que R'? es alquilo C1-Cs;

R' se selecciona entre H, alquilo C1-Cao, arilo, -heterociclo Cs-Cs, -(R30)m-R'* 0 -(R130)m-CH(R"%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es -alquilo C2-Cg;

R' es H o -alquilo C1-Cg;

cada aparicion de RS es independientemente H, -COOH, -(CH2)n-N(R®)2,-(CH2)n-SO3H o -(CH2)r-SOsz-alquilo C1-
Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, -alquilo C1-Cs 0 -(CH2).-COOH;

y n es un numero entero que varia de 0 a 6.

También se describen en el presente documento conjugados de Farmaco-Conector-Ligando que tienen la Féormula

Ab(Aa-Wu-Yy-D)p Formula la’

o sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

Ab es un anticuerpo,

A es una unidad Bastidor,

aesOo1,

cada W es independientemente una unidad de aminoécido,

W es un numero entero que varia de 0 a 12,

Y es una unidad espaciadora, e

yes0,102,

p varia de 1 a aproximadamente 20, y

D es un resto de farmaco seleccionado entre las Férmulas De y De:

;\_.hs §
Y

R R I!{.s A8

Dg
- Jo) 'R? ' CHa -I?B 0
P N N N. Z,R”
A 8
o R* R RE RE .O RE ©
. : : R10 Dy

en las que, independientemente en cada ubicacion:

R? se selecciona entre H y alquilo C1-Cs;
R3 se selecciona entre H, alquilo C+-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1+-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-
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Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre H, alquilo C+-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1+-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-
Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R?® se selecciona entre H y metilo;

o R*y R® conjuntamente forman un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR2RP),- en la que R? y R° se
seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cs y carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4,5y
6;

R® se selecciona entre H y alquilo C+1-Cs;

R” se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-
Cs), heterociclo Cs3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo Cs-Cs);

cada R® se selecciona independientemente entre H, OH, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs y O-(alquilo C1-Cs);
R® se selecciona entre H y alquilo C1-Cs;

R'0 se selecciona entre arilo o heterociclo C3-Cs;

Zes O, S,NH o NR", en el que R'? es alquilo C1-Cg;

R' se selecciona entre H, alquilo C1-Czo, arilo, heterociclo Cs-Csg, -(R"30)m-R"* 0 -(R'30)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R'* es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, COOH, -(CH2)n-(R®)2, -(CH2)n-SO3H o -(CH2)~-SOs-alquilo
C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cg 0 -(CH2)n-COOH;

R'8 se selecciona entre -C(R®)2-C(R®)2-arilo, -C(R®)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs), y -C(R®)2-C(R®)2-(carbociclo
Cs3-Cs); ¥y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

Ab es cualquier anticuerpo unido covalentemente a una o mas unidades de farmaco. Ab incluye un anticuerpo que
se une a antigeno CD30, CD40, CD70, Lewis Y. En otra realizacién, Ab no incluyen un anticuerpo que se une a un
receptor ErbB o a uno o mas receptores

(1)-(35):

(1) BMPR1B (receptor de proteina morfogenética 6sea de tipo IB, N° de acceso en Genbank NM_001203);

(2) E16 (LAT1, SLC7A5, N° de acceso en Genbank NM_003486);

(3) STEAP1 (antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de préstata, N° de acceso en Genbank
NM_012449);

(4) 0772P (CA125, MUC16, N° de acceso en Genbank AF361486);

(5) MPF (MPF, MSLN, SMR, factor de potenciacién de megacariocitos, mesotelina, N° de acceso en Genbank
NM_005823);

(6) Napi3b (NAPI-3B, NPTIIb, SLC34A2, familia de vehiculos de soluto 34 (fosfato sddico), miembro 2, vehiculo
de fosfato dependiente de sodio de tipo Il 3b, N° de acceso en Genbank NM_006424);

(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAA1445, Mm.42015, SEMA5B, SEMAG, Semaforina 5b Hlog, dominio sema, siete
repeticiones de trombospondina (de tipo 1 y similar al tipo 1), dominio transmembrana (TM) and dominio
citoplasmatico corto, (semaforina) 5B, N° de acceso en Genbank AB040878);

(8) PSCA hlg (2700050C12Rik, C530008016Rik, RIKEN cDNA 2700050C12, RIKEN cDNA 2700050C12 gene,
N° de acceso en Genbank AY358628);

(9) ETBR (Receptor de endotelina de tipo B, N° de acceso en Genbank AY275463);

(10)MSG783 (RNF124, proteina hipotética FLJ20315, N° de acceso en Genbank NM_017763);

(11) STEAP2 (HGNC_8639, IPCA-1, PCANAP1, STAMP1, STEAP2, STMP, gen 1 asociado al cancer de
prostata, proteina 1 asociada al cancer de proéstata, antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de
prostata 2, proteina de préstata de seis dominios transmembrana, N° de acceso en Genbank AF455138);

(12) TrpM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, canal catiénico potencial de receptores transitorios,
subfamilia M, miembro 4, N° de acceso en Genbank NM_017636);

(13)CRIPTO (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF1, factor de crecimiento derivado de teratocarcinoma, N° de
acceso en Genbank NP_003203 o NM_003212);

(14)CD21 (CR2 (Receptor de complemento2) o C3DR (receptor de C3d/virus de Epstein Barr) o Hs.73792, N° de
acceso en Genbank M26004);

(15) CD79b (IGb (asociado a inmunoglobulina beta), B29, N° de acceso en Genbank NM_000626);

(16) FcRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (proteina de anclaje 1a de fosfatasa que contiene el dominio SH2),
SPAP1B, SPAP1C, N° de acceso en Genbank NM_030764);

(17)HER2 (N° de acceso en Genbank M11730);

(18)NCA (N° de acceso en Genbank M18728);

(19) MDP (N° de acceso en Genbank BC017023);

(20) IL20Ra (N° de acceso en Genbank AF184971);

(21)Brevican (N° de acceso en Genbank AF229053);

(22) Ephb2R (N° de acceso en Genbank NM_004442);

(23) ASLG659 (N° de acceso en Genbank AX092328);

(24) PSCA (N° de acceso en Genbank AJ297436);
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(25) GEDA (N° de acceso en Genbank AY260763);

(26) BAFF-R (N° de acceso en Genbank NP_443177.1);

(27)CD22 (N° de acceso en Genbank NP-001762.1);

(28)CD79a (CD79A, CD79¢a, asociado a inmunoglobulina alfa, una proteina especifica de linfocitos B que
interactia covalentemente con Ig beta (CD79B) y forma un complejo sobre la superficie de moléculas de IgM,
transduce una sefial implicada en la diferenciacion de linfocitos B, N° de acceso en Genbank NP_001774.1);

(29) CXCR5 (receptor del linfoma de Burkitt 1, un receptor acoplado a la proteina G que se activa con la
guimioquina CXCL13, funciona en la migracién de linfocitos y en la defensa humoral, desempefia un papel en la
infeccion por VIH-2 y quiza en el desarrollo de SIDA, linfoma, mieloma, y leucemia, N° de acceso en Genbank
NP_001707.1);

(30) HLA-DOB (Subunidad beta de la molécula MHC de clase Il (antigeno la) que se une a péptidos y los
presenta a linfocitos T CD4+, N° de acceso en Genbank NP_002111.1);

(31)P2X5 (Canal i6nico 5 abierto por el ligando receptor purinérgico P2X, un canal aniénico abierto por ATP
extracelular, puede estar implicado en la transmisiéon y en la neurogénesis sinaptica, la deficiencia puede
contribuir a la patofisiologia de inestabilidad, N° de acceso en Genbank NP_002552.2);

(32) CD72 (antigeno CD72 de diferenciacién de linfocitos B , Lyb-2, N° de acceso en Genbank NP_001773.1);
(33) LY64 (Antigeno 64 de linfocitos (RP105), proteina de membrana de tipo | de la familia de repeticién rica en
leucina (LRR), regula la activaciéon y apoptosis de linfocitos B, la pérdida de funcién esta asociada con mayor
actividad de la enfermedad en pacientes con lupus sistémico eritematoso, N° de acceso en Genbank
NP_005573.1);

(34) FCRH1 (proteina 1 de tipo receptor de Fc,1 supuesto receptor para el dominio Fc de la inmunoglobulina que
contiene los dominios similar a Ig de tipo C2 e ITAM, puede tener un papel en la diferenciacién de linfocitos B, N°
de acceso en Genbank NP_443170.1); y/o

(35) IRTA2 (Translocaciéon asociada al receptor 2 de la superfamilia de inmunoglobulinas, un supuesto
inmunoreceptor con posibles papeles en el desarrollo y la linfomagénesis de linfocitos B; la desregulaciéon de los
genes por translocacidon se produce en algunas neoplasias de linfocitos B, N° de acceso en Genbank
NP_112571.1).

En una realizacion -Ww- es -Val-Cit-.

R®, R* y R7 pueden ser independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es -H. En una realizacion a modo de
ejemplo, R®y R* son cada uno isopropilo, R% es -H, y R” es sec-butilo. En otra realizacién mas, R? y R® son cada uno
metilo, y R® es -H.

Ademas, en otro ejemplo, cada aparicion de R® es -OCHa.

En un ejemplo, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es -H, R” es sec-butilo, cada
aparicion de R® es -OCHs, y R® es -H.

En un ejemplo, Z es -O- o0 -NH-.

En un ejemplo, R es arilo.

En un ejemplo particular, R es -fenilo.

En un ejemplo particular, cuando Z es -O-, R'" es -H, metilo o t-butilo.

En un ejemplo, cuando Z es -NH, R"" es -CH(R'%)2, en el que R'® es —(CH2)»-N(R'®)2 y R'® es -alquilo C1-Cs o
~(CH2)-COOH.

En otro ejemplo, cuando Z es -NH, R es -CH(R"9)2, en el que R' es —(CH2)n-SOzH.
Ab puede ser cAR96, cS2C6, c1F6, c2F2, hAC10, hBR96, hS2C86, h1F6, y h2F2.

Los conjugados a modo de ejemplo de férmula la tienen las siguientes estructuras:
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0 OH
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en las que L es un anticuerpo, Val es valina, y Cit es citrulina.

La carga del farmaco drug se representa con p, el numero medio de moléculas de farmaco por anticuerpo en una
10 molécula (por ejemplo, de Férmula la, la’ e Ic). La carga del farmaco puede variar de 1 a 20 farmacos (D) por
Ligando (por ejemplo, Ab o mAb). Las composiciones de Férmula la y de Férmula la’ incluyen colecciones de
anticuerpos conjugados con un intervalo de farmacos, de 1 a 20. El numero medio de farmacos por anticuerpo en la
preparaciébn de reacciones de conjugacion se puede caracterizar por medios convencionales tales como
espectroscopia de masas, ensayo de ELISA, y HPLC. Ademas, se puede determinar la distribucion cuantitativa de
15 Conjugados de Ligando-Farmaco en términos de p. En algunos casos, la separacion, purificacion, y caracterizacion
de conjugados de Ligando-Farmaco en los que p es un valor determinado para Conjugados de Ligando-Farmaco
con otras cargas de farmaco se pueden conseguir por cualquier medio tal como HPLC en fase inversa o

electroforesis.
20 4.2.2 LOS COMPUESTOS DE FORMULA (lb)

También se describen en el presente documento Compuestos de Farmaco que tienen la Férmula (Ib):

H; R O
\6‘\2/ R
| Rlﬂ
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0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que.

R? se selecciona entre -hidrégeno y -alquilo C1-Cs;

R® se selecciona entre -hidrogeno, -alquilo Ci-Cs, -carbociclo Cs-Cs, arilo, -alquil-arilo C1-Cs, -alquil C1-Ce-
(carbociclo Cs-Cs), -heterociclo C3-Cs y -alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre -hidroégeno, -alquilo C+4-Cs, -carbociclo C3-Cs, -arilo, -alquil-arilo C1-Cg, -alquil C+-Ce-
(carbociclo Cs-Cs), -heterociclo Cs-Cs y -alquil C1-Cs-(heterociclo Cs-Cs) en el que R® se selecciona entre -H y -
metilo;

o R*y R® conjuntamente, tienen la formula -(CR2R")n- en la que R? y R se seleccionan independientemente entre
-H, -alquilo C+-Cs y -carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5 y 6, y forman un anillo con el atomo de
carbono al que estan unidos;

R® se selecciona entre -H y -alquilo C1-Cs;

R’ se selecciona entre -H, -alquilo C1-Cs, -carbociclo Cs-Cs, arilo, -alquil-arilo C1-Cs, -alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-
Cs), -heterociclo Cs-Cs y -alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R® se selecciona independientemente entre -H, -OH, -alquilo C1-Cs, -carbociclo Cs-Cg y -O-(alquilo C1-Cs);
R?® se selecciona entre -H y -alquilo C1-Cs;

R0 se selecciona entre un grupo arilo o -heterociclo C3-Cs;

Z es -O-, -S-, -NH- 0-NR"%-, en el que R'2 es alquilo C1-Cs;

R' se selecciona entre -H, alquilo C1-Cz2o, arilo, -heterociclo Cs-Cs, -(R"*0)m-R'* 0 -(R"*0)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es -alquilo C2-Cs;

R' es -H o -alquilo C1-Cg;

cada aparicién de R'® es independientemente -H, -COOH, -(CH2)a-N(R8)2, - (CH2)n-SO3H 0 -(CH2)n-SOsz-alquilo
C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente -H, -alquilo C1-Cs 0 -(CH2),-COOH; y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

En un ejemplo, R3, R* y R” son independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es -H. En un ejemplo particular, R® y
R* son cada uno isopropilo, R% es -H, y R” es sec-butilo.

En otro ejemplo, R? y R® son cada uno metilo, y R® es -H.
Ademas, en otro ejemplo, cada aparicion de R® es -OCHa.

En un ejemplo particular, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es -H, R” es sec-butilo,
cada aparicion de R® es -OCHs, y R® es -H.

En un ejemplo, Z es -O- o0 -NH-.

En un ejemplo, R es arilo.

En un ejemplo particular, R es -fenilo.

En un ejemplo particular, cuando Z es -O-, R'" es -H, metilo o t-butilo.

En un ejemplo, cuando Z es -NH, R"" es -CH(R'9)2, en el que R'® es —(CH2)r-N(R'®)2 y R'® es -alquilo C1-Cs o
~(CH2)-COOH.

En otro ejemplo, cuando Z es -NH, R es -CH(R"9)2, en el que R' es —(CH2)n-SOzH.

Los Compuestos llustrativos de Formula (Ib), cada uno de los cuales se puede usar como restos de farmaco (D) en
ADC, incluyen compuestos que tienen las siguientes estructuras:
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I

NHz 10

y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.
LOS COMPUESTOS DE FORMULA (Ic)

También se describen en el presente documento compuestos de conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) que tienen la
Férmula lc:

Ab(Aa-Wu-Yy-D)p lc

gue comprenden un anticuerpo unido covalentemente a uno o mas unidades de farmaco (restos). Los compuestos
de conjugados de anticuerpo-farmaco incluyen sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Se definen compuestos de Férmula Ic, en la que:
Ab es un anticuerpo que se une a uno o mas receptores de antigenos asociados a tumor (1)-(35):

(1) BMPR1B (receptor de proteina morfogenética ¢sea de tipo IB, N° de acceso en Genbank NM_001203);

(2) E16 (LAT1, SLC7AS5, N° de acceso en Genbank NM_003486);

(3) STEAP1 (antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de prostata, N° de acceso en Genbank
NM_012449);

(4)0772P (CA125, MUC16, N° de acceso en Genbank AF361486);

(5) MPF (MPF, MSLN, SMR, factor de potenciacion de megacariocitos, mesotelina, N° de acceso en Genbank
NM_ 005823);

(6) Napi3b (NAPI-3B, NPTIlb, SLC34A2, familia de vehiculos de soluto 34 (fosfato sédico), miembro 2,
vehiculo de fosfato dependiente de sodio de tipo Il 3b, N° de acceso en Genbank NM_006424);

(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAA1445, Mm.42015, SEMA5B, SEMAG, Semaforina 5b Hlog, dominio sema, siete
repeticiones de trombospondina (de tipo 1 y similar al tipo 1), dominio transmembrana (TM) and dominio
citoplasmatico corto, (semaforina) 5B, N° de acceso en Genbank AB040878);

(8) PSCA hlg (2700050C12Rik, C530008016Rik, RIKEN cDNA 2700050C12, RIKEN cDNA 2700050C12
gene, N° de acceso en Genbank AY358628);

(9) ETBR (Receptor de endotelina de tipo B, N° de acceso en Genbank AY275463);

(10) MSG783 (RNF124, proteina hipotética FLJ20315, N° de acceso en Genbank NM_017763);

(11) STEAP2 (HGNC_8639, IPCA-1, PCANAP1, STAMP1, STEAP2, STMP, gen 1 asociado al cancer de
prostata, proteina 1 asociada al cancer de prostata, antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de
prostata 2, proteina de prostata de seis dominios transmembrana, N° de acceso en Genbank AF455138);

(12) TrpM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, canal catidénico potencial de receptores transitorios,
subfamilia M, miembro 4, N° de acceso en Genbank NM_017636);

(13) CRIPTO, (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF1, factor de crecimiento derivado de teratocarcinoma, N° de
acceso en Genbank NP_003203 o NM_003212);

(14) CD21 (CR2 (Receptor de complemento2) o C3DR (receptor de C3d/virus de Epstein Barr) o Hs.73792 N°
de acceso en Genbank M26004);

(15) CD79b (CD79B, CD798, IGb (asociado a inmunoglobulina beta), B29, N° de acceso en Genbank NM_
000626);

(16) FcRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (proteina de anclaje 1a de fosfatasa que contiene el dominio SH2),
SPAP1B, SPAP1C, N° de acceso en Genbank NM_030764);

(17) HER2 (N° de acceso en Genbank M11730);

(18)NCA (N° de acceso en Genbank M18728);

(19) MDP (N° de acceso en Genbank BC017023);

(20) IL20Ra (N° de acceso en Genbank AF184971);

(21) Brevican (N° de acceso en Genbank AF229053);

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 605443 T3

(22) Ephb2R (N° de acceso en Genbank NM_004442);

(23) ASLG659 (N° de acceso en Genbank AX092328);

(24) PSCA (N° de acceso en Genbank AJ297436);

(25) GEDA (N° de acceso en Genbank AY260763;

(26) BAFF-R (receptor del factor de activacién de linfocitos B, receptor 3 de BLyS, BR3, NP_443177.1);
(27)CD22 (isoforma CD22-B de receptores de linfocitos B, NP-001762.1);

(28)CD79a (CD79A, CD79a, asociado a inmunoglobulina alfa, una proteina especifica de linfocitos B que
interactua covalentemente con Ig beta (CD79B) y forma un complejo sobre la superficie de moléculas de IgM,
transduce una sefal implicada en la diferenciacién de linfocitos B, N° de acceso en Genbank NP_001774.1);
(29) CXCR5 (receptor del linfoma de Burkitt 1, un receptor acoplado a la proteina G que se activa con la
quimioquina CXCL13, funciona en la migracién de linfocitos y en la defensa humoral, desempefia un papel en
la infeccion por VIH-2 y quiza en el desarrollo de SIDA, linfoma, mieloma, y leucemia, N° de acceso en
Genbank NP_001707.1);

(30)HLA-DOB (Subunidad beta de la molécula MHC de clase Il (antigeno la) que se une a péptidos y los
presenta a linfocitos T CD4+, N° de acceso en Genbank NP_002111.1);

(31)P2X5 (Canal ionico 5 abierto por el ligando receptor purinérgico P2X, un canal aniénico abierto por ATP
extracelular, puede estar implicado en la transmisién y en la neurogénesis sinaptica, la deficiencia puede
contribuir a la patofisiologia de inestabilidad, N° de acceso en Genbank NP_002552.2);

(32) CD72 (antigeno CD72 de diferenciacion de linfocitos B , Lyb-2, N° de acceso en Genbank NP_001773.1);
(33)LYB4 (Antigeno 64 de linfocitos (RP105), proteina de membrana de tipo | de la familia de repeticion rica
en leucina (LRR), regula la activacion y apoptosis de linfocitos B, la pérdida de funciéon esta asociada con
mayor actividad de la enfermedad en pacientes con lupus sistémico eritematoso, N° de acceso en Genbank
NP_005573.1);

(34) FCRH1 (proteina 1 de tipo receptor de Fc,1 supuesto receptor para el dominio Fc de la inmunoglobulina
que contiene los dominios similar a Ig de tipo C2 e ITAM, puede tener un papel en la diferenciacién de
linfocitos B, N° de acceso en Genbank NP_ 443170.1); y

(35)IRTA2 (Translocacion asociada al receptor 2 de la superfamilia de inmunoglobulinas, un supuesto
inmunoreceptor con posibles papeles en el desarrollo y la linfomagénesis de linfocitos B; la desregulacion de
los genes por translocacion se produce en algunas neoplasias de linfocitos B, N° de acceso en Genbank
NP_112571.1).

A es a unidad Bastidor,

aesOo1,

cada W es independientemente una unidad Aminoacido,
W es un numero entero que varia de 0 a 12,

Y es a unidad Espaciadora, e

yes0,102,

p varia de 1 a aproximadamente 8, y

D es un resto de Farmaco que tiene la Férmula De:

RS
"
R O Dg
I?' /R"
RZ R® O
RTO DF

en las que la linea ondulada de Dt y Dr indica el sitio de uniéon covalente para A, W o Y, e indepedientemente en
cada ubicacion:

R? se selecciona entre H y alquilo C1-Cs;

R3 se selecciona entre H, alquilo C+1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo Cz-Cs);

R* se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo Cz-Cs);
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R® se selecciona entre H y metilo;

o R* y R conjuntamente forman un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR®R")r- en la que R? y R° se
seleccionan independientemente entre H, alquilo C1-Cs y carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6;
R® se selecciona entre H y alquilo C1-Cg;

R” se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo Cs-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R8 se selecciona independientemente entre H, OH, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R® se selecciona entre H y alquilo C1-Cs;

R0 se selecciona entre arilo o heterociclo Cs-Cs;

Zes 0, S,NH o NR", en el que R'? es alquilo C1-Cs;

R" se selecciona entre H, alquilo C1-Cao, arilo, heterociclo Cs-Csg, -(R"*0)m-R"* 0 -(R130)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R' es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de RS es independientemente H, COOH, -(CH2)mN(R"®)2, -(CH2)n-SO3H, o -(CH2)r-SOsz-alquilo C1-
Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)r--COOH;

R'® se selecciona entre -C(R8)2-C(R®)2-arilo, -C(R8)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs), y -C(R®)2-C(R8)2-(carbociclo Cs-
Ce); y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

En un ejemplo -Ww- es -Val-Cit-.

En otro ejemplo, R3, R* y R” son independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es -H. En un ejemplo particular, R3
y R* son cada uno isopropilo, R% es -H, y R es sec-buitilo.

En otro ejemplo mas, R? y R® son cada uno metilo, y R® es -H.
Ademas, en otro ejemplo, cada aparicion de R® es -OCHa.

En un ejemplo particular, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es -H, R” es sec-butilo,
cada aparicion de R® es -OCHs, y R® es -H.

En un ejemplo, Z es -O- o -NH-.

En un ejemplo, R'° es arilo.

En un ejemplo particular, R'° es -fenilo.

En un ejemplo particular, cuando Z es -O-, R'" es -H, metilo o t-butilo.

En un ejemplo, cuando Z es -NH, R"" es -CH(R"9)2, en el que R'®> es —(CH2)r-N(R'®)2 y R'® es -alquilo C1-Cs o
~(CH2)»-COOH.

En otro ejemplo, cuando Z es -NH, R es -CH(R%)2, en el que R'® es —(CH2)r-SO3H.

Los conjugados de ADC de Férmula Ic tienen las siguientes estructuras:
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Ab-MC-ve-PAB-MMAF

Ab-
NM"JHI-C]I—H o] 0. 0. 0
] p

Ab-MC-ve-PAB-MMAE

O
ot
p

Ab-MC-MMAE

o
0 H © H
N\N\JHN me @\I)WN
! I
p

Ab-MC-MMAF

Ab-5

Ab-S

en las que Ab es un anticuerpo que se une a uno o mas receptores de antigenos asociados a tumor (1)-(35); Val es
valina; y Cit es citrulina.

La carga de farmacos se representa por p, el nimero medio de farmacos por anticuerpo en una molécula de
Férmula I. La carga del farmaco puede variar de 1 a 20 farmacos (D) por anticuerpo (Ab o mAb). Las composiciones
de ADC de Formula | incluyen colecciones de anticuerpos conjugados con un intervalo de farmacos, de 1 a 20. El
namero medio de farmacos por anticuerpo en las preparaciones de ADC a partir de reacciones de conjugacion se
puede caracterizar por medios convencionales tales como espectroscopia de UV/visible, espectrometria de masas,
ensayo de ELISA, y HPLC. También se puede determinar la distribuciéon cuantitativa de ADC en términos de p. En
algunos casos, la separacion purificacion, y caracterizacion de ADC homogéneos en los que p es un determinado
valor a partir de ADC con otras cargas de farmaco se pueden conseguir por medios tales como HPLC de fase
inversa o electroforesis.

Para algunos conjugados de farmaco de anticuerpo, p puede estar limitado por el nimero de sitios de unién en el
anticuerpo. Por ejemplo, cuando la unién es un tiol de la cisteina, tal como las realizaciones a modo de ejemplo
mencionadas anteriormente, un anticuerpo puede tener solamente uno o varios grupos tiol de la cisteina, o por
detener solamente uno o varios grupos tiol suficientemente reactivos a través los que se puede unir un conector.

Por lo general, menos del maximo tedrico de restos de farmaco se conjugan con un anticuerpo durante una reaccion
de conjugacion. Un anticuerpo puede contener, por ejemplo, muchos restos de lisina que no reaccionan con el
compuesto intermedio de farmaco-conector o reactivo conector. Solamente los grupos lisina mas reactivos pueden
reaccionar con un reactivo conector de amina-reactivo. Generalmente, los anticuerpos no contienen muchos, si los
hubiera, grupos tiol de la cisteina libres y reactivos que se pueden unir a un resto de farmaco. La mayoria de los
restos tiol de la cisteina en los anticuerpos de los compuestos de la invencién existen como puentes disulfuro se
deben reducir con un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT). Ademas, el anticuerpo se debe someter a
condiciones de desnaturalizacion para dejar al descubierto grupos nucledéfilos reactivos tales como lisina o cisteina.
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La carga (relacién de farmaco/anticuerpo) de un ADC se puede controlar diferentes maneras, que incluyen: (i) limitar
el exceso molar de compuesto intermedio de farmaco-conector o reactivo conector con respecto al anticuerpo, (ii)
limitar el tiempo o la temperatura de la reaccién de conjugacion, y (iii) hacer parciales o limitar las condiciones de
reduccion para la modificacion del tiol de la cisteina.

Se debe observar que cuando mas de un grupo nucledfilo reacciona con un compuesto intermedio de farmaco-
conector, o reactivo conector seguido de reactivo de resto de farmaco, entonces el producto resultante es una
mezcla de compuestos de ADC con una distribucion de uno o mas restos de farmaco unidos a un anticuerpo. El
numero medio de farmacos por anticuerpo se puede calcular a partir de la mezcla mediante ensayos de anticuerpos
por ELISA doble, especificos para anticuerpos y especificos para el farmaco. Se pueden identificar moléculas
individuales de ADC en la mezcla por espectroscopia de masas, y separa por HPLC, por ejemplo, cromatografia de
interaccion hidrofoba ("Effect of drug loading on the pharmacology, pharmacokinetics, and toxicity of an anti-CD30
antibody-drug conjugate"”, Hamblett, K.J., et al, Resumen N° 624, American Association for Cancer Research; Annual
Meeting de 2004, 27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the AACR, Volumen 45, marzo de 2004; "Controlling the
Location of Drug Attachment in Antibody-Drug Conjugates”, Alley, S.C., et al, Resumen N° 627, American
Association for Cancer Research; Annual Meeting de 2004, 27-31 de marzo de 2004, Proceedings of the AACR,
Volumen 45, marzo de 2004). Por lo tanto, un ADC homogéneo con un solo valor de carga se puede aislar a partir
de la mezcla de conjugacion mediante electroforesis o cromatografia.

4.3 LA UNIDAD CONECTORA

Una "unidad Conectora" (LU) es un compuesto bifuncional, que se puede usar para unir una unidad de Farmaco y
una unidad de Ligando para formar Conjugados de Farmaco-Conector-Ligando, o que son utiles en la formacién de
inmunoconjugados dirigidos frente a antigenos asociados a tumores. Dichos inmunoconjugados permiten la
administracion selectiva de farmacos toxicos a células tumorales. En algunos ejemplos, la unidad Conectora del
Compuesto de Farmaco-Conector y Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando tiene la formula:

-Aa-Ww-Yy-
en la que:

-A- es a unidad Bastidor;

aes0por1;

cada -W- es independientemente una unidad Aminoacido;

w es independientemente un numero entero que varia de 0 a 12;
-Y- es a unidad Espaciadora; y

yes0,102.

En el Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando, el Conector es capaz de unirse al resto Farmaco y a la unidad
Ligando.

4.3.1 LA UNIDAD BASTIDOR

La unidad Bastidor (-A-), cuando esta presente, es capaz de unirse a una unidad Ligando para formar una unidad
aminoacido (-W-). A este respecto, un Ligando (L) tiene un grupo funcional que puede formar un enlace con grupo
funcional de un Bastidor. Los grupos funcionales utiles que pueden estar presentes en un ligando, bien naturales o a
través de manipulacién quimica incluyen, pero no se limitan a, sulfhidrilo (-SH), amino, hidroxilo, carboxi, el grupo
hidroxilo anémero de un hidrato de carbono, y carboxilo. Los grupos funcionales de Ligando pueden ser sulfhidrilo y
amino. Los grupos sulfhidrilo se pueden generar por reduccion de un enlace disulfuro intramolecular de un Ligando.
Como alternativa, los grupos sulfhidrilo se pueden generar por reaccién de un grupo amino de un resto de lisina de
un Ligando usando 2-iminotiolano (reactivo de Traut) u otro reactivo que genere sulfhidrilo.

La unidad Bastidor puede formar un enlace con un atomo de azufre de la unidad Ligando. El atomo de azufre puede
provenir de un grupo sulfhidrilo de un Ligando. Las unidades Bastidor representativas de la presente realizacion se
representan dentro de los corchetes de las Formulas llla y lllb, en las que L-, -W-, -Y-, -D, w e y son tal como se han
definido anteriormente, y R'” se selecciona entre -alquileno C1-C1o-, -carbociclo C3z-Cs -, -O-(alquilo C1-Cs)-, -arileno-,
-alquilen C1-C1o-arileno-, -arilen-alquileno C1-C1o-, -alquilen C1-C1o-(carbociclo Cs-Cs)-, -(carbociclo Cz-Cs)-alquileno
C1-C1 -, -heterociclo Cs-Cs-, -alquilen Ci-C1o-(heterociclo Cs-Cs)-, -(heterociclo Cs-Cs)-alquileno C1-Cio-, -
(CH2CH20)r-. y -(CH2CH20)-CH2-; y r es un numero entero que varia de 1-10. Se debe entender que a partir de
todos los conjugados a modo de ejemplo de Formula la, tales como IlI-VI, que incluso cuando no se indica de forma
expresa, de 1 a 20 restos de farmaco estan unidos a un Ligando (p = 1-20).

35



10

15

20

25

ES 2 605443 T3

o
N—R17-C(O)W,—Yy~D

o
- - HIa

- H2-—CONH—R17—-C(O)+WW—YY—-D
IIIb

Una unidad Bastidor ilustrativa es la de Formula llla en la que R'” es -(CH2)s-:

O

O

Otra unidad Bastidor ilustrativa es la de Formula llla en la que R'” es -(CH2CH20)-CH2-; y r es 2:

gﬁtgwo/jl}‘

Ademas, otra unidad Bastidor ilustrativa es la de Formula lllb en la que R'” es -(CH2)s-:

En otro ejemplo, la unidad Bastidor esta unida a la unidad Ligando a través de un enlace disulfuro entre un atomo de
azufre de la unidad Ligando y un atomo de azufre de la unidad Bastidor. Una unidad Bastidor representativa se
representa dentro de los corchetes de Formula IV, en la que R, L-, -W-, -Y-, -D, w e y son tal como se han definido
anteriormente.

= S-R"’-C(O)]LWW-YV—-D
Iv

En otro ejemplo mas, el grupo reactivo del Bastidor contiene husillo reactivo que puede formar un enlace con un
grupo amino primario o secundario de un Ligando. Ejemplos de estos sitios reactivos incluyen, pero no se limitan a,
ésteres activados tales como ésteres de succinimida, ésteres de 4-nitrofenilo, ésteres de pentafluorofenilo, ésteres
de tetrafluorofenilo, anhidridos, cloruros de acido, cloruros de sulfonilo, isocianatos e isotiocianatos. Las unidades
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Bastidor representativas se representan dentro de los corchetes de las Formulas Va y Vb, en las que -R"7-, L-, -W-, -
Y-, -D, w e y son tal como se han definido anteriormente;

E——C(O)NH—R""~C(0)—1W,,~Y,— D

Va
i
l=—~CNH-R'"-C(O)1T-W,—Y,~D
Vh

El grupo reactivo del Bastidor puede contener un sitio reactivo que es reactivo a un grupo modificado del hidrato de
carbono (-CHO) que puede estar presente en un por. Por ejemplo, un hidrato de carbono se puede oxidar
suavemente usando un reactivo tal como peryodato sédico y la unidad (-CHO) resultante del hidrato de carbono
oxidado se puede condensar con un Bastidor que contiene una funcionalidad tal como una hidrazida, una oxima, una
amina primaria o secundaria, una hidrazina, una tiosemicarbazona, un carboxilato de hidrazina, y una arilhidrazida
tal como las que se describen en Kaneko, T. et al. (1991) Bioconjugate Chem 2: 133-41. Las unidades Bastidor
representativas se representan dentro de los corchetes de Formulas Vla, Vib, y Vic, en las que -R"-, L-, -W-, -Y-, -
D, w e y son tal como se han definido anteriormente.

L ==N-NH—~R'-C(O)W,,—Y,~D
- _ VIia

L ==N-O—R'-C(O)—W,,—Y,~D
y ' Vib

[ O
L ::N-NH——(IZ!-——R”-C(O) Wiy—Yy~D
L Vie

4.3.2 LA UNIDAD AMINOACIDO

La unidad Aminoacido (-W-), cuando esta presente, une la unidad Bastidor a la unidad Espaciadora si la unidad
Espaciadora esta presente, une la unidad Bastidor al resto de Farmaco si la unidad Espaciadora esta ausente, y une
la unidad Ligando a la unidad de Farmaco si la unidad Bastidor y la unidad Espaciadora estan ausentes.

Ww- es una unidad dipéptido, tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, hexapéptido, heptapéptido, octapéptido,

nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapéptido. Cada unidad -W- tiene independientemente la férmula
que se indica a continuacion entre paréntesis, y w es un numero entero que varia de 0 a 12:
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=T

H19 H19
.0
en las que R'® es hidrégeno, metilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, bencilo, p-hidroxibencilo, -CH20H, -CH(OH)CHs,
-CH2CH2SCHs, -CH2CONH2, -CH2COOH, -CH2CH2CONH2, -CH2CH2COO0H, -(CH2)sNHC(=NH)NH2, -(CH2)sNH2, -
5 (CH2)sNHCOCHs, -(CH2)sNHCHO, -(CH2)saNHC(=NH)NH2, -(CH2)aNH2, -(CH2)saNHCOCHSs, -(CH2)sNHCHO, -

(CH2)sNHCONHg2, -(CH2)4aNHCONH2, -CH2CH2CH(OH)CH2NH2, 2-piridilmetil-, 3-piridilmetil-, 4-piridilmetil-, fenilo,
ciclohexilo,

'gee) EZO L
"'1%
ON By

i N

La unidad Aminoacido se puede escindir enzimaticamente con una o mas enzimas, que incluyen proteasa asociada
a tumores, para liberar la unidad de Farmaco (-D), que en una realizacion se protona in vivo después de su
liberacion para proporcionar un Farmaco (D). Unidades Wy ilustrativas se representan con las férmulas (VII)-(IX):

L, o
m{”\(u\ﬁ >
R20

15

o] (VII)
en la que R%° y R2" son como sigue a continuacion:
R20 R21
bencilo (CH2)aNHz;
metilo (CH2)aNH2;
isopropilo (CHz2)aNHz;
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isopropilo (CH2)sNHCONHz;
bencilo (CH2)sNHCONH;
isobutilo (CH2)sNHCONHz;
sec-butilo (CH2)sNHCONH?;
5 (CH2)sNHCONHz;
;GH f
M
H
bencilo metilo; y
bencilo (CH2)sNHC(=NH)NH?;

o R21 O
S e

en la que R?°, R?' y R?2 son como sigue a continuacion:

(VI

R2O R21 R22
bencilo bencilo (CH2)4aNHz;
isopropilo bencilo (CH2)4NHz; y
H bencilo (CH2)aNHz;
5
o ® o p=
H H
/N N N
t L, F
R0 o} R o ax)
en R?, R?', R% y R?3 son como sigue a continuacion:
R2O R21 R22 R23
H bencilo isobutilo H;y
metilo isobutlo metilo  Isobutilo
10
Unidades Aminoacido a modo de ejemplo unidad incluyen, pero no se limitan a, unidades de férmula (VIl) en la que:
R0 es bencilo y R?' es -(CH2)aNH2; R isopropilo y R?' es -(CH2)4NH2; R?° isopropilo y R?! es -(CH2)sNHCONHz.
Otra unidad Aminoacido a modo de ejemplo es una unidad de formula (VIII) en la que R?° es bencilo, R?! es bencilo,
y R?2 es -(CH2)4NH.
15

Las unidades -Wu- Utiles se pueden disefiar y optimizar en su selectividad para escision enzimatica con una enzima
en particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumores. En un ejemplo, una unidad -Ww- es aquélla cuya
escision esta catalizada por catepsina B, C y D, o una proteasa de plasmido.

20 En un ejemplo, -Ww- es un dipéptido, tripéptido, tetrapéptido o pentapéptido.

Cuando R, R®, R?!, R?2 0 R es distinto de hidrogeno, el atomo de carbono al que R'®, R¥®, R?', R?2 0 R% esta
unido es quiral.
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Cada atomo de carbono al que R'%, R?0, R2", R%2 o0 R? esta unido esta independientemente en la configuracion (S) o

R).

En un ejemplo de la unidad Aminoacido, la unidad Aminoacido es valina-citrulina. En otro aspecto, la unidad
Aminoacido es fenilalanina-lisina (es decir, fk). En otro ejemplo mas de la unidad Aminoacido, la unidad Aminoacido
es N-metilvalina-citrulina. En otro aspecto mas, la unidad Aminoacido es acido 5-aminovalérico, homo fenilalanina
lisina, tetraisoquinolinacarboxilato de lisina, ciclohexilalanina lisina, acido isonipecoético lisina, beta-alanina lisina,
glicina serina valina glutamina y acido isonipecético.

En determinados casos, la unidad Aminoacido puede comprender aminoacidos naturales. En otros casos, la unidad
Aminoacido puede comprender aminoacidos no naturales.

4.3.3 LA UNIDAD ESPACIADORA

La unidad Espaciadora (-Y-), cuando esta presente, une una unidad Aminoacido al resto de Farmaco cuando una
unidad Aminoacido esta presente. Como alternativa, la unidad Espaciadora une la unidad Bastidor al resto de
Farmaco cuando la unidad Aminoacido esta ausente. La unidad Espaciadora también une el resto de Farmaco a la
unidad Ligando cuando tanto la unidad Aminoacido como la unidad Bastidor estan ausentes.

Las unidades Espaciadoras son de dos tipos generales: autoinmolativas y no autoinmolativas. Una unidad
Espaciadora no autoinmolativa es una en la que parte o toda la unidad Espaciadora permanece unida al resto de
Farmaco después de la escision, particularmente enzimatica, de una unidad Aminoacido a partir del Conjugado de
Farmaco-Conector-Ligando o del Compuesto Farmaco-Conector. Ejemplos de una unidad Espaciadora no
autoinmolativa incluyen, pero no se limitan a una unidad Espaciadora (glicina-glicina) y una unidad Espaciadora
glicina (ambas representadas en el Esquema 1) (véase a continuacién). Cuando un Compuesto a modo de Ejemplo
que contiene una unidad Espaciadora glicina-glicina o una unidad Espaciadora glicina experimenta escision
enzimatica a través de una proteasa asociada a células tumorales, una proteasa asociada a células cancerosas o
una proteasa asociada a linfocitos, un resto de Farmaco glicina-glicina o un resto de Farmaco glicina se escinde de
L-Aa-Ww-. En una realizacion, una reaccion de hidrélisis independiente se produce dentro de la célula diana,
escindiendo el resto de Farmaco glicina y liberando el Farmaco.

En otro ejemplo, -Yy- es una unidad de alcohol p-aminobencilico (PAB) (véanse los Esquemas 2 y 3) cuya porcion de
fenileno esta sustituida con Qm en el que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C+1-Cs), -halégeno,- nitro o -ciano; y m es un
numero entero que varia de 0-4.

Esquema 1
Ab%AarWﬁ—-Gly—-D] Ab—[—Aa-Ww—Gly—Gly-]-D
escision I esci_sit_ur!
enzimatica enzimatica
Gly-D Gly-Gly-D
Hidrolisis I Hidrolisis
Farmaco Farmaco

En un ejemplo, una unidad Espaciadora no autoinmolativa (-Y-) es -Gly-Gly-. En otra realizacién, una unidad
Espaciadora no autoinmolativa (-Y-) es -Gly-.

En un ejemplo, se proporciona un Compuesto de Farmaco-Conector o un Conjugado de Farmaco-Conector Ligando
en el que la unidad Espaciadora esta ausente (y = 0), o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

Como alternativa, un Compuesto a modo de Ejemplo que contiene una unidad Espaciadora autoinmolativa puede
liberar -D sin la necesidad de una etapa de hidrélisis separada. En esta realizacion, -Y- es un grupo PAB que se une
a -Wu- a través del 4tomo de nitrogeno del amino del grupo PAB, y se conecta directamente a -D a través de un
grupo carbonato, carbamato o éter. Sin quedar ligado a teoria 0 mecanismo alguno en particular, el Esquema 2
representa un mecanismo posible de liberacién de Farmaco de un grupo PAB que se une directamente a -D a través
de un grupo carbamato o carbonato adoptado por Toki et al. (2002) J Org. Chem. 67: 1866-1872.
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Esquema 2

Qp

==
~Wy—N H_Q\D

ascision
enzimatica

—ﬁ*—D
o)

1.6-eliminacion

Farmaco

en el que Q es -alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; m es un nimero entero que varia de 0-4;
y p varia de 1 a aproximadamente 20.

Sin quedar ligado a teoria 0 mecanismo alguno en particular, el Esquema 3 representa un mecanismo posible de
liberacion de Farmaco de un grupo PAB que se une directamente a -D a través de una unién éter o amina.
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Esquema 3

: Qm
-
L A&—wwmmH—@—\
D

ascision
enzimatica

1,6-eliminacion

NH:®= + Farmaco

en el que Q es -alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno,- nitro o -ciano; m es un numero entero que varia de 0-4;
y p varia de 1 a aproximadamente 20.

Otros ejemplos de espaciadores autoinmolativos incluyen, pero no se limitan a, compuestos aromaticos que son
electronicamente similares al grupo PAB tales como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (Hay et al. (1999)
Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) y orto o para-aminobencilacetales. Se pueden usar espaciadores que
experimentan ciclacion tras la hidrélisis del enlace amida, tales como amidas sustituidas y sin sustituir del acido 4-
aminobutirico (Rodrigues et al., Chemistry Biology, 1995, 2, 223), sistemas de anillo biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2]
sustituidos apropiadamente (Storm, et al., J. Amer. Chem. Soc., 1972, 94, 5815) y amidas del acido 2-
aminofenilpropiénico (Amsberry, et al., J. Org. Chem., 1990, 55, 5867). La eliminacion de farmacos que contienen
amina que estan sustituidos en la posicion a de la glicina (Kingsbury, et al., J. Med. Chem., 1984, 27, 1447) también
son ejemplos de espaciador autoinmolativo util en Compuestos a modo de Ejemplo.

En un ejemplo, la unidad Espaciadora es una unidad de bis(hidroximetil)estireno (BHMS) ramificado tal como se
representa en el Esquema 4, que se puede usar para incorporar y liberar multiples farmacos.

Esquema 4

Qn CHo{O(C(O)InD
=\ /CHA(O(C(O))n-D
N/

p

L—tA;—Wy—NH

ascision
enzimatica

2 farmacos
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en el que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro r -ciano; m es un ndmero entero que varia de 0-4;
nes 0o 1;ypvaria de 1 a aproximadamente 20.

En un ejemplo, los restos -D son los mismos. En otra realizacién més, los restos -D son diferentes.

En un ejemplo, las unidades Espaciadoras (-Yy-) se representan con las Formulas (X)-(XII):

N0

Ao

(0 X

en la que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; y m es un ndmero entero que varia de 0-
4;

$—HN—CH,-CO—}

g—-NHCHQC(O)-NHCch(O)-—
XII.

Los ejemplos de los compuestos de conjugado de anticuerpo-farmaco de Férmulas la’ e Ic incluyen:

8
O
N\/\/\/"— -Y,~
Ab——S Wy-Yy—D
O
P
O
O
N\/\/\/u_
Ab—8 D
O

en las que w e y son cada uno O,

Y,
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III O
N\)'_ -
Ab A,— p Yy™D

)
H o] p
HN
0% “NH,
O
0 H O
N\/\/\)k I \)‘_
Ab—8 N N Y,~D
) =
O H 0O =
p
HN
O NH,
y
8

O 0}\0

' O I-‘i 9]
Ab—S N\/\/\)Ll}l N\)L
O H

N
'
H

NH,

4.4 LA UNIDAD FARMACO (RESTO)

El resto de farmaco (D) de los conjugados de anticuerpo farmaco (ADC) son los del tipo dolastatina/auristatina
(Patentes de Estados Unidos N° 5635483; N° 5780588) que se ha mostrado que interfieren con la dinamica de
microtubulos, hidrélisis de GTP, y division nuclear y celular (Woyke et al. (2001) Antimicrob. Agents y Chemother. 45
(12): 3580-3584) y tienen actividad anticancer (Patente de Estados Unidos N° 5663149) y antifungica (Pettit et al.
(1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42: 2961-2965).

D es una unidad de Farmaco (resto) que tiene un atomo de nitrogeno que puede formar un enlace con la unidad
Espaciadora cuando y = 1 o 2, con el grupo carboxilo C-terminal de una unidad Aminoacido cuando y = 0, con el
grupo carboxilo de una unidad Bastidor cuando w e y = 0, y con el grupo carboxilo de una unidad de Farmaco
cuando a, w, e y = 0. se debe observar que las expresiones "unidad de farmaco" y "resto de farmaco" son sinénimos
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y se usan indistintamente en el presente documento.

En un ejemplo, -D es cualquiera de las férmulas De o Dr:

~ )Y YLJY\W%I

R" R®* rRs  R® O R® O  De
I R4 Rs 6 \8\

en las que, independientemente en cada ubicacion:

R? se selecciona entre H y alquilo C1-Cg;

R3 se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R* se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs, arilo, alquil C1-Cg-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo Cz-Cs);

R® se selecciona entre H y metilo;

o R* y R5 conjuntamente forman un anillo carbociclico y tienen la féormula -(CR?R")»- en la que R? y RP se
seleccionan independientemente entre H, alquilo C+-Cs y carbociclo Cs-Cs y n se selecciona entre 2,3,4,5y 6;

R® se selecciona entre H y alquilo C1-Cg;

R’ se selecciona entre H, alquilo C1-Cs, carbociclo C3-Cs; arilo, alquil C1-Cg-arilo, alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs),
heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo Cz-Cs);

cada R® se selecciona independientemente entre H, OH, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R?® se selecciona entre H y alquilo C+-Cs;

R0 se selecciona entre arilo o heterociclo Cs-Cs;

Zes 0, S,NH o NR", en el que R'? es alquilo C1-Cs;

R' se selecciona entre H, alquilo C1-Czo, arilo, heterociclo Cs-Csg, -(R"30)m-R"* 0 -(R'30)m-CH(R%)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo C2-Cs;

R'* es H o alquilo C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, COOH, -(CH2)n-N(R'6)2, -(CH2)n-SO3H o -(CH2)r-SOs-alquilo C1-
Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)r--COOH;

R'® se selecciona entre -C(R8)2-C(R®)2-arilo, -C(R8)2-C(R®)2-(heterociclo C3-Cs), y -C(R®)2-C(R8)2-(carbociclo Cs-
Ce); y

n es un numero entero que varia de 0 a 6.

En un ejemplo, R3, R*y R7 son independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es -H. En un ejemplo particular, R®y
R* son cada uno isopropilo, R% es H, y R es sec-butilo.

En otro ejemplo, R? y R® son cada uno metilo, y R® es H.
Ademas, en otro ejemplo, cada aparicion de R® es -OCHa.

En un ejemplo particular, R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R es H, R” es sec-butilo,
cada aparicion de R® es -OCHs, y R® es H.

En un ejemplo, Z es -O- o0 -NH-.
En un ejemplo, R'° es arilo.

En un ejemplo particular, R0 es fenilo.
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En un ejemplo particular, cuando Z es -O-, R'! es H, metilo o t-butilo.

En un ejemplo particular, cuando Z es -NH, R'" es -CH(R'®)2, en el que R'® es -(CH2),-N(R'®)2, y R'® es -alquilo C1-Cs
0 -(CH2)»,-COOH.

En otro ejemplo, cuando Z es -NH, R'! es -CH(R'%)2, en el que R'® es-(CH2)»-SOzH.

Unidades de Farmaco (-D) a modo de ejemplo incluyen las unidades de farmaco que tiene las siguientes estructuras:
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y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de las mismas.

Los grupos hidréfilos, como tales, pero no limitados a ésteres de trietilenglicol (TEG), como se ha mostrado
anteriormente, se pueden unir a la Unidad de Farmaco en R''. Sin quedar ligado a la teoria, los grupos hidrofilos
ayudan en la internalizacién y no aglomeracion de la Unidad de Farmaco.

4.5 LA UNIDAD LIGANDO

La unidad Ligando (L-) incluye dentro de su alcance cualquier unidad de un Ligando (L) que se una o que se asocie
de forma reactiva o que forme complejos con un receptor, antigeno u otro resto receptor asociado con una relacién
dada de células diana. Un Ligando es una molécula que se une a, forma complejos con, o reacciona con un resto de
una poblacion celular que se trata de modificar terapéuticamente o de otro modo biolégicamente. En un aspecto, la
unidad Ligando actua para administrar la unidad de Farmaco a la poblacion de células diana en particular con la que
reacciona la unidad Ligando. Dichos Ligandos incluyen, pero no se limitan a, proteinas de alto peso molecular tales
como, por ejemplo, anticuerpos de longitud total, fragmento de anticuerpos, proteinas de peso molecular mas
pequefo, polipéptidos o péptidos, lectinas, glicoproteinas, no péptidos, vitaminas, moléculas vehiculoas de
nutrientes (tales como, pero no limitadas a, transferrina), o cualquier otra molécula o sustancia de unién a células.

Una unidad Ligando puede formar un enlace con una unidad Bastidor, una unidad Aminoacido, una Unidad
Espaciadora, o una Unidad Farmaco. Una unidad Ligando puede formar un enlace con una unidad Conectora a
través de un heteroatomo del Ligando. Los heteroatomos que pueden estar presentes en una unidad Ligando
incluyen azufre (en una realizacion, de un grupo sulfhidrilo de un Ligando), oxigeno (en una realizacién, de un grupo
carbonilo, carboxilo o hidroxilo de un Ligando) y nitrégeno (en una realizacién, de un grupo amino primario o
secundario de un Ligando). Estos heteroatomos pueden estar presentes en el Ligando en el estado natural del
Ligando, por ejemplo un anticuerpo de origen natural, o se pueden introducir en el Ligando a través de modificacién
quimica.

En un ejemplo, un Ligando tiene un grupo sulfhidrilo y el Ligando se une a la unidad Conectora a través del atomo de
azufre del grupo sulfhidrilo.

En otro ejemplo mas, el Ligando tiene uno o mas restos de lisina que se pueden modificar quimicamente para
introducir uno o mas grupos sulfhidrilo. La unidad Ligando se une a la unidad Conectora a través del atomo de azufre
del grupo sulfhidrilo. Los reactivos que se pueden usar para modificar lisinas incluyen, pero no se limitan a, S-
acetiltioacetato de N-succinimidilo (SATA) y Clorhidrato de 2-iminotiolano (Reactivo de Traut).

En otro ejemplo, el Ligando puede tener uno o mas grupos de hidrato de carbono que se puede modificar
guimicamente para que tengan uno o mas grupos sulfhidrilo. La unidad Ligando se une a la Unidad Conectora, tal
como la Unidad Bastidor, a través del atomo de azufre del grupo sulfhidrilo.

En otro ejemplo mas, el Ligando puede tener uno o mas grupos de hidratos de carbono que se pueden oxidar para
proporcionar un grupo aldehido (-CHO) (véase, por ejemplo Laguzza, et al., J. Med. Chem. 1989, 32 (3), 548-55). El
aldehido correspondiente puede formar un enlace con un Sitio Reactivo en un Bastidor. Los sitios reactivos en un
Bastidor que pueden reaccionar con a grupo carbonilo en un Ligando incluyen, pero no se limitan a, hidrazina e
hidroxilamina. Otros protocolos para la modificacion de proteinas para la unién o asociacion de Unidades de
Farmaco se describen en Coligan et al., Current Protocols in Protein Science, vol. 2, John Wiley & Sons (2002), que
se incorpora en el presente documento por referencia.

Ligandos utiles no inmunoreactivos de proteina, polipéptido, o péptido incluyen, pero no se limitan a, transferrina,
factores de crecimiento epidérmico ("EGF"), bombesina, gastrina, péptido de liberacidon de gastrina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, IL-2, IL-6, factores de crecimiento transformantes ("TGF"), tales como TGF-a y
TGF-B, factor de crecimiento de vaccinia ("VGF"), factores de crecimiento | y Il insulinicos y de tipo insulinico,
lectinas y apoproteina de lipoproteina de baja densidad.
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Los anticuerpos policlonales utiles son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo que provienen de los
sueros de animales inmunizados. Se pueden usar diversos procedimientos bien conocidos en la técnica para la
produccién de anticuerpos policlonales para un antigeno de interés. Por ejemplo, para la producciéon de anticuerpos
policlonales, diversos animales huésped se pueden inmunizar por inyeccién con un antigeno de interés o derivado
del mismo, que incluyen, pero no se limitan a, conejos, ratones, ratas, y cobayas. Se pueden usar diversos
adyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica, dependiendo de las especies huéspedes, e incluyen pero no
se limitan a adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales tales como hidréxido de aluminio,
sustancias activas de superficie tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de
aceite, hemocianinas de lapa californiana, dinitrofenol, y adyuvantes humanos potencialmente Utiles tales como BCG
(bacilo de Calmette-Guerin) y corynebacterium parvum. Dichos adyuvantes también son bien conocidos en la
técnica.

Los anticuerpos monoclonales utiles son poblaciones homogéneas de anticuerpos para un determinante antigénico
en particular (por ejemplo, un antigeno de célula cancerosa, un antigeno viral, un antigeno microbiano, una proteina,
un péptido, un hidrato de carbono, un agente quimico, acido nucleico, o fragmentos de los mismos). Un anticuerpo
monoclonal (mAb) para un antigeno de interés se puede preparar usando cualquier técnica conocidas en la
materiaque proporciona para la produccion de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en
cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridomas que se describid originalmente en Kéhler y
Milstein (1975, Nature 256, 495-497), la técnica de hibridomas de linfocitos B humanos (Kozbor et al., 1983,
Immunology Today 4: 72), y la técnica de hibridomas de EBV (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., paginas 77-96). Dichos anticuerpos pueden ser de una clase de inmunoglobulinas que
incluyen 1gG, IgM, IgE, IgA, e IgD y cualquier subclase de las mismas. El hibridoma que produce los mAb rehusé la
presente invencion se pueden cultivar in vitro o in vivo.

Los anticuerpos monoclonales utiles incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales humanos, anticuerpos
monoclonales humanizados, fragmento de anticuerpos, o anticuerpos monoclonales quiméricos humano-ratén (u
otras especies). Los anticuerpos monoclonales humanos se pueden tratar mediante cualquiera de numerosas
técnicas bien conocidas en la materia (por ejemplo, Teng et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80, 7308-7312;
Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4, 72-79; y Olsson et al., 1982, Meth. Enzymol. 92, 3-16).

El anticuerpo también puede ser un anticuerpo biespecifico. En la técnica se conocen métodos para preparar
anticuerpos biespecificos. La produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud total se basa en la
coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las dos cadenas tienen
diferentes especificidades (Milstein et al., 1983, Nature 305: 537-539). Debido a la variedad aleatoria de cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10
moléculas diferentes de anticuerpo, de las que solamente una tiene la estructura biespecifica correcta.
Procedimientos similares se desvelan en la Publicacion Internacional N° WO 93/08829, y en Traunecker et al.,
EMBO J. 10: 3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, dominios variables de anticuerpos con las especificidades de uniéon deseadas
(sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) se condensan con secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusion es preferentemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina,
que comprende al menos parte de las regiones Cn2, y Cn3, bisagra. Es preferente que la primera region constante
de cadena pesada (Cn1) que contiene el sitio necesario para unién a la cadena ligera, esté presente en al menos
una de las fusiones. Los acidos nucleicos con secuencias que codifican las fusiones de cadenas pesadas de
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresién
separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en el ajuste de
las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones cuando las relaciones desiguales de
las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccidén proporcionan los rendimientos 6ptimos. Sin embargo, es
posible insertar las secuencias de codificacion para dos o todas las tres cadenas polipeptidicas en un vector de
expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en relaciones iguales da como resultado
altos rendimientos cuando las relaciones no son particularmente significativas.

En un ejemplo de este enfoque, los anticuerpos biespecificos tienen una cadena pesada de inmunoglobulina hibrida
con una primera especificidad de unién en una rama, y un par hibrido de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en la otra rama. Esta estructura asimétrica
facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado a partir de combinaciones de cadenas de inmunoglobulina
no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina solamente en una mitad de la molécula
biespecifica proporciona un modo de separacion facil (Publicacién Internacional N° WO 94/04690) que se incorpora
en el presente documento por referencia en su totalidad.

Para detalles adicionales para generar anticuerpos biespecificos véanse, por ejemplo, Suresh et al., Methods in
Enzymology, 1986, 121: 210; Rodrigues et al., 1993, J. of Immunology 151: 6954-6961; Carter et al., 1992,
Bio/Technology 10: 163-167; Carter et al., 1995, J. of Hematotherapy 4: 463-470; Merchant et al., 1998, Nature
Biotechnology 16: 677-681. Usando dichas técnicas, los anticuerpos biespecificos se pueden preparar para su uso
en el tratamiento o prevencién de enfermedades tal como se define en el presente documento.
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Ademas, se describen anticuerpos bifuncionales, en Publicacién de Patente Europea N° EPA 0 105 360. Tal como
se desvela en esta referencia, los anticuerpos hibridos o bifuncionales se pueden derivar biologicamente, es decir,
mediante técnicas de fusion celular, o quimicamente, especialmente con agentes de reticulacién o reactivos
formadores de puentes disulfuro, y puede comprender anticuerpos enteros o fragmentos de los mismos. Métodos
para obtener dichos anticuerpos hibridos se desvelan por ejemplo, en la Publicacién Internacional WO 83/03679, y
en la Publicacion de Patente Europea N° EPA 0 217 577.

El anticuerpo puede ser un fragmento, derivado o analogo funcionalmente activo de un anticuerpo que se une de
forma y especifica a antigenos de células cancerosas, antigenos virales, o antigenos microbianos u otros
anticuerpos unidos a células o matrices tumorales. A este respecto, "funcionalmente activo" se refiere a que el
fragmento, derivado o analogo es capaz de obtener anticuerpos anti-anti-idiotipo que reconocen el mismo antigeno
que el anticuerpo a partir del que el fragmento, derivado o analogo se deriva o se reconoce. De forma especifica, en
una realizacion a modo de ejemplo, la antigenicidad del idiotipo de la molécula de inmunoglobulina se puede
potenciar por supresion de las secuencias marco y CDR que son C-terminales a la secuencia CDR que reconoce
especificamente al antigeno. Para determinar que secuencias de CDR se unen al antigeno, se pueden usar péptidos
sintéticos que contienen las secuencias CDR en ensayos de union con el antigeno mediante cualquier método de
ensayo de union conocido en la técnica (por ejemplo, el ensayo de nucleos BIA) (Véase, por ejemplo, Kabat et al.,
1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, National Institute of Health, Bethesda, Md;
Kabat E et al., 1980, J. of Immunology 125 (3): 961-969).

Otros anticuerpos Uutiles incluyen fragmentos de anticuerpos tales como, pero no limitados a, fragmentos de F(ab’)z,
gue contienen la region variable, la region constante de cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada que se
pueden producir por digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo, y fragmentos de Fab, que se pueden
generar por reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos de F(ab’)2. Otros anticuerpos utiles son dimeros de
cadena pesada y de cadena ligera de anticuerpos, o cualquier fragmento minimo de los mismos tales como Fvs o
anticuerpos de una sola cadena single (SCA) (por ejemplo, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
4946778; Bird, 1988, Science 242: 423-42; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883; y Ward et
al., 1989, Nature 334: 544-54), o cualquier otra molécula con la misma especificidad que el anticuerpo.

Ademas, anticuerpos recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados, que
comprenden porciones tanto humanas como no humanas, que se pueden producir usando técnicas de ADN
recombinante convencionales, son anticuerpos utiles. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes
porciones se derivan de diferentes especies animales, tales como las que tienen una regién variable derivada de
regiones constantes de inmunoglobulina monoclonal de murino y humana. (Véase, por ejemplo, Cabilly et al.,
Patente de Estados Unidos N° 4816567; y Boss et al., Patente de Estados Unidos N° 4,816397). Pais que inicia los
anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo de especies no humanas que tienen una o mas regiones de
determinacion de la complementariedad (CDR) de las especies no humanas y una regién marco de una molécula de
inmunoglobulina humana. (Véase, por ejemplo, Queen, Patente de Estados Unidos N° 5.585.089). Dichos
anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante
conocidas en la técnica, por ejemplo usando métodos que se describen en la Publicacion Internacional N° WO
87/02671; Publicacion de Patente Europea N° 184.187; Publicacién de Patente Europea N° 171496; Publicacion de
Patente Europea N° 173494; Publicacion Internacional N° WO 86/01533; Patente de Estados Unidos N° 4816567;
Publicacion de Patente Europea N° 12.023; Berter et al., 1988, Science 240: 1041-1043; Liu et al., 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 214-218; Nishimura et al., 1987, Cancer. Res. 47: 999-1005; Wood et al., 1985, Nature 314: 446-449; y
Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559; Morrison, 1985, Science 229: 1202-1207; Oi et al., 1986,
BioTechniques 4: 214; Patente de Estados Unidos N° 5225539; Jones et al., 1986, Nature 321: 552-525; Verhoeyan
et al. (1988) Science 239: 1534, y Beidler et al., 1988, J. Immunol. 141: 4053-4060.

Los anticuerpos completamente humanos son particularmente deseables y se pueden producir usando ratones
transgénicos que son incapaces de expresar genes endégenos de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina,
pero que pueden expresar genes humanos de cadena pesada y ligera. Los ratones transgénicos e inmunizan de la
forma habitual con un antigeno seleccionado, por ejemplo, toda o una porcion de un polipéptido de la invencion. Los
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno se pueden obtener usando tecnologia convencional de
hibridomas. Los transgenes de inmunoglobulina humana albergados en los ratones transgénicos se reorganizan
durante la diferenciacion de linfocitos B, y posteriormente experimentan intercambio de clase y mutacién somatica.
Por lo tanto, usando dicha técnica, es posible producir anticuerpos 1gG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente utiles. Para
una visién de conjunto de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos, véase Lonberg y Huszar (1995, Int.
Rev. Immunol. 13: 65-93). Para un analisis detallado de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y
anticuerpos monoclonales humanos y protocolos para producir dichos anticuerpos, véanse, por ejemplo, las
Patentes de Estados Unidos N° 5625126; N° 5633425; N° 5569825; N° 5661016; N° 5545806. Los anticuerpos
humanos pueden obtener en el mercado en, por ejemplo, Abgenix, Inc. (Freemont, CA) y Genpharm (San Jose, CA).

Los anticuerpos totalmente humanos que reconocen un epitopo seleccionado se pueden generar usando una

técnica denominada "seleccion guiada". En este enfoque, un anticuerpo monoclonal no humano seleccionado, por
ejemplo, un anticuerpo de raton, se usa para guiar la seleccion de un anticuerpo totalmente humano que reconoce el
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mismo epitopo. (Jespers et al. (1994) Biotechnology 12: 899-903). Los anticuerpos humanos tales se pueden
producir usando diversas técnicas conocidas en la materia, que incluyen bibliotecas de presentacién de fagos
(Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581 (1991); Quan, M. P. y
Carter, P. 2002. The rise of monoclonal antibodies as therapeutics. In Anti-IgE and Allergic Disease, Jardieu, P. M. y
Fick Jr., R. B, eds., Marcel Dekker, Nueva York, NY, Capitulo 20, paginas 427-469).

En otros ejemplos, el anticuerpo es una proteina de fusién de un anticuerpo, o un fragmento funcionalmente activo
de la misma, por ejemplo en la que el anticuerpo se funde a través de un enlace covalente (por ejemplo, un enlace
peptidico), del extremo N o al extremo C a una secuencia de aminoacidos de otra proteina (o porciéon de la misma,
preferentemente al menos 10, 20 o 50 porciones de aminoacidos de una proteina) que no son el anticuerpo.
Preferentemente, el anticuerpo o fragmento del mismo se une covalentemente a la otra proteina en el extremo N del
dominio constante.

Los anticuerpos incluyen analogos y derivados que estan modificados, es decir, mediante la uniéon covalente de
cualquier tipo de molécula siempre y cuando dicha uniéon covalente permita que el anticuerpo retenga su
inmunoespecificidad de unidén a antigenos. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, los derivados y analogos de
los anticuerpos incluyen los que se han modificado adicionalmente, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion,
pegilacién, fosforilacion, amidacion, derivatizacion mediante grupos protectores/de bloqueo conocidos, escision
proteolitica, unién a una unidad de anticuerpo celular u otra proteina, etc. Se puede realizar cualquiera de
numerosas modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas, que incluyen, pero no se limitan a escision
quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabodlica en presencia de tunicamicina, etc. Ademas, el
andlogo derivado por contener uno o mas aminoacidos no naturales.

Los anticuerpos incluyen anticuerpos que tienen modificaciones (por ejemplo, sustituciones, supresiones o
adiciones) en restos de aminoacidos que interactian con receptores Fc. En particular, los anticuerpos incluyen
anticuerpos que tienen modificaciones en restos de aminoacidos que se identifican como implicados en la
interaccion entre el dominio anti-Fc y el receptor FcRn (véase, por ejemplo, Publicacion Internacional N° WO
97/34631). Los anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de célula cancerosa se pueden obtener en el
mercado, por ejemplo, en Genentech (San Francisco, CA) o se pueden producir mediante cualquier método
conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, técnicas de sintesis quimica o de expresion
recombinante. La secuencia de nucleétidos que codifica anticuerpos y especificos para un antigeno de célula
cancerosa se puede obtener, por ejemplo, a partir de la base de datos de GenBank o una base de datos similar a
ésta, las publicaciones de bibliografia, o mediante clonacién y secuenciacion de rutina.

En un ejemplo especifico, se pueden usar anticuerpos conocidos para el tratamiento o prevencion del cancer. Se
pueden obtener anticuerpos especificos para un antigeno de célula cancerosa en el mercado coproducir mediante
cualquier método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, técnicas de expresion recombinante.
La secuencia de nucleétidos que codifica anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de célula cancerosa se
puede tener, por ejemplo, a partir de la base de datos de GenBank o una base de datos similar a ésta, las
publicaciones de bibliografia, o mediante clonacién y secuenciacion de rutina. Ejemplos de anticuerpos disponibles
para el tratamiento del cancer incluyen, pero no se limitan a, anticuerpo monoclonal anti-HER2 humanizado,
HERCEPTIN® (trastuzumab; Genentech) para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico;
RITUXAN® (rituximab; Genentech) que es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico para el tratamiento de
pacientes con linfoma no Hodgkin; OvaRex (AltaRex Corporation, MA) que es un anticuerpo de murino para el
tratamiento de cancer de ovarios; Panorex (Glaxo Wellcome, NC) que es un anticuerpo 19Gza de murino para el
tratamiento de cancer colorrectal; Cetuximab Erbitux (Imclone Systems Inc., NY) que es un anticuerpo quimérico IgG
anti-EGFR para el tratamiento de canceres positivos para el factor de crecimiento epidérmico, tales como cancer de
cabeza y cuello; Vitaxin (Medlmmune, Inc., MD) que es un anticuerpo humanizado para el tratamiento de sarcoma;
Campath I/H (Leukosite, MA) que es un anticuerpo IgG+ humanizado para el tratamiento de leucemia linfocitica
cronica (CLL); Smart MI95 (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo IgG anti-CD33 humanizado para el
tratamiento de leucemia mieloide aguda (AML); LymphoCide (Immunomedics, Inc., NJ) que es un anticuerpo 1gG
anti-CD22 humanizado para el tratamiento de linfoma no Hodgkin; Smart ID10 (Protein Design Labs, Inc., CA) que
es un anticuerpo anti-HLA-DR humanizado para el tratamiento de linfoma no Hodgkin; Oncolym (Techniclone, Inc.,
CA) que es un anticuerpo anti-HLA-Dr10 de murino radiomarcado para el tratamiento de linfoma no Hodgkin;
Allomune (BioTransplant, CA) es un mAb anti-CD2 humanizado para el tratamiento de Enfermedad de Hodgkin o
linfoma no Hodgkin; Avastin (Genentech, Inc., CA) que es un anticuerpo humanizado anti-VEGF para el tratamiento
de canceres de pulmén y colorrectales; Epratuzamab (Immunomedics, Inc., NJ and Amgen, CA) que es un
anticuerpo anti-CD22 para el tratamiento de linfoma no Hodgkin; y CEAcide (Immunomedics, NJ) que es un
anticuerpo anti-CEA humanizado para el tratamiento de cancer colorrectal.

Otros anticuerpos utiles en el tratamiento del cancer incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos frente a los
siguientes antigenos: CA125 (ovarios), CA15-3 (carcinomas), CA19-9 (carcinomas), L6 (carcinomas), Lewis Y
(carcinomas), Lewis X (carcinomas), alfa fetoproteina (carcinomas), CA 242 (colorrectal), fosfatasa alcalina
placentaria (carcinomas), antigeno especifico de prostata (prostata), fosfatasa acida prostatica (prostata), factor de
crecimiento epidérmico (carcinomas), MAGE-1 (carcinomas), MAGE-2 (carcinomas), MAGE-3 (carcinomas), MAGE-
4 (carcinomas), receptor de anti-transferrina (carcinomas), p97 (melanoma), MUC1-KLH (cancer de mama), CEA
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(colorrectal), gp100 (melanoma), MART1 (melanoma), PSA (préstata), IL-2 receptor (leucemia y linfomas de
linfocitos T), CD20 (linfoma no Hodgkin), CD52 (leucemia), CD33 (leucemia), CD22 (linfoma), gonadotropina
coriénica humana (carcinoma), CD38 (mieloma multiple), CD40 (linfoma), mucina (carcinomas), P21 (carcinomas),
MPG (melanoma), y producto oncogenético Neu (carcinomas). Algunos anticuerpos Uutiles, especificos incluyen, pero
no se limitan a, mAb BR96 (Trailo, P. A., Willner, D. Lasch, S. J., Henderson, A. J., Hofstead, S. J., Casazza, A. M.,
Firestone, R. A., Hellstrom, I., Hellstrom, K. E., "Cure of Xenografted Human Carcinomas by BR96-Doxorubicin
Immunoconjugates" Science 1993, 261, 212-215), BR64 (Trailo, PA, Willner, D, Knipe, J., Henderson, A. J. Lasch, S.
J., Zoeckler, M. E., Trailsmith, M. D., Doyle, T. W., King, H. D., Casazza, A. M., Braslawsky, G. R., Brown, J. P.,
Hofstead, S. J., (Greenfield, R. S., Firestone, R. A., Mosure, K., Kadow, D. F., Yang, M. B., Hellstrom, K. E., y
Hellstrom, |. "Effect of Linker Variation on the Stability, Potency, and Efficacy of Carcinoma-reactive BR64-
Doxorubicin Immunoconjugates” Cancer Research 1997, 57, 100-105, mAb frente al antigeno CD40, tales como
mAb S2C6 (Francisco, J. A., Donaldson, K. L., Chace, D., Siegall, C. B., y Wahl, A. F. "Agonistic properties and in
vivo antitumor activity of the anti-CD-40 antibody, SGN-14" Cancer Res. 2000, 60, 3225-3231), mAb frente al
antigeno CD70, tales como mAb 1F6 y mAb 2F2, y mAb frente al antigeno CD30, tales como AC10 (Bowen, M. A,
Olsen, K. J., Cheng, L., Avila, D., y Podack, E. R. "Functional effects of CD30 on a large granular lymphoma cell line
YT" J. Immunol., 151, 5896-5906, 1993: Wahl et al., 2002 Cancer Res. 62 (13): 3736-42). Se pueden usar otros
muchos anticuerpos de internalizacion que se unen a antigenos asociados a tumores y se han revisado (Franke, A.
E., Sievers, E. L., y Scheinberg, D. A., "Cell surface receptor-targeted therapy of acute myeloid leucemia: a review"
Cancer Biother Radiopharm. 2000,15, 459-76; Murray, J. L., "Monoclonal antibody treatment of solid tumors: a
coming of age" Semin Oncol. 2000, 27, 64-70; Breitling, F., y Dubel, S., Recombinant Antibodies, John Wiley, y
Sons, Nueva York, 1998).

En determinados ejemplos, el anticuerpo no es Trastuzumab (anti-HER2 humanizado, de longitud total, (PM
145167)), Herceptina F(ab’)z (derivado de anti-HER2 enzimaticamente (PM 100000)), 4D5 (antiHER2 de murino, de
longitud total, de hibridoma), rhu4D5 (anticuerpo humanizado de longitud total, expresado de forma transitoria),
rhuFab4D5 (Fab humanizado recombinante (PM 47738)), 4D5Fc8 (antiHER2 de murino, de longitud total, con
dominio de unién a FcRn mutado), o Hg (4D5 humanizado de longitud total "sin bisagra", con cisteinas bisagra de
cadena pesada mutadas a serinas. Expresadas en E. coli (por lo tanto no glicosiladas)).

En otro ejemplo especifico, se usan anticuerpos conocidos para el tratamiento de la prevencion de una enfermedad
autoinmune de acuerdo con las composiciones y métodos de la invencion. Anticuerpos inmunoespecificos para un
antigeno de una célula que es responsable de la produccion de anticuerpos autoinmunes se pueden obtener a partir
de cualquier organizacion (por ejemplo, una universidad cientifica o una empresa) o reducir mediante cualquier
método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, técnicas de sintesis quimica o de expresién
recombinante. En otra realizacién, los anticuerpos utiles son inmunoespecificos para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes e incluyen, pero no se limitan a, Anticuerpo Anti-Nuclear; ADN Anti-ds; ADN Anti-ss, Anticuerpo IgM
Anti-Cardiolipina, IgG; Anticuerpo IgM Anti-Fosfolipido, 1gG; Anticuerpo Anti-SM; Anticuerpo Anti-Mitocondrial;
Anticuerpo Tiroideo; Anticuerpo Microsémico; Anticuerpo Tiroglobulina; Anti-SCL-70; Anti-Jo; Anti-U1RNP; Anti-
La/SSB; Anti SSA; Anti-SSB; Anticuerpo de Células Anti-Parietales; Anti-Histonas; Anti-RNP; C-ANCA; P-ANCA; Anti
centrémero; Anti-Fibrilarina, y Anticuerpo Anti-GBM.

En determinados casos, los anticuerpos utiles se pueden unir tanto a un receptor como un complejo receptor
expresado en un linfocito activado. El receptor el complejo receptor puede comprender un miembro de la
superfamilia de genes de inmunoglobulina, un miembro de la superfamilia receptores TNF, una integrina, un receptor
de citoquinas, un receptor quimioquinas, una proteina de histocompatibilidad principal, una lectina, o una proteina de
control de complementos. Los ejemplos no limitantes de miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas
adecuados son CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD22, CD28, CD79, CD90, CD152/CTLA-4, PD-1, e ICOS. Ejemplos
no limitantes de miembros de la superfamilia de receptores TNF son CD27, CD40, CD95/Fas, CD134/0X40,
CD137/4-1BB, TNF-R1, TNFR-2, RANK, TACI, BCMA, osteoprotegerina, Apo2/TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3,
TRAIL-R4, y APO-3. Ejemplos no limitantes de integrinas adecuadas son CD11a, CD11b, CD11c, CD18, CD29,
CD41, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD103, y CD104. Ejemplos no limitantes de lectinas
adecuada son lectina de tipo C, de tipo S, y de tipo 1.

En un ejemplo, el Ligando se une a un linfocito activado que esta asociado con una enfermedad autoinmune.

En otro ejemplo especifico, los Ligandos inmunoespecificos Utiles para un antigeno viral o microbiano son
anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados o
humanos. Tal como se usa en el presente documento, la expresién "antigeno viral" incluye, pero no se limita a,
cualquier péptido viral, proteina polipeptidica (por ejemplo, VIH gp120, VIH nef, glicoproteina RSV F, virus de la gripe
neuraminidasa, hemaglutinina del virus de la gripe, HTLV tax, glicoproteina del virus del herpes simplex (por
ejemplo, gB, gC, gD, y gE) y antigeno de superficie de hepatitis B) que es capaz de provocar una respuesta inmune.
Tal como se usa en el presente documento, la expresion "antigeno microbiano" incluye pero no se limita a, cualquier
péptido microbiano, polipéptido, proteina, sacarido, polisacarido, o molécula de lipido (por ejemplo, un polipéptido
bacteriano, fungico, protozoo patégeno, o levadura que incluye, por ejemplo, polisacarido 5/8 LPS y capsular) que es
capaz de provocar una respuesta inmune.
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Los anticuerpos inmunoespecificos para un agente viral o microbiano se pueden obtener en el mercado, por
ejemplo, en BD Biosciences (San Francisco, CA), Chemicon International, Inc. (Temecula, CA), o Vector
Laboratories, Inc. (Burlingame, CA) o producir mediante cualquier método conocido por un experto en la materia tal y
como, por ejemplo, técnicas de sintesis quimica o de expresién recombinante. La secuencia de nucleétidos que
codifica anticuerpos que son inmunoespecificos para un agente viral o microbiano se puede obtener, por ejemplo, a
partir de la base de datos de GenBank o una base de datos similar a ésta, publicaciones de bibliografia, o mediante
clonacion y secuenciacion de rutina.

En un ejemplo especifico, util Ligandos son los que son utiles para el tratamiento con la prevenciéon de una infeccién
virica o microbiana de acuerdo con los métodos que se desvelan en el presente documento. Ejemplos de
anticuerpos disponibles utiles para el tratamiento de seccion virica o infeccién bacteriana incluyen, pero no se limitan
a, SYNAGIS (Medimmune, Inc., MD) que es un anticuerpo monoclonal de virus sincitial anti-respiratorio humanizado
(RSV) util para el tratamiento de pacientes con infeccién por RSV; PRO542 (Progenics) que es un anticuerpo de
fusién de CD4 util para el tratamiento de infecciéon por VIH; OSTAVIR (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un
anticuerpo humano Uutil para el tratamiento de virus de la hepatitis B; PROTOVIR (Protein Design Labs, Inc., CA) que
es un anticuerpo 1gG1 humanizado util para el tratamiento de citomegalovirus (CMV); y anticuerpos anti-LPS.

Otros anticuerpos utiles en el tratamiento de enfermedades infecciosas incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos
frente a los antigenos de cepas patogénicas de bacterias (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Corynebacterium diphtheriae, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Hemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenas, Klebsiella
rhinoscleromotis, Staphylococc aureus, Vibrio colerae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter
(Vibrio) fetus, Aeromonas hidrophila, Bacillus cereus, Edwardsiella tarda, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis,
Yersinia pseudotuberculosis, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Salmonella typhimurium,
Treponema pallidum, Treponema pertenue, Treponema carateneum, Borrelia vincentii, Borrelia burgdorferi,
Leptospira icterohemorrhagiae, Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii, Francisella tularensis, Brucella
abortus, Brucella suis, Brucella melitensis, Mycoplasma spp., Rickettsia prowazeki, Rickettsia tsutsugumushi,
Chlamydia spp.); hongos patégenos (Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Blastomyces
dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum); protozoa (Entomoeba histolytica, Toxoplasma
gondii, Trichomonas tenas, Trichomonas hominis, Trichomonas vaginalis, Tryoanosoma gambiense, Trypanosoma
rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Leishmania tropica, Leishmania braziliensis, Pneumocystis
pneumonia, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malaria); o Helmintos (Enterobius vermicularis,
Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Trichinella spiralis, Strongyloides stercoralis, Schistosomajaponicum,
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, y anquilostomas).

Otros anticuerpos para el tratamiento de enfermedades viricas incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos frente a
antigenos del virus patégenos, que incluyen como ejemplos y no como limitacién: Poxviridae, Herpesviridae, virus 1
del Herpes Simplex, virus 2 del Herpes Simplex, Adenoviridae, Papovaviridae, Enteroviridae, Picornaviridae,
Parvoviridae, Reoviridae, Retroviridae, virus de la gripe, virus de parainfluenza, paperas, sarampion, virus sincitial
respiratorio, rubéola, Arboviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae, virus de la Hepatitis A, virus de la Hepatitis B, virus
de la Hepatitis C, virus de la Hepatitis E, virus de la Hepatitis No A/No B, Rhinoviridae, Coronaviridae, Rotoviridae, y
Virus de Inmunodeficiencia Humana.

En intentos para descubrir dianas celulares eficaces para diagnoésticos y terapia de cancer, los investigadores han
buscado identificar polipéptidos transmembrana o asociados de otro modo a tumores que se expresan
especificamente en la superficie de uno o mas tipos de cancer en particular en comparacién con una o mas células
no cancerosas normales. A menudo, dichos polipéptidos asociados a tumores se expresan mas abundantemente la
superficie de las células cancerosas en comparaciéon con la expresion en la superficie de las células no cancerosas.
La identificacién de dichos polipéptidos antigénicos de superficie celular asociada a tumores ha dado lugar a la
capacidad de dirigir especificamente células cancerosas para destruccion través de terapias basadas en
anticuerpos.

Los anticuerpos que comprenden Ab en conjugados de anticuerpo y farmaco de Férmula Ic (ADC) y que pueden ser
utiles en el tratamiento del cancer incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos frente a antigenos asociados a tumores
(TAA). Dichos antigenos asociados a tumores son conocidos en la técnica, y se pueden preparar para su uso en la
generacién de anticuerpos usando métodos e informaciéon que son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de TAA
incluyen (1)-(35), pero no se limitan a TAA (1)-(35) que se indican a continuacion. Por conveniencia, la informacién
con respecto a estos antigenos, todos los cuales son conocidos en la técnica, se enumeran a continuacion e incluye
nombres, nombres alternativos, nimeros de acceso en Genbank y referencia o referencias primarias. Los antigenos
asociados a tumores dirigidos por anticuerpos incluyen todas las variantes secuencias de aminoacidos que
isoformas que poseen una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 70 %, un 80 %, un 85 %, un 90
%, o un 95 % con respecto a las secuencias identificadas en las correspondientes secuencias enumeradas (SEC ID
N°s: 1-35) o las secuencias identificadas en las referencias citadas. En algunos ejemplos, TAA que tiene variantes de
secuencia de aminoacidos es capaz de unirse especificamente un anticuerpo que se une especificamente a los TAA
con la correspondiente secuencia enumerada. Las secuencias y divulgacion mencionadas especificamente en el
presente documento se incorporan expresamente por referencia.
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ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMORES (1)-(35):

BMPR1B (receptor de proteina morfogenética 6sea de tipo IB, N° de acceso en Genbank NM_001203, ten
Dijke,P., et al. Science 264 (5155): 101-104 (1994), Oncogene 14 (11): 1377-1382 (1997)); documento
W02004063362 (Reivindicacién 2); documento WO2003042661 (Reivindicacion 12); US2003134790-A1
(Paginas 38-39); documento W02002102235 (Reivindicacion 13; Pagina 296); documento W02003055443
(Paginas 91-92); documento W0200299122 (Ejemplo 2; Paginas 528-530); documento W02003029421
(Reivindicacion 6); documento WQ02003024392 (Reivindicacion 2; Fig 112); documento W0200298358
(Reivindicacion 1; Pagina 183); documento W0200254940 (Paginas 100-101); documento W0200259377
(Paginas 349-350); documento W0200230268 (Reivindicacion 27; Pagina 376); documento W0200148204
(Ejemplo; Fig 4) receptor de proteina morfogenética 6sea NP_001194, tipo IB /pid = NP_001194.1 — Referencias
cruzadas: MIM:603248; NP_001194.1; NM_001203_1

502 aa

MLLRSAGKLNVGTKKEDGESTAPTPRPKVLRCKCHHHCPEDSVNNICSTDGYCFTMIEED
DSGLPVVTSGCLGLEGSDFQCRDTPIPHQRRSIECCTERNECNKDLHPTLPPLKNRDEVD
GPIHHRALLISVTVCSLLLVLIILFCYFRYKROETRPRYSIGLEQDETYI PPGESLRDLI
EQSQSSGSGSGLPLLVQRTIAKQTIOMVKQIGKGRYGEVWMGKWRGEKVAVKVFFTTEEAS
WFRETEIYQTVLMRHENILGFIAADIKGTGSWTQLYLITDYHENGSLYDYLKSTTLDAKS
MLKLAYSSVSGLCHLHTEIFSTQGKPAIAHRDLKSKNILVKEKNGTCCIADLGLAVKFISD
TNEVDIPPNTRVGTKRYMPPEVLDESLNRNHFQSYIMADMYSFGLILWEVARRCVSGGIV
EEYQLPYHDLVPSDPSYEDMREIVCIKKLRPSFPNRWS SDECLROMGKLMTECWAHNPAS
RLTALRVEXTLAKMSESQDIKL

(SEQ ID NO: 1)

(2) E16 (LAT1, SLC7A5, N° de acceso en Genbank NM_003486); Biochem. Biophys. Res. Commun. 255 (2),
283-288 (1999), Nature 395 (6699): 288-291 (1998), Gaugitsch,H.W., et al. (1992) J. Biol. Chem. 267 (16):
11267-11273); documento W02004048938 (Ejemplo 2); documento W02004032842 (Ejemplo IV); documento
W02003042661 (Reivindicaciéon 12); documento W02003016475 (Reivindicacion 1); documento W0200278524
(Ejemplo 2); documento W0200299074 (Reivindicacion 19; Paginas 127-129); documento WO0200286443
(Reivindicacion 27; Paginas 222,393); documento W02003003906 (Reivindicaciéon 10; Pagina 293); documento
WO0200264798 (Reivindicacion 33; Pagina 93-95); documento W0200014228 (Reivindicacion 5; Paginas 133-
136); US2003224454 (Fig 3); documento W02003025138 (Reivindicacion 12; Pagina 150); familia 7 de vehiculos
de soluto NP_003477 (vehiculo catiénico de aminoacidos, sistema y+), miembro 5 /pid = NP_003477.3 —
Referencias cruzadas de Homo sapiens: MIM:600182; NP_003477.3; NM_015923; NM_003486_1

507 aa

MAGAGPKRRALAAPAAEEKEEAREKMLAAKSADGSAPAGEGEGVTLORNITLLNGVAIIV
GTriGSGIFVTpTGVLKEAGspGLALVVWAACGv?sIVGALCYAELGTTISKSGGDYAYM
LEVYGSLPAFLKLWIELLIIRPSSQYIVALVFATYLLKPLFPTCPVPEEAAKLVACLCVL
LLTAVNCYSVKAATRVODAFAAAKLLALALI ILLGFVQIGKGVVSNLDPNFSFEGTKLDV
GNIVLALYSGLFAYGGWNYLNFVTEEMINPYRNLPLAIIISLPIVTLVYVLTNLAYFTTL
STEQMLSSEAVAVDFGNYHLGVMSWI I PVFVGLSCFGSVNGSLFTSSRLFFVGSREGHLP
SILSMIHPQLLTPVPSLVFTCVMTLLYAFSKDIFSVINFFSFFNWLCVALAT IGMIWLRH
RKPELERPIKVNLALPVFFILACLFLIAVSFWKTPVECGIGFTIILSGLPVYFFGVWWKN
KPKWLLQGIFSTTVLCQKLMOVVPQET ’ ‘

(SEQ ID NO: 2)

(3) STEAP1 (antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de prostata, N° de acceso en Genbank
NM_012449

Cancer Res. 61 (15), 5857-5860 (2001), Hubert, R.S., et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96 (25): 14523-
14528);

documento W02004065577 (Reivindicacion 6); documento W02004027049 (Fig 1L); documento EP1394274
(Ejemplo 11); documento W02004016225 (Reivindicacion 2);

documento W02003042661 (Reivindicacion 12); US2003157089 (Ejemplo 5); US2003185830 (Ejemplo 5);
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US2003064397 (Fig 2); documento W0200289747 (Ejemplo 5; Paginas 618-619); documento W02003022995
(Ejemplo 9; Fig 13A, Ejemplo 53; Paginas 173, Ejemplo 2; Fig 2A);

antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de la prostata NP_036581

Referencias cruzadas: MIM:604415; NP_036581.1; NM_012449_1

309 aa

MESRKDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLHKDTGETSMLKRPVLLHLHQTAHADEFDCPSE
LQHTQELFPQWHLPIKIAAIIASLTFLYTLLREVIHPLATSHQQYFYKIPILVINKVLPM
VSITLLALVYLPGVIAAIVQLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKQFGLLSFFFAVLHAIYSL
SYPMRRSYRYKLLNWAYQQVQQNKEDAWIEHDVWRMEIYVSLGIVGLAILALLAVTSIPS
. VSDSLTWREFHYIQSKLGIVSLLLGTIHALIFAWNKWIDIKQFVWYTPPTFMIAVFLPIV
:VLIFKSILFLPCLRKKILKIRHGWEDVTKINKTEICSQL

(SEQ ID NO: 3)

(4) 0772P (CA125, MUC16, N° de acceso en Genbank AF361486

J. Biol. Chem. 276 (29): 27371-27375 (2001)); documento W02004045553 (Reivindicacion 14); documento
W0200292836 (Reivindicacion 6; Fig 12); documento W0200283866 (Reivindicacion 15; Paginas 116-121);
documento US2003124140 (Ejemplo 16); documento US2003091580 (Reivindicacion 6); documento

WO0200206317 (Reivindicacion 6; Paginas 400-408);
Referencias cruzadas: G1:34501467; AAK74120.3; AF361486_1

6995 aa

' PVTSLLTPGLVITTDRMGISREPGTSSTSNLSSTSHERLTTLEDTVDTEAMOPSTHTAVT
NVRTSISGHESQSSVLSDSETPKATSPMGTTYTMGETSVSISTSDFFETSRIQIEPTSSL
TSGLRETSSSERISSATEGSTVLSEVPSGATTEVSRTEVISSRGTSMSGPDQFTISPDIS
TEAITRLSTSPIMTESAESAITIETGSPGATSEGTLTLDTS TTTFWSGTHSTASPGFSHS
EMTTLMSRTPGDVPWPSLPSVEEASSVSSSLSSPAMTSTSFFSTLPES ISSSPHPVTALL
TLGPVKTTDMLRTSSEPETSSPPNLSSTSAEI LATSEVTKDREKTHPSSNTPVVNVGTVE
YKHLSPSSVLADLVTTKPTSPMATTSTLGNTSVSTSTPAFPETMMTOPTSSLTSGLREIS.
TSQETSSATERSASLSGMPTGATTKVSRTEALSLGRTSTPGPAQSTISPEISTETITRIS
TPLTTTGSAEMTITPKTGHSGASSQGTFTLDTSSRASWPGTHSAATHRSPHSGMTTPMSR
 GPEDVSWPSRPSVEKTSPPSSLVSLSAVTSPSPLYSTPSESSHSSPLRVTSLFTPVMMKT
TDMLDTSLEPVTTSPPSMNITSDESLATSKATMETEAIQLSENTAVTOMGTISARQEFYS
SYPGLPEPSKVTSPVVTSSTIKDIVSTTIPASSEITRIEMESTSTLTPTPRETSTSQEIH
SATKPSTVPYKALTSATIEDSMTQVMSSSRGPSPDOSTMSQDISTEVITRLSTSPIKTES
TEMTITTQTGSPGATSRGTLTLDTSTTFMSGTHSTASQGFSHSQMTALMSRTPGEVPWLS
HPSVEEASSASFSLSSPVMTSSSPVSSTLPDS IHSSSLPVISLLTSGLVKTTELLGTSSE
PETSSPPNLSSTSAEILATTEVTTDTEKLEMTNVVTSGY THESPSSVLADSVTTKATSSM
GITYPTGDTNVLTSTPAFSDTSRIQTKSKLSLTPGLMETSISEETSSATEKSTVLSSVRT
GATTEVSRTEAISSSRTSIPGPAQSTMSSDTSMETITRISTPLTRKESTDMAITPKTGPS
GATSQGTFTLDSSSTASWPGTHSATTQRFPRSVVITPMSRGPEDVSWPSPLSVEKNSPPS
SLYSSSSVTSPSPLYSTPSGSSHSSPVPVTSLFTS IMMKATDMLDASLEPETTSAPNMNT
TSDESLAASKATTETEAIHVFENTAASHVETTSATEELYSSSPGFSEPTKVISPVVTSSS
IRDNMVSTTMPGSSGITRIEIESMSSLTPGLRETRTSQDITSSTETSTVLYKMPSGATPE
VSRTEVMPSSRTSIPGPAQSTMSLDISDEVVTRLSTSPIMTESAEITITTQTGYSLATSQ
VTLPLGTSMTFLSGTHSTMSQGLSHSEMTNLMSRGPESLSWTSPRFVETTRSSSSLESLP
LTTSLSPVSSTLLDSSPSSPLPVTSLILPGLVKTTEVLDTSSEPKTSSSPNLSSTSVEIP
ATSEIMTDTEKIHPSSNTAVAKVRTSSSVHESHSSVLADSETTITIPSMGITSAVEDTTV
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FTSNPAFSETRRIPTEPTFSLTPGFRETSTSEETTSITETSAVLFGVPTSATTEVSMTEI
'MSSNRTHIPDSDQSTMS?DIITEVITRLSSSSMMSESTQMTITTQKSSPGATAQSTLTLA
TTTAPLARTHSTVPPRFLHSEMTTLMSRSPENPSWKSSPFVEKTSSSSSLLSLPVTTSPS
VSSTLPQSIPSSSFSVTSLLTPGMVKTTDTSTEPGTSLSPNLSGTSVEILAASEVTTDTE
KTHPSSSMAVTNVGTTSSGHELYSSVSIHSEPSKATYPVGTPSSMAETSI STSMPANFET
,TGFEAEPFSHLTSGLRKTNMSLDTSSVTPTNTPSSPGSTHLLQSSKTDFTSSAKTSSPDW
PPASQYTEIPVDIITPFNASPSITESTGITSFPESRFTMSVTESTHHLSTDLLPSAETIS
TGTVMPSLSEAMTSFATTGVPRAISGSGSPFSRTESGPGDATLSTIAESLPSSTPVPFSS
STFTTTDSSTIPALHEITSSSATPYRVDTSLGTESSTTEGRLVMVSTLDTSSQPGRTSSS
PILDTRMTESVELGTVTSAYQVPSLSTRLTRTDGIMEHITKiPNEAAHRGTIRPVKGPQT
STSPASPKGLHTGGTKRMETTTTALKTTTTALKTTSRATLTTSVYTPTLGTLTPLNASMQ
MASTIPTEMMITTPYVFPDVPETTSSLATSLGAETSIALPRTTPSVFNRESETTASQVSR
SGAERSPVIQTLDVSSSEPDTTASWVIHPAETIPTVSKTTPNFFHSELDTVSSTATSHGA
DVSSAIPTNISPSELDALTPLVTISGTDTSTTFPTLTKS PHETETRTTWLTHPAETSSTI
PRTIPNFSHHESDATPSIATSPGAETSSAIPIMTVSPGAEDLVTSQVTSSGTDRNMTIPT
LTLSPGEPKTIASLVTHPEAQTSSAIPTSTISPAVSRLVTSMVTSLAAKTSTTNRALTNS
PGEPATTVSLVTHSAQTSPTVPWTTSIFFHSKSDTTPSMTTSHGAESSSAVPTPTVSTEV
PGVVTPLVTSSRAVISTTIPILTKSPGEPETTPSMATSHGEEASSAIPTPTVSPGVPGVV
TSLVTSSRAVTSTTIPILTFSLGEPETTPSMATSHGTEAGSAVPTVLPEVPGMVTSLVAS
SRAVTSTTLPTLTLSPGEPETTPSMATSHGAEASS TVPTVSPEVPGVVTSLVTSSSGVNS
TSIPTLILSPGELETTPSMATSHGAEASSAVPTPTVSPGVSGVVTPLVTSSRAVTSTTIP
ILTLSSSEPETTPSMATSHGVEASSAVLTVSPEVPGMVTFLVTSSRAVISTTIPTLTISS
DEPETTTSLVTHSEAKMISAIPTLGVS PTVQGLVTSLVTSSGSETSAFSNLTVASSQPET
IDSWVAHPGTEASSVVPTLTVSTGEPFTNISLVTHPAESSSTLPRTTSRFSHSELDTMPS
TVTSPEAESSSAISTTISPGIPGVLTSLVTSSGRDISAT?PTVPESPHESEATASWVTHP
AVTSTTVPRTTPNYSHSEPDTTPSIATSPGAEATSDFPTITVSPDVEPDMVTSQVTSSGTD
TSITIPTLTLSSGEPETTTSFITYSETHTSSAIPTLPVSPDASKMLTSLVISSGTDSTTT
FPTLTETPYEPETTAIQLIHPAETNTMVPRTTPKFSHSKSDTTLPVAITSPGPEASSAVS
TTTISPDMSDLVTSLVPSSGTDTSTTF PTLSETPYEPETTATWLTHPAETSTTVSGTIPN
FSHRGSDTAPSMVTSPGVDTRSGVETTTIPPSIPGVVTSQVTSSATDTSTAI PTLTPSPG
EPETTASSATHPGTQTGFTVPIRTVPSSEPDTMASWVTHPPQTSTPVSRTTSSFSHSSPD
ATPVMATSPRTEASSAVLTTISPGAPEMVTSQITSSGAATSTTVPTLTHSPGMPETTALL
STHPRTETSKTFPASTVFPQVSETTASLTIRPGAETSTALPTQTTSSLFTLLVTGTSRVD
LSPTASPGVSAKTAPLSTHPGTETSTMIPTSTLSLGLLETTGLLATSSSAETSTSTLTLT
VSPAVSGLSSASITTDKPQTVTSWNTETSPSVTSVGPPEFSRTVTGTTMTLI PSEMPTPP
KTSHGEGVSPTTILRTTMVEATNLATTGSS PTVAKTTTTENTLAGSLFTPLTTPGMSTLA
SESVTSRTSYNHRSWISTTSSYNRRYWTPATSTPVTSTFSPGISTSSIPSSTAATVRFMV
PFTLNFTITNLQYEEDMRHPGSRKFNATERELQGLLKPLFRNSSLEYLYSGCRLASLRPE
KDSSATAVDAICTHRPDPEDLGLDRERLYWELSNLTNGIQELGPYTLDRNSLYVNGFTHR
SSMPTTSTPGTSTVDVGTSGTPSSSPSPTTAGPLLMPFTLNFTITNLOYEEDMRRTGSRK
FNTMESVLQGLLKPLFKNTSVGPLYSGCRLTLLRPEKDGAATGVDAICTHRLDPKSPGLN
REQLYWELSKLTNDIEELGPYTLDRNSLYVNGFTHQSSVSTTSTPGTSTVDLRTSGTPSS
LSSPTIMAAGPLLVPFTLNFTITNLQYGEDMGHPGSRKFNTTERVLQGLLGPIFKNTSVG
PLYSGCRLTSLRSEKDGAATGVDAICIHHLDPKSPGLNRERLYWELSQLTNGIKELGPYT
LDRNSLYVNGFTHRTSVPTTSTPGTSTVDLGTSGTPFSLPSPATAGPLLVLFTLNFTITN
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LKYEEDMHRPGSRKFNTTERVLQTLVGPMFKNTSVGLLYSGCRLTLLRSEKDGAATGVDA
I CTHRLDPKSPGVDREQLYWELSQLTNGIKELGPYTLDRNSLYVNGFTHWIPVPTSSTPG
TSTVDLGSGTPSSLPSPTSATAGPLLVPFTLNFTITNLKYEEDMHCPGSRKFNTTERVLQ
SLLGPMSKNTSVGPLYSGCRLTLLRSEKDGAATGVDAICTHRLDPKSPGVDREQLYWELS
QLTNGIKELGPYTLDRNSLYVNGFTHQTSAPNTSTPGTSTVDLGTSGTPSSLPSPTSAGP
LLVPFTLNFTITNLQYEEDMHHPGSRKFNTTERVLOGLLGPMFKNTSVGLLYSGCRLTLL
RPEKNGAATGMDAICSHRLDPKS PGLNREQLYWELSQLTHGIKELGPYTLDRNSLYVNGF
THRSSVAPTSTPGTSTVDLGTSGTPSSLPSPTTAVPLLVPFTLNFTITNLQYGEDMRHPG
SRKFNTTERVLQGLLGPLFKNSSVGPLYSGCRLISLRSEKDGAATGVDAICTHHLNPQSP
GLDREQLYWQLSQMTNGIKELGPYTLDRNSLYVNGFTHRSSGLTTSTPHTSTVDLGTSGT
PSPVPSPTTAGPLLVPFTLNFTITNLQYEEDMHRPGSRKFNATERVLQGLLSPIFKNSSV
GPLYSGCRLTSLRPEKDGAATGMDAVCLYHPNPKR PGLDREQLYWELSQLTHNITELGPY
SLDRDSLYVNGFTHONSVPTTSTPGTSTVYWATTGTPSSFPGHTEPGPLLI PFTFNFTIT
NLHYEENMOHPGSRKFNTTERVLQGLLKPLFKNTSVGPLYSGCRLTLLRPEKQEAATGVD
TICTHRVDPIGPGLDRERLYWELSQOLTNSITELGPYTLDRDSLYVNGFNPWSSVPTTSTP
GTSTVHLATSGTPSSLPGHTAPVPLLIPFTLNFTITNLHYEENMOHPGSRKFNTTERVLQ
GLLKPLFKSTSVGPLYSGCRLTLLRPEKHGAATGVDAICTLRLDPTGPGLDRERLYWELS
QLTNSVTELGPYTLDRDSLYVNGFTHRSSVPTTSI PGTSAVHLETSCGTPASLPGHTAPGP
LLVPFTLNFTITNLQYEEDMRHPGSRKFNTTERVLQGLLKPLFKSTSVGPLYSGCRLTLL
RPEKRGAATGVDTICTHRLDPLNPGLDREQLYWELSKLTRGIIELGPYLLDRGSLYVNGF
THRNFVPITSTPGTSTVHLGTSETPSSLPRPIVPGPLLVPFTLNFTITNLQYEEAMRHEG
SRKFNTTERVLQGLLRPLFKNTSIGPLYSSCRLTLLRPEKDKAATRVDATCTHHPDPQSP
GLNREQLYWELSQLTHGITELGPYTLDRDSLYVDGFTHWSPIPTTSTPGTSIVNLGTSGI
PPSLPETTATGPLLVPFTLNFTITNLQYEENMGHPGSRKFNITESVLQGLLKPLFKSTSV
GPLYSGCRLTLLRPEKDGVATRVDAICTHRPDPKIPGLDRQQLYWELSQLTHS ITELGBY
TLDRDSLYVNGFTQRSSVPTTSTPGTFTVQPETSETPSSLPGPTATGPVLLPFTLNFTIY |
' NLQYEEDMHR PGSRKFNTTERVLQGLLMPLFKNTSVSSLYSGCRLTLLRPEKDGAATRVD
AVCTHRPDPKSPGLDRERLYWKLSOLTHGITELGPYTLDRHSLYVNGFTHOSSMTTTRTP
DTSTMHLATSRTPASLSGPTTASPLLVLFTINFTITNLRYEENMHHPGSRKFNTTERVLQ
GLLRPVFKNTSVGPLYSGCRLTLLRPKKDGAATKVDAICTYRPDPKSPGLDREQLYWELS
QLTHSITELGPYTLDRDSLYVNGFTQRSSVPTTSIPGTPTVDLGTSGTPVSKPGPSAASP
LLVLFTLNFTI TNLRYEENMQHPGSRKFNTTERVLQGLLRSLFKSTSVGPLYSGCRLTLL
RPEKDGTATGVDAICTHHPDPKSPRLDREQLYWELSQLTHNITELGPYALDNDSLFVNGF
THRSSVSTTSTPGTPTVYLCASKTPASIFGPSAASHLLILFTLNFTITNLRYEENMWPGS
RKFNTTERVLOGLLRPLFKNTSVGPLYSGCRLTLLRPEKDGEATGVDAICTHRPDPTGPG
LDREQLYLELSQLTHSITELGPYTLDRDSLYVNGFTHRSSVPTTSTGVVSEEPFTLNFTI
NNLRYMADMGQPGS LKFNITDNVMOHLLS PLFQRSSLGARY TGCRVIALRSVKNGAETRV
DLLCTYLQPLSGPGLPIKGVFHELSQQTHGITRLGPYSLDKDSLYLNGYNEPGPDEPPTT
PKPATTFLPPLSEATTAMGYHLKTLTLNFTISNLQYSPDMGKGSATFNSTEGVLOHLLRP
LFQKSSMGPFYLGCQLISLRPEKDGAATGVDTTCTYHPDPVGPGLDIQQLYWELSQLTHG
VTQLGFYVLDRDSLFINGYAPQNLSIRGEYQINFHIVNWNLSNPDPTSSEYITLLRDIQD
KVTTLYKGSQLHDTFRFCLVTNLTMDSVLVTVKALFSSNLDPSLVEQVFLDKTLNASFHW
LGSTYQLVDIHVTEMESSVYQPTSSSSTQHFYLNFTITNLPYSQODKAQPGTTNYQRNKRN
IEDALNQUFRNSSIKSYFSDCQVSTFRSVPNRHHTGVDSLCNFSPLARRVDRVATYEEFL
RMTRNGTQLQNFTLDRSSVLVDGYSPNRNEPLTGNSDLPFWAVILIGLAGLLGLITCLIC
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GVLVTTRRRKKEGEYNVQQOOCPGYYQSHLDLEDLQ
(SEQ ID NO: 4)

(5) MPF (MPF, MSLN, SMR, factor de potenciacion de megacariocitos, mesotelina, N° de acceso en Genbank

NM_005823 Yamaguchi,N., et al. Biol. Chem. 269 (2), 805-808 (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96 (20):

11531-11536 (1999), Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93 (1): 136-140 (1996), J. Biol. Chem. 270 (37): 21984-21990

(1995)); documento W02003101283 (Reivindicacion 14); (documento W02002102235 (Reivindicacion 13;

Paginas 287-288); documento W02002101075 (Reivindicacién 4; Paginas 308-309); documento W0200271928

(Paginas 320-321); documento W09410312 (Paginas 52-57);

Referencias cruzadas: MIM:601051; NP_005814.2; NM_005823_1

622 aa
MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISS
LSPRQLLG?PCAEVSGLSTERVRELAVALAQKNVKLS‘I‘EQLRCLM-!RLSEPPEDLDALPL
DLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQRLLPAALACWGVRGSLLSEA
DVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDOQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
SVSTMDALRGLLPVLGQPI IRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTILRPRFRREVEKT
ACPSGKKAREIDESLIFYKKWELEACVDAALLATQMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELY
PQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLEVNKGHEMS PQVATLIDRFVK
GRGQLDKDTLDTLTAF¥PGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPQDLD’I‘CDPRQLDVLYPKA
RLAFQNMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMPLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQ
KLLGPHVEGLKAEERHRPVRDWILRQRQDDL.DTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGT

PCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
(SEQ ID NO: 5)

(6) Napi3b (NAPI-3B, NPTIIb, SLC34A2, familia de vehiculos de soluto 34 (fosfato s6dico), miembro 2, vehiculo
de fosfato dependiente de sodio de tipo Il 3b, N° de acceso en Genbank NM_006424,
J. Biol. Chem. 277 (22): 19665-19672 (2002), Genomics 62 (2): 281-284 (1999), Feild, J.A., et al. (1999)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 258 (3): 578-582); documento W02004022778 (Reivindicacién 2); documento
EP1394274 (Ejemplo 11); documento W02002102235 (Reivindicacion 13; Pagina 326); documento EP875569
(Reivindicacién 1; Paginas 17-19); documento W0200157188 (Reivindicacion 20; Pagina 329); documento
WO02004032842 (Ejemplo 1V); documento W0200175177 (Reivindicacion 24; Paginas 139-140);
Referencias cruzadas: MIM:604217; NP_006415.1; NM_006424_1
690 aa
MAPWPELGDAQPNPDKYEEGAAGQOPTAPDKSKETNKTDNTEAPVTKIELLPSYSTATLI
DEPTEVDDPWNLPTLQDSGIKWSERDTKGKILCFFQGIGRLILLLGFLYFFVCSLDILSS'
AFQLVGGKMAGQFFSNSSIMSNPLLGLVIGVLVTVLVQSSSTSTSIWSMVSSSLLTVRA
AIPIIMGANIGTS ITNTIVALMQVGDRSEFRRAFAGATVHDFFNWLSVLVLLPVEVATHY
LEI ITQLIVESFHFKN GEDAPDLLKVITKP FTKLIVQLDIGCVISQIAM‘IDEKAKNKSLVK
IwC KTF'I'NKTQINVTV PSTANCTSPSLCWTDGI QNWTMKNVTYKEN IAI(CQHI FUN FHLP
DLAVGTI LLILSLLVLCGCLIMIVKI LGSVLKGQVATVIKKTINTDFPFPFAWLTGYLAT
LVGAGMTFIVQSSSVFTSALTPLIGIGVITIERAYPLTLGSNIGT‘TTTAILAALASPGNA
LRSSLQIALCHFFFN ISGILLWYPI PFTRLPIRMAKGLGNI SAKY. RWFAVE‘YLI IFFFLI
PLTVFGLSLAGWRVLVGVGVPVVFI II LVLCL RLLQSRCPRVL PKKLQNWNFLPLWMRSL
KPWDAWSKPTGCFQMRCCYCCRVCCRACCLLCGCPKCCRCSKCCEDLEEAQEGQDVPVK

APETFDNITISREAQGEVPASDSKTECTAL

(SEQ ID NO: 6)
(7) Sema 5b (FLJ10372, KIAA1445, Mm.42015, SEMA5B, SEMAG, Semaforina 5b Hlog, dominio sema, siete

repeticiones de trombospondina (de tipo 1 y similar al tipo 1), dominio transmembrana (TM) y dominio
citoplasmatico corto, (semaforina) 5B, N° de acceso en Genbank AB040878,
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Nagase T., et al. (2000) DNA Res. 7 (2): 143-150); documento W02004000997 (Reivindicacion 1); documento

W02003003984 (Reivindicacion 1); documento WO0200206339 (Reivindicacion 1; Pagina 50); documento

W0200188133 (Reivindicacion 1; Paginas 41-43, 48-58); documento W02003054152 (Reivindicacion 20);

documento W0O2003101400 (Reivindicacion 11); Accession: Q9P283; EMBL; AB040878; BAA95969.1. Genew;

HGNC:10737;

1093 aa
MVLAGPLAVSLLLPSLTLLVSHLSSSQDVSSEPSSEQQLCALSKHPTVAFEDLQPWVSNF
TYPGARDFSQLALDPSGNQLIVGARNYLFRLSLANVSLLOATEWASSEDTRRSCQSKGKT
EEECQNYVRVLIVAGRKVFMCGTNAFSPMCTSRQVGNLSRTTEKINGVARCPYDPR&R\IST
AVISSQGELYAA'I’VIDFSGRDPAIYRSLGSGPPLRTAQYNSKWLNEPNFVAAYDIGLFAY
FFLRENAVEHDCGRTVYSRVARVCKNDVGGRFLLEDTWTTFM(ARLNCSRPGEVPFYYNE
LQSAFHLPEQDL TYGVFTTNVNSIAASAVCAFNLSAI SQAFNGPFRYQENPRAAWLP IAN
PIPNFQCGTLPETGPNENLTERS LQDAQRLFLMS EAVQ PV'I‘_P‘_EPCVTQDSVRFSHLWDL
VQAKDTLYHVLYIGTESGTILKALSTASRSLHGCYLEELMPPGRREPLRSL‘RILHSAR
ALFVGLRDGVLRVPLERCAAY&SQG’ACLGARDPYCGWDGKQQRCS’I‘LEDSSNMSLW‘I‘QNI
TACPVRNVTRDGGFGPWSPWQPCEHLDGDNSGSCLCRARSCDSPRPRCGGLDCLGPAIHI
ANCSRNGAWTPWSSWALCSTSCGIGFQVRQRSCSNPAPRHGGRICVGKSREERFCNENTP
CPVPI FWASWGSWSKCSSNCGGGMQSRRRACENGNS CLGCGVEFKTCNPEGC PEVRRN'I‘P
WTPWLPVNVTQGGARQEQRFRFTCRAPLADPHGLQFGRRRTETRTCPADGSGSCDTDALV
EDLLRSGSTSPHTVSGGWAAWGPWSSCSRDCELGFRVRKRTCTNPEPRNGGLPCVGDAAE
YQDCNPQACPVRGAWSCWTSWSPCSASCGGGHYQRTRSCTSPAPSPGEDICLGLH'I'EEAL
CATQACPEGWSPWSEWSKCTDDGAQSRSRHCEELLPGSSACAGNSSQSRPCPYSEIPVIL

PASSMEEATGCAG FNLIHLVATGIS CFLGSGLLTLAWLSCQHCQRQSQES TLVHPATEN
.HLHYKGGGTPMKYTPMEFKTLNKNNLIPDDRANFYPLQQTNV‘YTTTYY PSPLNKHSFR

PEAS PGQRCFPNS

(SEQ ID NO: 7)

(8) PSCA hig (2700050C12Rik, C530008016Rik, RIKEN cDNA 2700050C12, gen RIKEN cADN2700050C12, N°
de acceso en Genbank AY358628); US2003129192 (Reivindicacion 2); US2004044180 (Reivindicacién 12);
US2004044179 (Reivindicaciéon 11); US2003096961 (Reivindicacion 11); US2003232056 (Ejemplo 5);
documento W02003105758 (Reivindicacion 12); US2003206918 (Ejemplo 5); EP1347046 (Reivindicacion 1);
documento WO02003025148 (Reivindicaciéon 20); Referencias cruzadas: GI:37182378; AAQ88991.1;
AY358628 1

141 aa

MWVLGIAATFCOLFLLPGFALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEF IVNCTVNVQDMCOKEVME
OSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCONTPLCNGPRPKKRGSSASA
LRPGLRTTILFLKLALFSAHC

(SEQ ID NO: 8)

(9) ETBR (Receptor de endotelina de tipo B, N° de acceso en Genbank AY275463); Nakamuta M., et al.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 177, 34-39, 1991; Ogawa Y., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 178,
248-255, 1991; Arai H., et al. Jpn. Circ. J. 56, 1303-1307, 1992; Arai H., et al. J. Biol. Chem. 268, 3463-3470,
1993; Sakamoto A., Yanagisawa M., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 178, 656-663, 1991; Elshourbagy
N.A., et al. J. Biol. Chem. 268, 3873-3879, 1993; Haendler B., et al. J. Cardiovasc. Pharmacol. 20, s1-S4, 1992;
Tsutsumi M., et al. Gene 228, 43-49, 1999; Strausberg R.L., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99, 16899-16903,
2002; Bourgeois C., et al. J. Clin. Endocrinol. Metab. 82, 3116-3123, 1997; Okamoto Y., et al. Biol. Chem. 272,
21589-21596, 1997; Verheij J.B., et al. Am. J. Med. Genet. 108, 223-225, 2002; Hofstra R.M.documento W, et al.
Eur. J. Hum. Genet. 5, 180-185, 1997; Puffenberger E.G., et al. Cell 79, 1257-1266, 1994; Attie T., et al, Hum.
Mol. Genet. 4, 2407-2409, 1995; Auricchio A., et al. Hum. Mol. Genet. 5:351-354, 1996; Amiel J., et al. Hum. Mol.
Genet. 5, 355-357, 1996; Hofstra R.M.documento W., et al. Nat. Genet. 12, 445-447, 1996; Svensson P.J., et al.
Hum. Genet. 103, 145-148, 1998; Fuchs S., et al. Mol. Med. 7, 115-124, 2001; Pingault V., et al. (2002) Hum.
Genet. 111, 198-206; documento W02004045516 (Reivindicacion 1); documento W02004048938 (Ejemplo 2);
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documento W02004040000 (Reivindicacion 151); documento W02003087768 (Reivindicacion 1); documento
WO02003016475 (Reivindicacion 1); documento W02003016475 (Reivindicacion 1); documento W0200261087
(Fig 1); documento W02003016494 (Fig 6); documento WO02003025138 (Reivindicacion 12; Pagina 144);
documento W0200198351 (Reivindicacion 1; Paginas 124-125); EP522868 (Reivindicacion 8; Fig 2); documento
WO0200177172 (Reivindicacion 1; Paginas 297-299); documento US2003109676; documento US6518404 (Fig 3);
documento US5773223 (Reivindicacion 1a; Col 31-34); documento WW02004001004;
422 aa
MQPPPSLCGRALVALVLACGLSRIWGEERGFPPDRATPLLQTAEIMTPPTKTLWPKGSNA
SLARSLAPAEVPKGDRTAGSPPRTISPPPCQGPIEIKETFKYINTVVSCLVFVLGIIGNS
TLLRIIYKNKCMRNGPNILIASLALGDLLHIVIDIPINVYKLLAEDWPFGAEMCKLVPFI
QKASVGITVLSLCALSIDRYRAVASWSRI KGIGVPKWTAVEIVLIWVVSVVLAVPEAIGF
DIl TMDYKGSYLRI CLLHPVQKTAFMQFYK‘I‘AKDWWLFS FYFCLPLAITAFFYTLMTCEM
LRKKSGMQIALNDHLKQRREVAKTVFCLVLVFALCWLPLHLSRILKLTLYNQNDPNRCEL
LSFLLVLDYIGINMASLNSCINPIALYLVSKRFKNICFKSCLCCWCQSFEEKQSLEEKQSC

LKFKANDHGYDNFRSSNKYSSS
(SEQ ID NO: 9)

(10)MSG783 (RNF124, proteina hipotética FLJ20315, N° de acceso en Genbank NM_017763);

documento WO02003104275 (Reivindicacion 1); documento WO2004046342 (Ejemplo 2); documento

WO02003042661 (Reivindicacion 12); documento W02003083074 (Reivindicacién 14; Pagina 61); documento

WO02003018621 (Reivindicacion 1); documento WO02003024392 (Reivindicacion 2; Fig 93); documento

W0200166689 (Ejemplo 6);

Referencias cruzadas: ID de Locus:54894; NP_060233.2; NM_017763_1

783 aa
MESGEHQLOLAALWEPWLLMATLOAGFGRTGLVLARRVESERSAEQEAIIRVI PLEMDPTGK
LNLTLEGVFAGVAEITPAEGKLMOSHPLY LCNASDDDNLEPGFISIVELESFRRAPRPCL
SLASKARMAGERGASAVLFDITEDRAAAEQLOQPLOLTWPVVLIWGNDAEKLMEFVY KNG
KAHVRIELKEPPAWPDYDVWILMTVVGTIFVIILASVLEIRCRPRHSRFDPLOQRTAWATL
SQLATRRYQASCROARGEWPDSGSSCS5SAPVCAICLEEFSEGQELRVI SCLHEFHRNCVD
EWLHOHRTCPLOVFN ITEGDSFSQSLEPSREYOEPCGRRLHLIRQHPGHAHYHLPARYLLG
PSRESAVARPPRPGPFLPSQEPGMGPRHHRFPRAAHPRAPGEQORLAGAQHPYAQGWGEMSH
LOSTSQHPRACPVPLRRARPPDSSGSGESYCTERSGYLADGPASDESSGRCHGESSSDSVY
NCTDISLOGVHGSSSTFCSSLSSDFDPLVYCSPHGDPORVDMOPSVTSRPRELDSVVETG
ETOVeS SHVHYHRHRHHHYFEKRFOWHGRKPGPETGVPQSRPPIPRTOPQPERPPSPDQOVTG
ENSAAPSGRLENPQCPRALPEPAPGPVDASSICPSTSSLFNLOKSSLSARHPORERRGGEP
SEPTPGSRPODATVHPACOIFPHYTPSVAYPWSPEAHPLICGPPGLDKRLLEPETPEPCYS
NSOPVHLCLTPROPLEFPHEPGEGPSEWSSDTAEGRPCPYPHCOVLSAQPGSEEELEELCE

QLY

(11) STEAP2 (HGNC_8639, IPCA-1, PCANAP1, STAMP1, STEAP2, STMP, gen 1 asociado al cancer de
prostata, proteina 1 asociada al cancer de préstata, antigeno epitelial de seis dominios transmembrana de
prostata 2, proteina de préstata de seis dominios transmembrana, N° de acceso en Genbank AF455138,

Lab. Invest. 82 (11): 1573-1582 (2002)); documento W02003087306; documento US2003064397 (Reivindicacion
1; Fig 1); documento WOQ0200272596 (Reivindicacién 13; Paginas 54-55); documento WO0200172962
(Reivindicacion 1; Fig 4B); documento WO02003104270 (Reivindicacion 11); documento WO02003104270
(Reivindicacion 16); documento US2004005598 (Reivindicacién 22); documento W02003042661 (Reivindicacion
12); documento US2003060612 (Reivindicacion 12; Fig 10); documento W0200226822 (Reivindicacion 23; Fig
2); documento W0200216429 (Reivindicacion 12; Fig 10);

Referencias cruzadas: G1:22655488; AAN04080.1; AF455138_1

490 aa
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MESISMMGSPKSLSETVLPNGINGIKDARKVTVGVIGSCDFAKSLTIRLIRCGYHVVIGS
RNPKFASEFFPHVVDVTHHEDALTKTNIIFVAIHREHYTSLWDLRHLLVGKILIDVSNNM
RINQYPESNAEYLASLFPDSLIVKGFNVVSAWALOLGPKDASROVY ICSNNIQARQOVIE
LARQLNFIPIDLGSLESAREILENLPLELFTLWRGEFVVVA I SLATFFFLYSFVRDVIHEPYA
RNQQSDFYKIPIEIVNKTLP IVAITLLSLVYLAGLLAAAYOLYYGTKYRRFPPWLETWLQ
CRKQLGLLSFFFAMVHVAYSLCLEMRRSERYLFLNMAYQQVHANT ENSWNEEEVWRIEMY
ISFGIMSLGLLSLLAVTSIPSVSNALNWREFSFIQSTLGYVALLISTFHVLIYGWKRAFE
EEYYRFYTPPNFVLALVLPS IVILGKI ILFLPCISQKLKRIKKGWEKSQFLEEGIGGTIP
HVEPERVTVM

(SEQ ID NO: 11)

(12) TrpM4 (BR22450, FLJ20041, TRPM4, TRPM4B, canal catiénico potencial de receptores transitorios,
subfamilia M, miembro 4, N° de acceso en Genbank NM_017636
Xu,X.Z., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98 (19): 10692-10697 (2001), Cell 109 (3): 397-407 (2002), J. Biol.
Chem. 278 (33): 30813-30820 (2003)); documento US2003143557 (Reivindicacion 4); documento W0200040614
(Reivindicacion 14; Paginas 100-103); documento WO0200210382 (Reivindicacion 1; Fig 9A); documento
W02003042661 (Reivindicacion 12); documento W0200230268 (Reivindicacién 27; Pagina 391); documento
US2003219806 (Reivindicacion 4); documento W0200162794 (Reivindicacion 14; Fig 1A-D);
Referencias cruzadas: MIM:606936; NP_060106.2; N_017636_1
1214 aa

M’VVPEKEQSWIPKII-‘KKKTCTTFIVDS'I‘DPGGTLCQCGRPRTAHP'AVAMEDAFGAAW‘I’V

- WDSDAHTTEKPTDAYGELDFTGAGRKHSN FLRLSDRTD PAAVYS LvY RTWGFRAPNLVVS
VLGGSGGPVLQTWLQDLLRRGLVRAAQS'I‘GAWIVTGGLH'I’GIGRHVGVAVRDHQMASTGG,

TKWAMGVA PWGVVRNRDTLI NPKGSFPARY RWRGDPE DGVQF PLDYNYSAF FLVDDGTH
GCLGGENRFRLRLESYI SQQK’I‘GVGG'I‘GI DI PVLLLLIDGDEKMLTRI ENATQAQLPCLL

VAGSGGAADCLAETLEDTLAPGSGGARQGEARDRIRRFFPKGDLEVLQAQVERIMTRKEL
LTVYSSEDGSEEFETIVLKALVKACGSSEASAYLDELRLAVAWNRVDIAQSELFRGDIQW
RSFHLEASLMDALLNDRPEFVRLLISHGLSLGHFLTPMRLAQLYSAAPSNSLIRNLLDQA
SHSAGTKAPALKGGAAELRPPDVGHVLRMLLGKMCAPRY PSGGAWDPHPGOGFGESMYLL
SDKATSPLSLDAGLGQAPWSDLLLWALLLNRAQMAMY FWEMGSNAVSSALGACLLLRVMA
RLEPDAEEAARRKDLAFKFEGMGVDLFGECYRSSEVRAARLLLRRCPLWGDATCLOLAMO
ADARAFFAQDGVQSLLTOKWWGDMASTTPIWALVLAFFCPPLIYTRLITPRKSEEEPTRE
ELEFDMDSVINGEGPVGTADPAEKTPLGVPRQSGR PGCCGGRCGGRRCLRRWFHFWGAPY
TIFMGNVVSYLLFLLLFSRVLLVDFQPAPPGSLELLLYFWAFTLLCEELRQGLSGGGGSL
ASGGPGPGHASLSQRLRLYLADSWNQCDLVALTCFLLGVGCRLTPGLYHLGRTVLCIDFM
VFTVRLLHIFTVNKQLGPKIVIVSKMMKDVFFFLFFLGVWLVAYGVATEGLLRPRDSDFP
SILRRVFYRPYLQIFGQIPQEDMDVALMEHSNCSSEPGFWAHPPGAQAGTCVSQYANWLY
VLLLVIFLLVANILLVNLLIAMFSYTFGKVQGNSDLYWKAQRYRLIREFHSRPALAPPFI
VISHLRLLLRQLCRRPRSPQPSSPALEHFRVYLSKEAERKLLTWESVHKENFLLARARDK
RESDSERLKRTSQKVDLALKQLGHIREYEQRLKVLEREVQQOCSRVLGWVAEALSRSALLP
PGGPPPPDLPGSKD ' '

(SEQ ID NO: 12)

(13) CRIPTO (CR, CR1, CRGF, CRIPTO, TDGF1, factor de crecimiento derivado de teratocarcinoma, N° de
acceso en Genbank NP_003203 o NM_003212,

Ciccodicola, A., et al. EMBO J. 8 (7): 1987-1991 (1989), Am. J. Hum. Genet. 49 (3): 555-565 (1991)); documento
US2003224411 (Reivindicacién 1); documento W02003083041 (Ejemplo 1); documento WO02003034984
(Reivindicacion 12); documento W0200288170 (Reivindicaciéon 2; Paginas 52-53); documento W02003024392
(Reivindicacion 2; Fig 58); documento WO0200216413 (Reivindicacion 1; Paginas 94-95, 105); documento
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W0200222808 (Reivindicacién 2; Fig 1); documento US5854399 (Ejemplo 2; Col 17-18); documento US5792616
(Fig 2);

Referencias cruzadas: MIM:187395; NP_003203.1; NM_003212_1

188 aa

MDCREMARFSYSVIWIMAISEVPELGLVAGLGHQEFARPSRGYLAFRDDSIWPQEEPAIR
PRSSQRVPPMGIQHSKELNRTCCLNGGTCMLGSFCACPPSFYGRNCEHDVRKENCGSVEH
DTWLPKKCSLOKCWHGOLRCFPQAPLPGCDELYVMDEHLVASRTPELPPSARTTTFMLVGI
CLSIQSYY

(SEQ ID NO: 13)

(14) CD21 (CR2 (Receptor de complemento2) o C3DR (receptor de C3d/virus de Epstein Barr) o Hs.73792 N° de
acceso en Genbank M26004,

Fujisaku et al. (1989) J. Biol. Chem. 264 (4): 2118-2125); Weis J.J., et al. J. Exp. Med. 167, 1047-1066, 1988;
Moore M., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84, 9194-9198, 1987; Barel M., et al. Mol. Immunol. 35, 1025-1031,
1998; Weis J.J., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83, 5639-5643, 1986; Sinha S.K., et al. (1993) J. Immunol.
150,5311-5320; documento W02004045520 (Ejemplo 4); documento US2004005538 (Ejemplo 1); documento
WO02003062401 (Reivindicacion 9); documento W02004045520 (Ejemplo 4); documento W09102536 (Fig 9.1-
9.9); documento W02004020595 (Reivindicacién 1); Acceso: P20023; Q13866; Q14212; EMBL; M26004;
AAA35786.1.

1033 aa

MGAAGLLGVFLALVAPGVLGISCGSPPPILNGRISYYSTPIAVGTVIRYSCSGTFRLIGE
KSLLCITKDKVDGTWDKPAPKCEYFNKYSSCPEPIVPGGYKIRGSTPYREGDSVTFACKT
NFSMNGNKSVWCQANNMWGPTRLPTCVSVFPLECPALPMIHNGHHTSENVGS IAPGLSVT
YSCESGYLLVGEKI INCLSSGKWSAVPPTCEEARCKSLGRFENGKVKEPPILRVGVTANE
FCDEGYRLOGPPSSRCVIAGQGVAWTKMEVCEEI FCPSPPR I LNGRHIGNSLANVSYGS T
VTYTCDPDPEEGVNFILIGESTLRCTVDSQKTGTWSGPAPRCELSTSAVQCPHPQILRGR
MVSGQKDRYTYNDTVIFACMFGFTLKGSKQIRCNAQGTWEPSAPVCEKECQAPPNILNGQ
KEDRHMVRFDEGTS IKYSCNPGYVLVGEESIQCTSEGVWT PPVEQCKVAACEATGROLLT
KPQHQFVRPDVNSSCOEGYKLSGSVYQECQGTI PHFMEIRLCKEI TCPPPPVIYNGAHTG
SELEDFPYGTTVIY¥YTCHPGPERGVEFSLIGESTIRCTSNDOERGTHWEGPAPLCELSLLAV
QCSHVHIANGYKISGKEAPYFYNDTVTFKCYSGFTLKGSSQIRCKADNTWDPEI PVCEKE
TCOHVRQSLOEL PAGSRVELVNTSCODGYQLTGHAYOMCODAENG IWFKKT PLCKVIHCH
PPPVIVNGKHTGMMAENFLYGNEVSYECDQGFYLLGEKKLOCR SDSKGHGSWSGPSPQCL
RSPPVTRCPNPEVKHGYKLINKTHSAYSHNDIVYVDCNPGF IMNGSRVIRCHTDNTWVEGY
PTCIKKAFIGCPPPPKTPNGNHTGGNTARFSPGMSILYSCDQGYLLVGEALLLCTHEGTW
SOPAPHCKEVNCSS PADMDGIQKGLEPRKMYQYGAVVTLECEDGYMLEGSPQSQCQSDHY
WNPPLAVCRSRSLAPVLCGIAAGLILLTFLIVITLYVISKHRERNY YTDTSQKEAFHLEA
REVYSVDEYNPAS

(SEQ ID NO: 14)

(15)CD79b (CD79B, CD79B, IGb (asociado a inmunoglobulina beta), B29, N° de acceso en Genbank
NM_000626 o 11038674, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (2003) 100 (7): 4126-4131, Blood (2002) 100 (9): 3068-
3076, Muller et al. (1992) Eur. J. Immunol. 22 (6): 1621-1625); documento W02004016225 (reivindicacion 2, Fig
140); documento WO2003087768, documento US2004101874 (reivindicacién 1, pagina 102); documento
WO02003062401 (reivindicacion 9); documento WO0200278524 (Ejemplo 2); documento US2002150573
(reivindicacion 5, pagina 15); US5644033; documento W02003048202 (reivindicacion 1, paginas 306 y 309);
documento WO 99/558658, documento US6534482 (reivindicacién 13, Fig 17A/B); documento W0200055351
(reivindicacién 11, paginas 1145-1146);

Referencias cruzadas: MIM:147245; NP_000617.1; NM_000626_1
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299 aa

MARLALSPVPSHWMVALLLLLSAEPVPARRSEDRYRNPKGSACSRIWQSPRFIARKRGFT
VEMHCYMNSASGNVSWLWEQEMDENPQOLKLEKGRMEESQNESLATLTIQGIRFEDNGIY
FCOQKCNNTSEVYQGCGTELRVMGFSTLAQLKORNTLKDGI IMIQTLLIILFIIVPIFLL
LDKDDSKAGMEEDHTYEGLDIDQTATYEDIVTLRTGEVEWSVGEHPGQE

(SEQ ID NO: 15)

(16) FcRH2 (IFGP4, IRTA4, SPAP1A (proteina de anclaje 1a de fosfatasa que contiene el dominio SH2),
SPAP1B, SPAP1C, N° de acceso en Genbank NM_030764,

Genome Res. 13 (10): 2265-2270 (2003), Immunogenetics 54 (2): 87-95 (2002), Blood 99 (8): 2662-2669 (2002),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98 (17): 9772-9777 (2001), Xu,M.J., et al. (2001) Biochem. Biophys. Res. Commun.
280 (3): 768-775; documento WO02004016225 (Reivindicacion 2); documento W02003077836; documento
W0200138490 (Reivindicacion 5; Fig 18D-1-18D-2);

documento W02003097803 (Reivindicacién 12); documento W02003089624 (Reivindicacion 25);

Referencias cruzadas: MIM:606509; NP_110391.2; NM_030764_1

508 aa

MLLWSLLVIFDAVTEQADSLTLVAPSEVFECDS IVLECQGEQNWEIQEMAYHEDNKELSY
FERFSDFLIQSAVLSDSGNY FCSTRGOLFLWDKTSNIVKIKVOQELFQREVLTASSFQPLIE
GGPVELKCETRLEPORLDVOLOFCFFRENOVLGSGWSSSPELO I SAVHSEDTGSYWCKARE
TVTHRIRKOSLOSOIHVORIPISNVSLETRAPGGOVTEGQELILLCSVAGGTGH VI FSWY
REATGTEMGHKTQRSLSAELEI PAVEESDACKY Y CRADNCGHVPIQSKVVHIPVRIEVSRD
VLTLRSPGAQAAVEDLLELHCEALRGSPPILYQFYHEDVT LGNS SAPSGEEASFNLELTA
EHSGNYSCERNNGLGAQCSEAVPVSISGPDGYRRDLMTAGVLWGLFGVLGFTGVALLLYA
LFHKISGESSATNEPRGASRPNPOEFTYSSPTPDMEELQPVYVHVESVDVDVVYSQVHSM
QOPESSANIRTLLENKDSQVIYSSVENS

(SEQ ID NO: 16)

(16) HER2 (ErbB2, N° de acceso en Genbank M11730, Coussens L., et al. Science (1985) 230 (4730): 1132-
1139); Yamamoto T., et al. Nature 319, 230-234, 1986; Semba K., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 6497-
6501, 1985; Swiercz J.M., et al. J. Cell Biol. 165, 869-880, 2004; Kuhns J.J., et al. J. Biol. Chem. 274, 36422-
36427, 1999; Cho H.-S., et al. Nature 421, 756-760, 2003; Ehsani A., et al. (1993) Genomics 15, 426-429;
documento W02004048938 (Ejemplo 2); documento W02004027049 (Fig 11); documento W02004009622;
documento WO02003081210; documento WO2003089904 (Reivindicacion 9); documento WO02003016475
(Reivindicacién 1); documento US2003118592; documento WO02003008537 (Reivindicacién 1); documento
WO02003055439 (Reivindicacion 29; Fig 1A-B); documento WO02003025228 (Reivindicacion 37; Fig 5C);
documento W0200222636 (Ejemplo 13; Paginas 95-107); documento W0200212341 (Reivindicacién 68; Fig 7);
documento WO0200213847 (Paginas 71-74); documento WO0200214503 (Paginas 114-117); documento
WO0200153463 (Reivindicacion 2; Paginas 41-46); documento WO0200141787 (Paginas 15); documento
W0200044899 (Reivindicacion 52; Fig 7); documento W0200020579 (Reivindicacion 3; Fig 2); documento
US5869445 (Reivindicacion 3; Col 31-38); documento WO09630514 (Reivindicacion 2; Paginas 56-61);
EP1439393 (Reivindicacion 7); documento W02004043361 (Reivindicacion 7); documento W02004022709;
documento W0200100244 (Ejemplo 3; Fig 4); Acceso: P04626; EMBL; M11767; AAA35808.1. EMBL; M11761;
AAA35808.1.

1255 aa
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MELAALCRWGLLLALLPPGAASTQVCTGTDMEKLRLPASFETHLDMLRHLYQGCQVVQGHL
ELTYLPTHNASLSFLODIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLORLRIVRGTQLFEDNYALAVLDNG
DPLNNTTEVIGASPGGLRELOLRSLTEILKGGVLIQRNPQLCYODT I LWKD T FHENNOLA
LTLIDTHNRESRACHPCSPMCEGSRCWGESSEDCOSLTRTVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQC
AAGCTEPEHSDCLACLHFNHSGICELHCPALVTYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACE
YNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDGTQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSAN
IQEFAGCKEIFGSLAFLPESFDGDPASNTAPLOPEQLOVFETLEEITGYLYISAWPDELE
DLSVFONLOVIRGRILHNGAY SLTLOGLGISWLGLRELRELGIGLALIHHNTHLCFVHTV
PWDOLFRNPHOALLHTANRPEDECVGECLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQEC
VEECRVLOGLPREYVHNARHCLPCHPECOPONGSVTCFGPEADQCVACAHYEDPPFCVARC
PSGVKEPDLSYMPIWKFEDEEGACQPCPINCTHSCVDLDDKGCPAEQRASPLTSIISAVVG
ILLVVVLGVVFCILIKRROQOKIRKYTMRRLLOETELVEPLTEPSGAMPNQAQMRILKETEL
REVEVLGESGAFGTVYEGIWIPDGENVEI PVAIKVLEENTS PEANKETI LDEAYVMAGVGS P
YVSRLLGICLTSTVOLVTOLMPYGCLLDEVRENRGRLGSQDLLNWCMOIAKGMSYLEDVE
LVHRDLAARNVLVKS PNHVKITDFGLARLLDIDETEYHADGGKVPIKWMALESILRRRFT
HOSDVWSYGVITVWELMT FGAKPYDGIPAREI PDLLEKGERLPQPPICTIDVYMIMVECHM
IDSECRPRFRELVSEFSRMARDPQRFVVIQNEDLGPASPLDSTFYRSLLEDDDMGDLVDA
EEYLVPQQGFFCPDPAPGAGCMVHHRHRSSSTRSGGGDLTLGLEPSEEEAPRSPLAPSEG
AGSDVFDEDLOMEAANCLOSLPTHDPSPLORYSEDPTVPLPEETDGYVAPLTCSPQRPEYV
NQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAGATLERPKTLS PGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQ
GGAAPQPHPPPAFSPAFDNLYYWDQDPPERGAPPSTFKGTFTAENFEYLGLDVEV

(SEQ ID NO: 17)

(18) NCA (CEACAMSB, N° de acceso en Genbank M18728);

Barnett T., etal Genomics 3, 59-66, 1988; Tawaragi Y., et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 150, 89-96, 1988;
Strausberg R.L., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99: 16899-16903, 2002; documento W02004063709;
documento EP1439393 (Reivindicaciéon 7); documento WQ02004044178 (Ejemplo 4); documento
WO02004031238; documento W02003042661 (Reivindicacion 12); documento W0200278524 (Ejemplo 2);
documento W0200286443 (Reivindicacion 27; Pagina 427); documento W0200260317 (Reivindicacion 2);
Acceso: P40199; Q14920; EMBL; M29541; AAA59915.1. EMBL; M18728;

344 aa

MGPPSAPPCRLHVPWKEVLLTASLLTFWNPPTTAKLTIESTPFNVAEGKEVLLLAHNLEQ
NRIGYSWYKGERVDGNSLIVGYVIGTQQATPGPAYSGRETIYPNASLLIQNVTONDTGFY
TLOVIKSDLVNEEATGQFHVY PELPKPSISSNNSNEVEDKDAVAFTCEPEVONTTY LWWVY
NGQSLEVS PRLOLSNGNMTLTLLS VERNDAGSYECELQNPASANRSDPVTLNVLYGPDVE
TISPSKANYRPGENLNLSCHAASNEPAQYSWF INGTFOQSTQELF I PNITVNNSGSYMCO
AHNSATGLNRTTVTMITVSGSAPVLESAVATVGITIGVLARVALI

(SEQ ID NO: 18)

(19) MDP (DPEP1, N° de acceso en Genbank BC017023,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99 (26): 16899-16903 (2002)); documento WO02003016475 (Reivindicacion 1);
documento W0200264798 (Reivindicacion 33; Paginas 85-87); documento JP05003790 (Fig 6-8); documento
W09946284 (Fig 9);

Referencias cruzadas: MIM:179780; AAH17023.1; BC017023_1

411 aa
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MWSGWWLWPLVAVCTADFFRDEAER IMRDS PV IDGHNDLPHOLLOMFNNRLODERANLTT
LAGTHTHNIPKLRAGFVGGEOFWSVY TPCDTONKDAVRERTLEOMDVVHRMCRMY PETFLYVT
SSAGIRQAFREGKVASLIGVEGGHSIDSSLGVLRALYQLGMRYLTLTHSCNTPWADNWLY
DTGDSEPQSQGLSPFGQRVVKELNRLGVLIDLAHVSVATMKATLOLSRAPVIFSHSSAYS
VCASRRNVPDDVLRLVEOTDS LVMVNFYNNY ISCTNEANLSQVADHLDHI KEVAGARAVG
FEGDFDGVPRVPEGLEDVSKY PDLIAELLERNWTEAEVEGALADNLLEVFEAVEQASHNLT
QAPEEEPIPLDQLGGSCRTHYGYSSGASSLHRHWGLLLASLAPLVLCLSLL

(SEQ ID NO: 19)

(20) IL20Ra (IL20Ra, ZCYTOR7, N° de acceso en Genbank AF184971);

Clark H.F., et al. Genome Res. 13, 2265-2270, 2003; Mungall A.J., et al. Nature 425, 805-811, 2003; Blumberg
H., et al. Cell 104, 9-19, 2001; Dumoutier L., et al. J. Immunol. 167, 3545-3549,2001; Parrish-Novak J., et al. J.
Biol. Chem. 277, 47517-47523, 2002; Pletnev S., et al. (2003) Biochemistry 42: 12617-12624; Sheikh F., et al.
(2004) J. Immunol. 172, 2006-2010; documento EP1394274 (Ejemplo 11); documento US2004005320 (Ejemplo
5); documento W02003029262 (Paginas 74-75); documento WO02003002717 (Reivindicacion 2; Pagina 63);
documento WO0200222153 (Paginas 45-47); documento US2002042366 (Paginas 20-21); documento
W0200146261 (Paginas 57-59); documento WO0200146232 (Paginas 63-65); documento WO09837193
(Reivindicacién 1; Paginas 55-59);

Acceso: QOUHF4; Q6UWA9; Q96SH8; EMBL; AF184971; AAF01320.1.

553 aa

MRAPGRPALRPLPLPPLLLLLLAAPWGRAVPCVSGELPEKPANITFLS INMENVLOWTPPE
GLOGVEVTY TV Y F I YGOKEWLNKSECRN INRTYCDLSAETSDYEHD Y YAKVKAIWGTHKC
SEWAESGRFYPFLETQIGPPEVALTTDEESISVVLTAPEKWERNPEDLEPVSMOQIYSNLE
YNVSVLNTESNRTWSQCVINHTLVLTWLEPNTLYCVHVESFVPGPPRRAQPSEKQCARTL
KDQSSEFKAKI IFWYVLPISITVFLFSVMGYSIYRYIHVGKEKHPANLILIYGNEFDKRF
FVPAEKIVINFITLNISDOSKISHODMSLLGEKSSDVSSLNDPQPSGNLRPPQEEEEVEHL
GYASHLMEIFCDSEENTEGTSFTQOESLSRTIPPDEKTVIEYEYDVRTTDICAGPEEQELS
LOEEVSTOGTLLESOAALAVLGPOTLOYSY TPQLODLDPLAQEHTDSEEGPEEEPSTTLY
DWDPQOTGERLCIPSLSSFDUDESEGCEPSEGDGLGEEGLLESRLYEEPAPDRPPGENETYLMQ
FMEEWGLYVOMEN

(SEQ ID NO: 20)

(21) Brevican (BCAN, BEHAB, N° de acceso en Genbank AF229053)

Gary S.C., et al. Gene 256, 139-147, 2000; Clark H.F., et al. Genome Res. 13, 2265-2270, 2003; Strausberg R.L.,
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 99, 16899-16903, 2002; documento US2003186372 (Reivindicacion 11);
documento US2003186373 (Reivindicacién 11); documento US2003119131 (Reivindicacion 1; Fig 52);
documento US2003119122 (Reivindicacién 1; Fig 52); documento US2003119126 (Reivindicacion 1); documento
US2003119121 (Reivindicacion 1; Fig 52); documento US2003119129 (Reivindicacion 1); documento
US2003119130 (Reivindicacion 1); documento US2003119128 (Reivindicacion 1; Fig 52); documento
US2003119125 (Reivindicacion 1); documento W02003016475 (Reivindicacion 1); documento W0200202634
(Reivindicacion 1);

911 aa
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MAQLFLPLLAALVLAQAPAALADVLEGDSSEDRAFRVRIAGDAPLOGVLGGALTIPCHVH
YLRPPPSRRAVLGSPRVKWTFLSRGREAEVLVARGVRVKVNEAYRFRVALPAYPASLTDV
SLALSELRPNDSGIYRCEVQHGIDDSSDAVEVKVKGVVFLYREGSARYAFSFSGAQEACA
RIGAHIATPEQLYAAYLGGYEQCDAGWLSDQTVRYPIQTPREACYGDMDGFPGVRNYGVV
DPDDLYDVYCYAEDLNGELFLGDPPEKLTLEEARAYCQERGAETATTGQLYAAWDGGLDH |
CSPGWLADGSVRYPIVTPSQRCGGGLPGVKTLFLFPNQTGFPNKHSRFNVYCFRDSAQPS
AIPEASNPASNPASDGLEAIVTVTETLEELQLPQEATESESRGAIYSIPIMEDGGGGSST
pEDPAEAPRTLLEFETQSMVPPTGFSEEEGKALEEEEKYEDEEEKEEEEEEEEVEDEALW
AWPSELSSPGPEASLPTEPAAQEKSLSQAPARAVLQPGASPLPDGESEASRPPRVHGPPT
TLPTPRERNLASPSPSTLVEAREVGEATGGPELSGVPRGESEETGSSEGAPSLLPATRA
PEGTRELEAPSEDNSGRTAPAGTSVQAQEVLPTDSASRGGVAVVRASGDGVPSPCHNGGT
CLEEEEGVRCLCLPGYGGDLCDVGLRFCNPGWDAFQGACYKHFSTRRSWEEAETQCRMYG
AHLASISTPEEQDFINNRYREYQWIGLNDRTIEGDFLWSDGVPLLYENWNPGQPDSYFLS_
GENCVVMVWHDQGQWSDVPCNYHLSYTCKMGLVSCGPPPELPLAQVFGRPRLRXEVDTVL
RYRCREGLAQRNLPLIRCQENGRWEAPQISCVPRRPARALHPEEDPEGRQGRLLGRWKAL

(SEQ ID NO: 21)

(22) EphB2R (DRT, ERK, Hek5, EPHT3, Tyro5, N° de acceso en Genbank NM_004442) Chan, J. y Watt,V.M.,
Oncogene 6 (6), 1057-1061 (1991) Oncogene 10 (5): 897-905 (1995), Annu. Rev. Neurosci. 21: 309-345 (1998),
Int. Rev. Cytol. 196: 177-244 (2000)); documento WO2003042661 (Reivindicaciéon 12); documento
WO0200053216 (Reivindicacién 1; Pagina 41); documento WO02004065576 (Reivindicacién 1); documento
WO02004020583 (Reivindicacion 9); documento W02003004529 (Paginas 128-132); documento W0200053216
(Reivindicacion 1; Pagina 42);

Referencias cruzadas: MIM:600997; NP_004433.2; NM_004442_1

987 aa

MALRRLGAALLLLPLLAAVEETLMDSTTATAELGWMVHPPSGWEEVIGYDENMNTIRTYD
VONVFESSONNWLRETKFIRRRGAHRIHVEMKFSVRDCSS I PSVPESCEKETFNLY YYEADF
DSATETFPNWMENPWVICVDT IAADESFSOQVDLGERVMEKINTEVRSFGPVSRSGFYLAFQD
YGGCMELIAVRVFY RECPRIIQNGAIFOETLSGAESTSLVARRGSCIANAEEVDVPIKLY
CHGDGEWLVEP IGRCMCKAGFEAVENGTVCRGCPSGTFRANQGDEACTHCPINSRTTSEGA
THCVCRNGY YRADLDPLDMPCTTI PSAPQAVISSVNETSLMLEWTPPROSGGREDLVYNI
ICKSCGSGRGACTRCGDNVOYAPROLGLTEPRIY ISDLLAHTOY TFEIQAVNGVTDQSPF
SPRQFASVHNITTNQAAFSAVSIMHOVSRTVDS ITLSWSQPDQPNGVILDYELQYYEKELSE
YHATAIKSPTHTVIVOGLKAGATYVFOVREARTVAGYGRYSCGEMYFQTMTEREYQTSIQEK
LPLIIGSSAAGLVFLIAVVVIAIVCNRRREGFERADSEYTDELOHYTSGHMTPGMEIYIDP
FTYEDPNEAVREFAKEIDISCVKIEQVIGAGEPGEVCSCGHLELPGKREIFVAIKTLESGY
TEKORRDFLSEASIMGOFDHPNVIHLEGVVTESTPVMI ITEFMENGSLDSFLRONDGOFT
VIQLVGMLRGIAAGMEY LADMNY VHRDLAARN I LVHSHLVCKVSDFGLSRFLEDDTSDET
YTSALGGKIPIRWIAPEAIQYRKPTSASDVWSYGIVMWEVMEYGERPYWDMTNQDVINAL
EQDYRLPPPMDCPSALHOLMLDCWOKDRNHRPKFGOIVNTLDEMIRNPNSLEAMAPLSSG
INLPLLDRTIPDY TSFNTVDEWLEATKMGOYKES FANAGFTSFDVVSQMMMEDILEVGVT
LAGHOKKILNS IQVMRAQMNQIQSVEV

(SEQ ID NO: 22)

(23) ASLG659 (B7h, N° de acceso en Genbank AX092328)
documento US20040101899 (Reivindicacion 2); documento W02003104399 (Reivindicacion 11); documento
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WO02004000221 (Fig 3); documento US2003165504 (Reivindicacién 1); documento USA2003124140 (Ejemplo
2); documento US2003065143 (Fig 60); documento W02002102235 (Reivindicacion 13; Pagina 299); documento
US2003091580 (Ejemplo 2); documento W0200210187 (Reivindicaciéon 6; Fig 10); documento W0200194641
(Reivindicacion 12; Fig 7b); documento WO0200202624 (Reivindicacién 13; Fig 1A-1B); documento
US2002034749 (Reivindicacion 54; Paginas 45-46); documento W0200206317 (Ejemplo 2; Paginas 320-321,
Reivindicaciéon 34; Paginas 321-322); documento W0200271928 (Paginas 468-469); documento W0200202587
(Ejemplo 1; Fig 1); documento W0200140269 (Ejemplo 3; Paginas 190-192); documento WQ0200036107
(Ejemplo 2; Paginas 205-207); documento W02004053079 (Reivindicacién 12); documento W02003004989
(Reivindicacién 1); documento W0200271928 (Paginas 233-234,452-453); documento WO 0116318;

282 aa

MASLEQILFWSIISIIIILAGATALIIGFGISGRHSITVITVASAGNIGEDGILSCTFEP
DIKLSDIVIQWLKEGVLGLVHEFKEGKDELSEQDEMFRGRTAVFADQVIVGNASLRLENV
QLTDACGTYKCY IITSKEHKNANLEYKTGAFSMPEVNVDYNASSETLRCEAPEWFPQPTVV
WASQVDOGANFSEVSNTSFELNSENVITMKVVSVLYNVTINNTYSCMIENDIAKATGDIKY
TESEIKRRSHLOLLNSKERSLCVSSFFAISWALLPLSPYLMLEK

(SEQ ID NO: 23)

(24) PSCA (Percusor antigénico de células madre prostaticas, N° de acceso en Genbank AJ297436) Reiter R.E.,
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 1735-1740, 1998; Gu Z., et al. Oncogene 19, 1288-1296, 2000; Biochem.
Biophys. Res. Commun. (2000) 275(3): 783-788; documento W02004022709; documento EP1394274 (Ejemplo
11); documento US2004018553 (Reivindicacion 17); documento W02003008537 (Reivindicaciéon 1); documento
WO0200281646 (Reivindicacion 1; Pagina 164); documento W02003003906 (Reivindicacion 10; Pagina 288);
documento W0200140309 (Ejemplo 1; Fig 17); documento US2001055751 (Ejemplo 1; Fig 1b); documento
WO0200032752 (Reivindicacion 18; Fig 1); documento W09851805 (Reivindicacion 17; Pagina 97); documento
WOQ09851824 (Reivindicacion 10; Pagina 94); documento W09840403 (Reivindicacion 2; Fig 1B);

Acceso: 043653; EMBL; AF043498; AAC39607.1.

123 aa

MEAVLLALLMAGLALOPGTALLCY SCKAQVSNEDCLOVENCTQLGEQCWTARTIRAVELLT
VISKGCSLHCVDDSQDY YVGKKNITCCDTDLCNASGAHALOPAAAILALLPALGLLLWGP
GQL

(SEQ ID NO: 24)

(25) GEDA (N° de acceso en Genbank AY260763);

AAP 14954 proteina de tipo pareja de fusion de lipoma de hmgic /pid = AAP14954.1 - Homo sapiens

Especie: Homo sapiens (humano)

documento W02003054152 (Reivindicacion 20); documento W02003000842 (Reivindicacion 1); documento
W02003023013 (Ejemplo 3, Reivindicacion 20); documento US2003194704

(Reivindicacién 45);

Referencias cruzadas: G1:30102449; AAP14954.1; AY260763_1

236 aa

MPGARARAARRALARMLPAEAAKLYHTHYVENSRAIGVLWAIFTICFAIVHNVVCFIQPYW
IGDGVDTPQAGY FGLFHYCIGNGFSRELTCRGSFTIDFSTLPSGAFKAASFFIGLSMMLIT

ACIICFTLFFFPCNTATVYKICAWMOLTSAACLVLGCMIFPDEGWDSDEVERMCGEKTDEYT
LGACSVRWAYILAIIGILDALILSFLAFVLGNRQDSLMAEELEAENKVLLSQYSLE

(SEQ ID NO: 25)

(26) BAFF-R (receptor del factor de activacion de linfocitos B, receptor 3 de BLyS, BR3, N° de acceso en
Genbank NP_443177.1); NP_443177 BAFF receptor /pid=NP_443177.1 - Homo sapiens Thompson,J.S., et al.
Science 293 (5537), 2108-2111 (2001); documento W0O2004058309; documento W02004011611; documento
W02003045422 (Ejemplo; Paginas 32-33); documento W02003014294 (Reivindicacion 35; Fig 6B); documento
WO02003035846 (Reivindicacion 70; Paginas 615-616); documento W0200294852 (Col 136-137); documento
WO0200238766 (Reivindicacién 3; Pagina 133); documento W0200224909 (Ejemplo 3; Fig 3); Referencias
cruzadas: MIM:606269; NP_443177.1; NM_052945_1

67



10

15

20

25

30

35

ES 2 605443 T3

184 aa

MRRGPRSLRGRDAPAPTPCVPAECFDLLVRHCVACGLLRTPRPEPAGASSPAPRTALOPD
ESVGAGAGERALPLPGLLFGAPALLGLALVLALVLVGLVSWRRRQRRLRGASSAEAFDGD
FDAPEPLDKVIILE PGISDATAPAWPPPGEDPGTTPRGHSVEVPATELGSTELVTTKTAG
FEQQ

(SEQ ID NO: 26)

(27) CD22 (isoforma CD22-B de receptores de linfocitos B, N° de acceso en Genbank NP-001762.1);
Stamenkovic,|. y Seed, B., Nature 345 (6270), 74-77 (1990); documento US2003157113; documento
US2003118592; documento W02003062401 (Reivindicacion 9); documento W02003072036 (Reivindicacién 1;
Fig 1); documento W0200278524 (Ejemplo 2);
Referencias cruzadas: MIM:107266; NP_001762.1; NM_001771_1
847 aa

MHLLGPWLLLLVLEYLAFSDSSKWVFEHPETLYAWSGACVWIPCTYRALDGDLESFILFH

NPEYNKNTSKFDGTRLYESTKD GKV PSEQKRVQFLGDKNKNCTLS IHPVHLNDSGQLGLR
MESKTEKWMERIHLNVSERPFPPHIQLPPEIQESQEVTLTCLLNFS CYGYPI QLQWLLEG
VPMRQAAV’I‘STSLTIKSVFTRS ELKFS PQWSHHGKIVTCQLQDADGKFL SND’I'VQLNVKH
TPKLE IKVTPSDAIVREGDSVTMTCEVS SSNPEYTTVSWLKDGTSLKKQNTFTLNLREVT
KDQSGKYC CQVSNDVG PGRS EEVFLQVQYAPEPSTVQI LHSPAVEGSQVEFLCMS LANPL

: PTNYTWYHNGKEMQGRT EEKVHIPKILPWHAGTYSCVAENI LGTGQRGPGAELDVQYP PK
KVTTVIQNPMP IREGDTVTLSCN!N SSNPSVTRYEWKPHGAWEE PSLGVLKIQNVGWDNT

‘TIACARCNSWCSWASPVALNVQYAPRDVRVRKIKPLSEIHSGNSVsLanpsssnpKEvQ
FFWEKNGRLLGKESQLNFDS IS PEDAGSYS CWVNNS IGQTAS KAWTLEVLYAPRRLRVSM
SPGDQVMEGKSATLTCE SDANP PVSHYTWFDWNNQSLPHHSQKLRLE PVKVQHSGAYW cQ
G'I‘NSVGKGRS PLSTLTVYYSPETIGRRVAVGLGS CLAILI LAT CGLKLQRRWKRTQSQQG
'LQENSSGQSFFVRNKKVRRAPLSEGPHSLGCYN PMMEDGI SYTTLRFPEMNI PRTGDAES
SEMQRPPRTCDDTVTYSALHKRQVGDYENVI PDFPEDEG IHYSELI QFGVGERPQAQENV
‘DYVILKH '

(SEQ ID NO: 27)

(28) CD79a (CD79A, CD79q, asociado a inmunoglobulina alfa, una proteina especifica de linfocitos B que
interactua covalentemente con Ig beta (CD79B) y forma un complejo sobre la superficie de moléculas de IgM,
transduce una sefial implicada en la diferenciacion de linfocitos B) SECUENCIA DE PROTEINA Total
mpggpgv...dvglekp (1..226; 226 aa), pl: 4.84, PM: 25028 TM: 2 [P] Gen Cromosoma: 19q13.2, N° de acceso en
Genbank NP_001774.1;

documento WO02003088808, documento US20030228319; documento WO2003062401 (reivindicacion 9);
documento US2002150573 (reivindicacion 4, paginas 13-14); documento W09958658 (reivindicacién 13, Fig 16);
documento W09207574 (Fig 1); documento US5644033; Ha et al. (1992) J. Immunol. 148 (5): 1526-1531;
Mueller et al (1992) Eur. J. Biochem. 22: 1621-1625; Hashimoto et al. (1994) Immunogenetics 40( 4): 287-295;
Preud’homme e al. (1992) Clin. Exp. Immunol. 90(1):141-146; Yu et al. (1992) J. Immunol. 148 (2) 633-637,
Sakaguchi et al. (1988) EMBO J. 7 (11): 3457-3464;

226 aa

MPGGPGVLOALPATI FLLFLLSAVYLGPGCQALWMHKVPASLMVSLG EDAHFQCPHNSSN
NANVTWWRVLHGNYTWP PEFLGPGEDPNGTLI I QNVNKSHGGIYVCRVQEGNESYQQSCG
TYLRVRQPPPRPFLDMGBGTKN’R IITAEGI ILLFCAVVPGTLLL FRKRWQNEICLGLDAGD
EYEDENLYEGLNLDDCSMYEDISRGLOGTYQDVGSLNIGDVQLEKP

(SEQ ID NO: 28)

(29) CXCR5 (receptor del linfoma de Burkitt 1, un receptor acoplado a la proteina G que se activa con la
quimioquina CXCL13, funciona en la migracion de linfocitos y en la defensa humoral, desempefia un papel en la
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infeccion por VIH-2 y quiza en el desarrollo de SIDA, linfoma, mieloma, y leucemia) SECUENCIA DE PROTEINA
Total mnypiltl...atslttf (1..372; 372 aa), pl: 8.54 PM: 41959 TM: 7 [P] Gen Cromosoma: 11g23.3, N° de acceso en
Genbank NP_001707.1;

documento W02004040000; documento W02004015426; documento US2003105292 (Ejemplo 2); documento
US6555339 (Ejemplo 2); documento W0200261087 (Fig 1); documento W0200157188 (Reivindicacion 20,
paginas 269); documento W0200172830 (pagina 12-13); documento W0200022129 (Ejemplo 1, paginas 152-
153, Ejemplo 2, paginas 254-256); documento W09928468 (reivindicacion 1, pagina 38); documento US5440021
(Ejemplo 2, col 49-52); documento W09428931 (paginas 56-58); documento W09217497 (reivindicacion 7, Fig
5); Dobner et al. (1992) Eur. J. Immunol. 22: 2795-2799; Barella et al. (1995) Biochem. J. 309:773-779;

372 aa

MNYPLTLEMDLENLEDLFWELDRLDNYNDTSLVENHLCPATEGPLMASFKAVFVEVAYSL
IFLLGVIGNVLVLVILERHRQTRSSTETFLFHLAVADLLLVFILPFAVAEGSVGWVLGTF
LOKTVIALHEVNFYCSSLLLAC IAVDRYLAIVHAVHAYRHRRLLSIHITCGTIWLVGFLL
ALPEILFAKVSOGHHNNSLPRCTFSOENQAETHAWFTSRFLYHVAGFLLEMLVMGWIY VG
VVHRLRQAQRRPOROQKAVRVAILVTSIFFLCWS PYHIVIFLDTLARLEKAVDNTCKLNGSL
PVAITMCEFLGLAHCCLNPMLYTFAGVEFRSDLSRLLTKLGCTGPASLOQLFPSWRRSSL
SESENATSLTTF

(SEQ ID NO: 29)

(30) HLA-DOB (Subunidad beta de la molécula MHC de clase Il (antigeno la) que se une a péptidos y los
presenta a linfocitos T CD4+) SECUENCIA DE PROTEINA Total mgsgwvp...vllpgsc (1..273; 273 aa, pl: 6.56 PM:
30820 TM: 1 [P] Gen Cromosoma: 6p21.3, N° de acceso en Genbank NP_002111.1;

Tonnelle et al. (1985) EMBO J. 4 (11): 2839-2847; Jonsson et al. (1989) Immunogenetics 29 (6): 411-413; Beck
et al. (1992) J. Mol. Biol. 228: 433-441; Strausberg et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci USA 99: 16899-16903;
Servenius et al. (1987) J. Biol. Chem. 262: 8759-8766; Beck et al. (1996) J. Mol. Biol. 255: 1-13; Naruse et al.
(2002) Tissue Antigens 59: 512-519; documento W09958658 (reivindicacién 13, Fig 15); documento US6153408
(Col 35-38); documento US5976551 (col 168-170); documento US6011146 (col 145-146); Kasahara et al. (1989)
Immunogenetics 30 (1): 66-68; Larhammar et al. (1985) J. Biol. Chem. 260 (26): 14111-14119;

273 aa

MGSGWVPWVVALLVNLTRLDSSMTOGCTDSPEDFVIQAKADCY FTNGTEKVQFVVRFIFNL
EEYVRFDEDVGMFVALTEKLGOPDAEQWNSRLDLLERSRQAVDGVCRHNYRLGAPFTVGRIC
VOPEVTVYPERTPLLHQHNLLHCSVTGFYPGD IKIKWFLNGQEERAGVMSTCPIRNGDWT
FPQTVVMLEMT PELGHVYTCLVDHSSLLS PVSVEWRAQSEY SWHRKMLSGIAAFLLGLIFLL
VGIVIQLRAQKGYVRTOMSGNEVSRAVLLEQSC

(SEQ ID NO: 30)

(31) P2X5 (Canal iénico 5 abierto por el ligando receptor purinérgico P2X, un canal aniénico abierto por ATP
extracelular, puede estar implicado en la transmisiéon y en la neurogénesis sinaptica, la deficiencia puede
contribuir a la patofisiologia de inestabilidad) SECUENCIA DE PROTEINA Total mggagck...lephrst (1..422; 422
aa), pl: 7.63, PM: 47206 TM: 1 [P] Gen Cromosoma: 17p13.3, N° de acceso en Genbank NP_002552.2;

Le et al. (1997) FEBS Lett. 418 (1-2): 195-199; documento W02004047749; documento WO02003072035
(reivindicacién 10); Touchman et al. (2000) Genome Res. 10: 165-173; documento W0200222660 (reivindicacion
20); documento W02003093444 (reivindicacion 1); documento W02003087768 (reivindicacién 1); documento
W02003029277 (pagina 82);

422 aa
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MGQAGCKGLCLSLFDYKTEKYVIAKNKKVGLLYRLLQASI LAYLVVWVFLIKKGYQDVDT
SLOSAVITKVKGVAFTNTSDLGQRIWDVADYVIPAQGENVFFVVTNLIVTPNQRQNVCAE
NEGIPDGACSKDSDCHAGEAVTAGNGVKTGRCLRRENLARGTCET FAWCPLETSSRPEEP
FLKEAEDFTIFIKNHIRFPKFNFSKSNVMDVKDRSFLKSCHFGPKNHYCPIFRLGSVIRW
AGSDFQDIALEGGVIGINIEWNCDLDKAASECHPHYSFSRLDNKLSKSVSSGYNFRFARY
YRDAAGVEFRTLMKAYGIRFDVMVNGKGAFFCDLVLIYLIKKREFYRDKKYEEVRGLEDS
SQEAEDEASGLGLSEQLTSGPGLLGMPEQQELQEPPEAKRGSSSOKGNGSVCPQLLEPHR
ST - '
(SEQ ID NO: 31)

(33)CD72 (antigeno CD72 de diferenciacion de linfocitos B , Lyb-2) SECUENCIA DE PROTEINA Total
maeaity...tafrfpd (1..359; 359 aa), pl: 8.66, PM: 40225 TM: 1 [P] Gen Cromosoma: 9p13.3, N° de acceso en
Genbank NP_001773.1;

documento W02004042346 (reivindicacion 65); documento W02003026493 (paginas 51-52, 57-58); documento
WO0200075655 (paginas 105-106); Von Hoegen et al. (1990) J. Immunol. 144 (12): 4870-4877; Strausberg et al.
(2002) Proc. Natl. Acad. Sci USA 99: 16899-16903;

359 aa

MAEAITYADLRFVKAPLEKESISSRLEQDPGADDDGEITYENVOVPAVLGVPSSLASESVLG
DEAAVEEEQFTASWRAVTSPAVGRILPCRTTCLRYLLLGLLLTCLLLGVTAICLGVRYLO
Ve LOOTNRVLEVINSSLROOLRLKITOLGOSAEDLOGSRRELADSQEALOVEQRAHDR
AEGQLOACOADROKTKETLOSEEQURRALEQKLSNMENRLEPFFTCGSADTCCPSGWIMH

OKSCFYISLTSKNWOESKQCETLS SKLATFSEIY POSHSYYFLNSLLENGGEGHSYWTG
LESNEDWELTDDTORTRTYAQSSKCHEVHETWSWNTLESESCRSSLEY ICEMTAFRFPD

(SEQ ID NO: 32)

(33) LY64 (Antigeno 64 de linfocitos (RP105), proteina de membrana de tipo | de la familia de repeticién rica en
leucina (LRR), regula la activacion y apoptosis de linfocitos B, la pérdida de funcion esta asociada con mayor
actividad de la enfermedad en pacientes con lupus sistémico eritematoso) SECUENCIA DE PROTEINA Total
mafdvsc...rwkyghi (1..661; 661 aa), pl: 6.20, PM: 74147 TM: 1 [P] Gen Cromosoma: 5912, N° de acceso en
Genbank NP_005573.1; documento US2002193567; documento W09707198 (reivindicacién 11, paginas 39-42);
Miura et al. (1996) Genomics 3 (3): 299-304; Miura et al. (1998) Blood 92: 2815-2822; documento
WO02003083047; documento WQ09744452 (reivindicacion 8, paginas 57-61); documento W0200012130 (paginas
24-26);
661 aa
MAFDVESCFFWVVLFSAGCEVITSWDOMCIEXEANKTYNCENLGLSELI PDTLPNTTEFLEF
SFNFLPTIHNRTFSELMNLTFLDLTRCOINWIHEDTFQSHHOLETLVLTGHNPLIFMAETS
LNGPKSLKHLFLIQTGISNLEFIFVHNLENLESLYLGSNHI S5 IKFPEDF PARNLEVLDF
OMMAIHYISREDMRSLEQAINLSLNFNGNHNVEGIELGAFDSTVFQSLNFGGTPNLSVIFN
GLONSTTQSLWLGTFEDIDDEDISSAMLEGLCEMSVESLNLOEHRFSDISSTTFQCFTOL
QRLDLTATHLEGLPSGMEGLNLLEKLVLSVNHFDOLCOISARNFPSLTHLY IRGHNVERKLH
LOVGCLEKLGNLOTLDLSHNDI EASDCCSLOLENLSHLOTLNLSHNEPLGLOSQAFKECE
OLELLDLAFTRLHINAPQS PFONLHFLOVLNLTY CFLDTSNOHLLAGL PVLRHLMLEGNH
FODGTITETHNLLOTVGSLEVLILSSCGLLSIDOQAFHS LGEMSHVDLSHNSLTCDSIDSL
SHLEGIYLNLAANSINIISPRLLPILSQOSTINLSHNPLDCTCSNIHFLTWYEKENLHELE
GEEEHEANPPELRGMSD?KLSCGITAIGIFFLIVFLLLLHILLFFPNKYLLRHKYQH

I
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(SEQ ID NO: 33)

(34) FCRH1 (proteina 1 de tipo receptor de Fc,1 supuesto receptor para el dominio Fc de la inmunoglobulina que
contiene los dominios similar a Ig de tipo C2 e ITAM, puede tener un papel en la diferenciaciéon de linfocitos B)
SECUENCIA DE PROTEINA Total miprlll...vdye-dam (1..429; 429 aa), pl: 5.28, PM: 46925 TM: 1 [P] Gen
Cromosoma: 19g21-1922, N° de acceso en Genbank NP_ 443170.1;
documento W02003077836; documento W0200138490 (reivindicacion 6, Fig 18E-1-18-E-2); Dauvis et al. (2001)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 98 (17): 9772-9777; documento W02003089624 (reivindicaciéon 8); documento
EP1347046 (reivindicacion 1); documento W02003089624 (reivindicacion 7);
429 aa
MLPRLLLLICAPLCEPAELFL IASPSHPTEGSPVTLTCKMPFLQSSDAQPQFCFFRDTRA
LGPGWSSSPKLQIAN'IWKEDTGSYWCEAQTMASIWLRSRRSQINVHRVPVADVSLETQPP

GGQVMEGDRLVLI CSVAMGTGDI TFLWYKGAVGLNI:QS KTQRSLTAEYE IPSVRESDAEQ

YYCVAENGYGPSPSGLVSITVRI PVSRPILMLRAPRAQAAVEDVLELHCEALRGSPPILY
WFYHEDI TLGSRSAPSGGGASFNLSLTEEH SGNYS CEANNGLGAQRSEAVTLNFTVPTGA
_RSNHLTSGVIEGLLSTLGPATVALLFCYGLKRKIGRRSARDPLRSLPS PLPQEFTYLNSP
TPGQLQPIYENVNVVSGDEWSIAYYNQPEQESVAAETLGTHMEDKVSLDIYSRLRKANI
TDVDYEDAM

(SEQ ID NO: 34)

(35) IRTA2 (Translocacion asociada al receptor 2 de la superfamilia de inmunoglobulinas, un supuesto
inmunoreceptor con posibles papeles en el desarrollo y la linfomageénesis de linfocitos B; la desregulacion de los
genes por translocacion se produce en algunas neoplasias de linfocitos B) SECUENCIA DE PROTEINA Total
mllwvil...assaphr (1..977; 977 aa), pl: 6.88 PM: 106468 TM: 1 [P] Gen Cromosoma: 1921, N° de acceso en
Genbank NP_112571.1; documento W02003024392 (reivindicacion 2, Fig 97); Nakayama et al. (2000) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 277 (1): 124-127; documento WO2003077836; documento WO200138490
(reivindicacién 3, Fig 18B-1-18B-2);
977 aa
MLLWVILLVLAPVSGOFARTPRPIIFLOPPWTTVFQGERVILTCKGFRFYSPQETEWYHR
YLGKEILRETPDHNILEVOESGEYRCOAOGSPLESPVHLDFSSASLILOAPLSVFEGDS VYV
LRCRAFAEVTLMNT I Y KNDNVLAFLNKRTDFHI PHACLEDHGAYRCTGYKESCCPVSSNT
VEIQVOEPFTREVLRASSFOPISGNFVTLTCETQLSLERSDVPLRFRFFRDDOTLGLGWS
LEFNFOI TAMW S D SR Y WO KAATMPHSVIEDEPREWIOVO I PASHPVLTLSPEKALNFE
GTEVTLHCETQEDSLRTLYRFYHEGVPLREHESVRCERGASISFSLTTENSCGIYYCTADNG
LEAKPSKAVELEVTVEPVSHPVLNLE SPEDL IFEGAKVTLHCEAQRGSLPILYQFHHEDAR,
LERRSANSAGGVALSEFSLTAEHSGNY Y CTADNGFGPOREKAVSLEITVPVSHFVLTLSSA
EALTFECGATVT LHCEVORGS PO ILYQFYHEDMPLWSSSTPEVGRVSFEFSLTEGHSGNYY
CTADNGEFEPORSEVVSLEFVTVPVERPILTLRVPRAOAVVGDLLELHCEAPRGSPPILYWE
YHEDVTLGSSSAPSGEEASFNLELTAEHSGNY SCEANNGLVAQHSDTISLSVIVEVSRPI
LTFRAPRAQAVVGDLLELHCEALRGSSPILYWFYHEDVTLGKISAPSGGGASFNLSLTTE
HEGIYSCEADNGPEAQRSEMVTLEVAVPVEREPVLTLRAPGTHARVGDLLELHCEALRGSP
LILYRFFHEDVTILGNRSSPSGEASLNLSLTAEHSGNY SCEADNGLGADRSETVTLYITGL
TANRSGPFATGVAGGLLS IAGLAAGALLLYCWLSRKAGRKPASDPARSPPDSDSQEPTYH
NVPAWEELOPV Y THANPRGENVVY EEVE L IQEK K KHAVASDPRHLRNEGSPLIYSEVEVA,

ETPVEQSLFLASSAPHR

(SEQ ID NO: 35)
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Véase también: documento WO004/045516 (03 Jun 2004); documento WO03/000113 (03 Ene 2003); documento
WO002/016429 (28 Feb 2002); documento WO002/16581 (28 Feb 2002); documento WO003/024392 (27 Mar 2003);
documento WO04/016225 (26 Feb 2004); documento WO01/40309 (07 Jun 2001), y solicitud de patente Provisional
de Estados Unidos con N° de Serie 60/520842 "COMPOSITIONS AND METHODS FOR THE TREATMENT OF
TUMOR OF HEMATOPOIETIC ORIGIN", presentada el 17 Nov 2003.

En un ejemplo, el Conjugado de Ligando-Conector-Farmaco tiene la Formula llla, en la que el Ligando es un
anticuerpo Ab que incluye uno que se une a al menos un antigeno de CD30, CD40, CD70, Lewis Y,w=0,y=0,yD
tiene la Formula Ib. Conjugados a Modo de ejemplo de Formula llla incluyen aquéllos en los que R'7 es -(CH2)s-.
Ademas, se incluyen dichos Conjugados de Férmula llla en la que D tiene la estructura del Compuesto 2 en el
Ejemplo 3 y ésteres del mismo. Ademas, se incluyen dichos Conjugados de Férmula Illa que contienen de
aproximadamente 3 a aproximadamente 8, en un aspecto, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 restos de
Farmaco D, es decir, los Conjugados de Férmula la en la que p es un valor en el intervalo de aproximadamente 3-8,
por ejemplo aproximadamente 3-5. También se describen conjugados que contienen combinaciones de las
caracteristicas estructurales que se indican en este parrafo.

En otro ejemplo, el Conjugado de Ligando-Conector-Farmaco tiene la Formula llla, en la que el Ligando es un
Anticuerpo Ab que se une a un antigeno de CD30, CD40, CD70, Lewis Y, w =1,y =0, y D tiene la Férmula Ib. Se
incluyen dichos Conjugados de Formula llla en la que R'” es -(CH2)s-. Ademas, se incluyen dichos Conjugados de
Formula llla en la que W es -Val-Cit-, y/o en la que D tiene la estructura del Compuesto 2 en el Ejemplo 3 y ésteres
del mismo. Ademas, se incluyen dichos Conjugados de Férmula llla que contienen de aproximadamente 3 a
aproximadamente 8, preferentemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 restos de Farmaco D, es decir,
Conjugados de Férmula la en la que p es un valor en el intervalo de aproximadamente 3-8, preferentemente de
aproximadamente 3-5. Los Conjugados que contienen combinaciones de las caracteristicas estructurales que se
indican en este parrafo también son a modo de ejemplo.

En un ejemplo, el Conjugado de Ligando-Conector-Farmaco tiene la Féormula llla, en la que el Ligando es un
Anticuerpo Ab que se une a un antigeno de CD30, CD40, CD70, Lewis Y, w =1,y =1,y D tiene la Férmula Ib. Se
incluyen los Conjugados de Formula llla en la que R'” es -(CH2)s-. Ademas, se incluyen dichos Conjugados de
Férmula llla en la que: W es -Val-Cit-; Y has Férmula X; D tiene la estructura del Compuesto 2 en el Ejemplo 3 y
ésteres del mismo; p es de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, preferentemente de aproximadamente 3 a
aproximadamente 5 restos de Farmaco D. También se contemplan los Conjugados que contienen combinaciones de
las caracteristicas estructurales que se indican en este parrafo.

Un ejemplo adicional es un conjugado de anticuerpo farmaco (ADC), o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, en el que Ab es un anticuerpo que se une a uno de los antigenos asociados a tumores (1)-(35)
que se han indicado anteriormente (el "Compuesto TAA").

Un ejemplo es el Compuesto TAA o sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo que esta en forma aislada
y purificada. También se describe un método para eliminar o inhibir la multiplicacién de una célula tumoral o célula
cancerosa que comprende administrar a un paciente, por ejemplo un ser humano con un trastorno hiperproliferativo,
una cantidad del Compuesto TAA o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, siendo dicha
cantidad eficaz para eliminar o inhibir la multiplicaciéon de una célula tumoral o una célula cancerosa.

También se describe un método para tratar cancer que comprende administrar a un paciente, por ejemplo un ser
humano con un trastorno hiperproliferativo, una cantidad del Compuesto TAA o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, siendo dicha cantidad eficaz para tratar cancer, solo o junto con una cantidad eficaz de un
agente anticancer adicional.

Otra realizacion es un método para tratar una enfermedad autoinmune, que comprende administrar a un paciente,
por ejemplo un ser humano con un trastorno hiperproliferativo, una cantidad del Compuesto TAA o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable del mismo, siendo dicha cantidad eficaz para tratar una enfermedad autoinmune.

Los antidotos adecuados para su uso en la invencion se pueden producir mediante cualquier método conocido en la
técnica para la sintesis de anticuerpos, en particular, mediante sintesis quimica o mediante expresién recombinante,
y se producen preferentemente mediante técnicas de expresion recombinante.

4.5.1 PRODUCCION DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES

Los anticuerpos se pueden producir usando cualquier método conocido en la técnica por ser util para la sintesis de
anticuerpos, en particular, mediante sintesis quimica o mediante expresion recombinante.

La expresién recombinante de anticuerpos, o fragmento, derivado o analogo de los mismos, requiere la construccion
de un acido nucleico que codifica el anticuerpo. Si se conoce la secuencia de nucleétidos del anticuerpo, un acido
nucleico que codifica el anticuerpo se pueden ensamblar a partir de oligonucleétidos sintetizados quimicamente (por
ejemplo, tal como se describe en Kutmeier et al., 1994, BioTechniques 17: 242), que implica la sintesis de
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oligonucledtidos de solapamiento que contienen porciones de la secuencia que codifica el anticuerpo, hibridacion y
ligadura de esos oligonucleodtidos, y a continuacion amplificacion de los oligonucleétidos ligados, por ejemplo, por
PCR.

Como alternativa, una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo se puede generar a partir de una fuente
adecuada. Si un clon que contiene el acido nucleico que codifica el anticuerpo en particular no esta disponible, pero
se conoce la secuencia del anticuerpo, se puede obtener un acido nucleico que codifica el anticuerpo a partir de una
fuente adecuada (por ejemplo, una biblioteca de cADN de anticuerpos, o una biblioteca de cADN generada a partir
de cualquier tejido o células que expresan la inmunoglobulina) mediante, por ejemplo, amplificacion por PCR usando
cebadores sintéticos que se pueden hibridar en los extremos 3’ y 5’ de la secuencia mediante clonacion usando una
secuencia de oligonucleétidos especifica para la secuencia genética en particular.

Si un anticuerpo que reconoce especificamente un antigeno en particular no esta disponible en el mercado (o una
fuente para una biblioteca de cADN para clonar un acido nucleico que codifica dicha inmunoglobulina), los
anticuerpos especificos para un antigeno en particular se pueden generar mediante cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo, por inmunizacion de un paciente, o modelo animal adecuado tal como conejo o raton, para
generar anticuerpos policlonales o, mas preferentemente, mediante generacién de anticuerpos monoclonales, por
ejemplo, tal como se describe en Kohler y Milstein (1975, Nature 256: 495-497) o, tal como se describe en Kozbor et
al. (1983, Immunology Today 4:72) o Cole et al. (1985 in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., paginas 77-96). Como alternativa, se puede obtener un clon que codifica al menos la porcion Fab del anticuerpo
por identificaciéon sistematica de bibliotecas de expresion de Fab (por ejemplo, tal como se describe en Huse et al.,
1989, Science 246: 1275-1281) para clones de fragmentos de Fab que se unen al antigeno especifico o mediante
identificacion sistematica de bibliotecas de anticuerpos (Véase, por ejemplo, Clackson et al., 1991, Nature 352: 624;
Hane et al., 1997 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4937).

Una vez que se obtiene una secuencia de acidos nucleicos que codifican al menos el dominio variable del
anticuerpo, se puede introducir en un vector que contiene la secuencia de nucleotidos que codifica las regiones
constantes del anticuerpo (véase, por ejemplo, Publicacion Internacional N° WO 86/05807; documento WO
89/01036; y Patente de Estados Unidos N° 5122464). Estan disponibles vectores que contienen la cadena ligera o
pesada completa que permite la expresién de una molécula completa de anticuerpo. A continuacion, se puede usar
el acido nucleico que codifica el anticuerpo para introducir las sustituciones o supresiones de nucleétidos necesarias
para sustituir (o suprimir) el uno o mas restos de cisteina de la regién variable que participan en una union disulfuro
intracadena con un resto de aminoacido que no contiene un grupo sulfhidrilo. Dichas modificaciones se pueden
realizar mediante cualquier método conocido en la técnica para la introduccion de mutaciones o supresiones
especificas en una secuencia de nucleétidos, por ejemplo, pero no se limitan a, mutagénesis quimica y mutagénesis
dirigida al sitio in vitro (Hutchinson et al., 1978, J. Biol. Chem. 253: 6551).

Ademéds, se pueden usar técnicas desarrolladas para la produccion de "anticuerpos quiméricos" (Morrison et al.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 851-855; Neuberger et al., 1984, Nature 312: 604-608; Takeda et al., 1985, Nature
314: 452-454) mediante empalme de genes a partir de la molécula de anticuerpos de ratén de una especificidad a
antigenos apropiada junto con genes a partir de una molécula de anticuerpo humano y actividad biolégica apropiada.
Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones se derivan de diferentes especies animales,
tales como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo monoclonal de murino y una region
constante de inmunoglobulina humana, por ejemplo, anticuerpos humanizados.

Como alternativa, técnicas que se describen para la produccion de anticuerpos de una sola cadena (Patente de
Estados Unidos N° 4.694.778; Bird, 1988, Science 242: 423-42; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
5879-5883; y Ward et al., 1989, Nature 334: 544-54) se pueden adaptar para producir anticuerpos de una sola
cadena. Los anticuerpos de una sola cadena se forman por unién de los fragmentos de cadena pesada y ligera de la
regién Fv a través de un puente de aminoacido, dando como resultado un polipéptido de una sola cadena. Ademas,
se pueden usar técnicas para el ensamblaje de fragmentos funcionales de Fv en E. coli (Skerra et al., 1988, Science
242: 1038-1041).

Se pueden generar fragmentos de anticuerpos que reconocen epitopos especificos mediante técnicas conocidas.
Por ejemplo, dichos fragmentos incluyen, pero no se limitan a los fragmentos de F(ab’)2 que se pueden producir
mediante digestién con pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos de Fab que se pueden generar por
reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos de F(ab’)2.

Una vez que se ha obtenido una secuencia de acidos nucleicos que codifican un anticuerpo, el vector para la
producciéon del anticuerpo se puede producir mediante tecnologia de ADN recombinante usando técnicas bien
conocidas en la materia. Se pueden usar métodos que son bien conocidos por los expertos en la materia para
construir vectores de expresion que contienen las secuencias que codifican el anticuerpo y sefiales de control de
transcripcion y traduccion apropiadas. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro,
técnicas sintéticas, y recombinacion genética in vivo. Véanse, por ejemplo, las técnicas que se describen en
Sambrook et al. (1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY) y Ausubel et al. (eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY).
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Un vector de expresién que comprende la secuencia de nucleétidos de un anticuerpo o la secuencia de nucleétidos
de un anticuerpo se puede transferir a una célula huésped mediante técnicas convencionales (por ejemplo,
electroporacion, transfeccion liposomal, y precipitacion con fosfato de calcio), y las células transfectadas se cultivan
a continuacion mediante técnicas convencionales para producir el anticuerpo. En realizaciones especificas, la
expresion del anticuerpo se regula mediante un promotor especifico constitutivo, inducible o un tejido.

Las células huésped usadas para expresar el anticuerpo recombinante pueden ser células bacterianas tales como
Escherichia coli, o, preferentemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de toda la molécula de
inmunoglobulina recombinante. En particular, células de mamiferos tales como células de ovario de hamster chino
(CHO), en conjunto con un vector tal como el elemento promotor genético primitivo intermedio principal de
citomegalovirus humano es un sistema de expresion eficaz para inmunoglobulinas (Foecking et al., 198, Gene
45:101; Cockett et al., 1990, BioTechnology 8:2).

Una diversidad de sistemas de vectores de expresién en huésped se puede usar para expresar los anticuerpos de
inmunoglobulina. Dichos sistemas de expresiéon en huésped representan vehiculos mediante los cuales se pueden
producir las secuencias de codificacidén del anticuerpo y purificar posteriormente, pero también representan células
que, cuando se transforma o se transfectan con la secuencia de codificacién de nucleotidos apropiada, expresan una
molécula de inmunoglobulina de anticuerpo in situ. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como
bacterias (por ejemplo, E. coli y B. subtilis) transformados con vectores de expresion de ADN bacteri6fago
recombinante, ADN de plasmido o ADN césmido que contiene secuencias de codificacién de inmunoglobulina;
levadura (por ejemplo, Saccharomyces Pichia) transformada con vectores de expresion de levadura recombinante
gue contienen secuencias de codificacion de inmunoglobulina; sistemas celulares de insecto infectados con vectores
de expresion de virus recombinante (por ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias de codificacion de
inmunoglobulina; sistemas celulares vegetales infectados con vectores de expresién de virus recombinante virus (por
ejemplo, virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico del tabaco (TMV)) o transformados con vectores
de expresion de plasmido recombinante (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias de codificacion de
inmunoglobulina; o sistemas celulares de mamifero (por ejemplo, células COS, CHO, BH, 293, 293T, 3T3) que
albergan constructos de expresion recombinante que contienen promotores derivados del genoma de células de
mamifero (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamifero (por ejemplo, el promotor tardio de
adenovirus; el promotor 7.5K del virus de vaccinia).

En sistemas bacterianos, un nimero de vectores de expresion se puede seleccionar ventajosamente dependiendo
del uso pretendido para el anticuerpo que se esta expresando. Por ejemplo, cuando se va a producir una gran
cantidad de dicha proteina, podrian ser deseables vectores que dirigen la expresion de niveles altos de productos de
proteinas de fusiéon que se purifican facilmente. Dichos vectores incluyen, pero no se limitan a, el vector pUR278 de
expresion de E. coli (Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:1791), en el que la secuencia que codifica el anticuerpo se
puede librar individualmente en el vector en marco con la region de codificaciéon lac Z de modo que se produce una
proteina de fusion; vectores pIN (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster,
1989, J. Biol. Chem. 24: 5503-5509); y similares. Ademas, se pueden usar Vectores pGEX para expresar
polipéptidos extrafios como proteinas de fusion con glutation S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de
fusion son solubles y se pueden purificar facilmente a partir de células lisadas por adsorpciéon y unién a una matriz
de perlas de glutatibn-agarosa seguido de elucion en presencia de glutation libre. Los vectores pGEX se disefian
para incluir sitios de escision de proteasa de trombina o factor Xa de modo que el producto genético diana clonado
se puede liberar del resto de GST.

En un sistema de insecto, el virus de polihedrosis nuclear de Aufographa californica (AcNPV) o el virus analogo de
Drosophila Melanogaster se usa como un vector para expresar genes extrafios. El virus crece en células de
Spodoptera frugiperda. La secuencia que codifica anticuerpos se puede clonar individualmente en regiones no
esenciales (por ejemplo, el gen de polihedrina) del virus y colocar bajo control de un promotor AcNPV (por ejemplo el
promotor de polihedrina).

En células huésped de mamifero, se puede usar un nimero de sistemas de expresion basados en virus. En casos
en los que se usa un adenovirus como un vector de expresion, la secuencia que codifica anticuerpos de interés se
puede ligar un complejo de control de transcripcion/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la
secuencia directora tripartita. Este gen quimérico se puede insertar a continuacién en el genoma del adenovirus
mediante recombinacion in vitro o in vivo. La insercién en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, la
regiéon E1 o E3) da como resultado un virus recombinante que es viable y capaz de expresar la molécula de
inmunoglobulina en huéspedes infectados (por ejemplo, véase Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
355-359). Ademas como sefales de iniciacion especificas pueden ser necesarias para una traduccién eficaz de
secuencias de codificacion de anticuerpos insertadas. Estas sefales incluyen el codon de iniciacion ATG y
secuencias adyacentes. Ademas, el codén de iniciacion debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia
de codificacion deseada para asegurar la traduccion de todo el inserto. Estas sefiales exdgenas de control de
traduccién y codones de iniciacion pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de
expresion se puede potenciar con la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados, terminado
desde transcripcion, etc. (véase Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153: 51-544).
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Ademas, se puede elegir una cepa de célula huésped para modular la expresion de las secuencias insertadas, o
modificar y procesar el producto genético en la forma especifica deseada. Dichas modificaciones (por ejemplo,
glicosilacion) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos pueden ser importantes para la funcion
de la proteina. diferentes células huésped tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y
la modificacién después de la traduccién de productos proteicos y genéticos. Se pueden elegir lineas celulares o
sistemas de huésped apropiados para asegurar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina extrafia
expresada. Para este fin, se pueden usar células huésped eucariotas que poseen la maquinaria celular para
procesamiento apropiado del transcripto primario, glicosilacién, y fosforilacion del producto genético. Dichas células
huésped de mamifero incluyen, pero no se limitan a, CHO, VERY, BH, Hela, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3, WI38,
BT483, Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, CRL7030 y Hs578Bst.

Para produccién de proteinas recombinantes con alto rendimiento, a largo plazo, es precedente la expresion estable.
Por ejemplo, se puede modificar genéticamente lineas celulares que expresan de forma estable un anticuerpo. En
lugar de usar vectores de expresiéon que contienen origenes virales de replicacion, se pueden transformar células
huésped con ADN controlado mediante elementos de control de expresion apropiados (por ejemplo, promotor,
potenciador, secuencias, terminado desde la transcripcion, sitios de poliadenilacion, etc.), y un marcador que se
puede seleccionar. Después de la introduccion del ADN extrafio, se puede permitir que células modificadas
genéticamente crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido, y a continuaciéon se intercambian a un medio
selectivo. El marcador que se puede seleccionar en el plasmido recombinante confiere resistencia a la selecciéon y
permite que las células integren de forma estable el plasmido en sus cromosomas y crezcan para formar focos que a
su vez se pueden clonar y expandir en lineas celulares. Este método se puede usar ventajosamente para modificar
genéticamente lineas celulares que expresan el anticuerpo. Dichas lineas celulares modificadas genéticamente
pueden ser particularmente utiles en la identificacion sistematica y evaluacién de antigenos tumorales que
interactuan directa o indirectamente con el anticuerpo.

Se puede usar un niumero de sistemas de seleccién, que incluyen pero no se limitan a la timidina quinasa del virus
del herpes simplex (Wigler et al., 1977, Cell 11: 223), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Szybalska &
Szybalski, 192, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:202), y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell 22:
817), se pueden usar genes en células tk-, hgprt- o aprt-, respectivamente. Ademas, se puede usar resistencia
antimetabolitos como la base de seleccion para los siguientes genes: DHFR, que confiere resistencia al metotrexato
(Wigler et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 357; O’'Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527);
gpt, que confiere resistencia al acido micofenoélico (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072); neo,
que confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Clinical Pharmacy 12: 488-505; Wu y Wu, 1991, Biotherapy 3: 87-
95; Tolstoshev, 1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32: 573-596; Mulligan, 1993, Science 260: 926-932; y Morgan y
Anderson, 1993, Ann. Rev. Biochem. 62: 191-217; mayo de 1993, TIB TECH 11 (5): 155-215) e higro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30: 147). Los métodos conocidos normalmente en la técnica
de tecnologia de ADN recombinante que se pueden usar se describen en Ausubel et al. (eds., 1993, Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY; y en los Capitulos 12 y 13, Dracopoli et al. (eds), 1994, Current Protocols in Human
Genetics, John Wiley & Sons, NY.; Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150:1).

Los niveles de expresion de un anticuerpo se pueden elevar por amplificacion del vector (para una revision, véase
Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of cloned genes in
mammalian cells in DNA cloning, Vol.3. (Academic Press, Nueva York, 1987)). Cuando un marcador en el sistema
de vector que expresa un anticuerpo se puede amplificar, un aumento en el nivel de inhibir el presente en cultivo de
células huésped aumentara el nimero de copias del gen marcador. Dado que la regién amplificada se asocia con la
secuencia de nucleotidos del anticuerpo, la produccién del anticuerpo también aumentara (Crouse et al., 1983, Mol.
Cell. Biol. 3:257).

La célula huésped se puede cotransfectar con dos vectores de expresion, el primer vector que codifica una cadena
pesada derivada de polipéptidos y el segundo vector que codifica una cadena ligera derivada de polipéptidos. Los
dos lectores pueden contener marcadores idénticos que se pueden seleccionar que permiten la misma expresion de
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Como alternativa, se puede usar un solo vector que codifique polipéptidos
tanto de cadena pesada como ligera. En dichas situaciones, la cadena ligera se deberia colocar antes de la cadena
pesada para evitar un exceso de cadena pesada sin téxicos (Proudfoot, 1986, Nature 322: 52; Kohler, 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77: 2197). Las secuencias de codificacién para las cadenas pesadas y ligeras pueden
comprender cADN o ADN gendmico.

Una vez que el anticuerpo se ha expresado de forma recombinante, se puede purificar usando cualquier método
conocido en la técnica a la purificacion de un anticuerpo, por ejemplo, por cromatografia (por ejemplo, intercambio
i6nico, afinidad, particularmente por afinidad para el antigeno especifico después de Proteina A, y cromatografia de
exclusién por tamafo), centrifugacion, solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra técnica convencional para la
purificacién de proteinas.

En un ejemplo particular, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
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En cualquier caso, los anticuerpos hibridos tienen una especificidad doble, preferentemente con uno o mas sitios de
unién especificos para el hapteno de eleccién o uno o mas sitios de unién especificos para un o antigeno diana, por
ejemplo, un antigeno asociado con un tumor, una enfermedad autoinmune, un organismo infeccioso, u otro estado
de enfermedad.

4.5.2 PRODUCCION DE ANTICUERPOS

La produccion de anticuerpos se ilustrara con referencia a anticuerpos anti-CD30 pero sera evidente para los
expertos en la materia que se pueden producir anticuerpos para otros miembros de la familia de receptores la TNF y
modificar de una manera similar. El uso de CD30 para la produccion de anticuerpos se hace solamente a modo de
ejemplo y no pretende ser limitante.

El antigeno CD30 a usar para la produccion de anticuerpos puede ser, por ejemplo, una forma soluble del dominio
extracelular de CD30 o una porcién del mismo, que contiene el epitopo deseado. Como alternativa, las células que
expresan CD30 en su superficie celular (por ejemplo, L540 (linea celular derivada de linfoma Hodgkin con un
fenotipo de linfocitos T) y L428 (linea celular derivada de linfoma Hodgkin con un fenotipo de linfocitos B)) se pueden
usar para generar anticuerpos. Otras formas de CD30 utiles para generar anticuerpos seran evidentes para los
expertos en la materia.

En otro ejemplo, el antigeno ErbB2 a usar para la produccion de anticuerpos puede ser, por ejemplo, una forma
soluble del dominio extracelular de ErbB2 o una porcién del mismo, que contiene el epitopo deseado. Como
alternativa, las células que expresan ErbB2 en su superficie celular (por ejemplo, células NIH-3T3 transformadas
para que sobreexpresen ErbB2; o una linea celular de carcinoma tal como células SK-BR-3, véase Stancovski et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8691-8695 (1991)) se pueden usar para generar anticuerpos. Otras formas de ErbB2
Utiles para generar anticuerpos seran evidentes para los expertos en la materia.

(i) Anticuerpos Policlonales

Los anticuerpos policlonales aumentan preferentemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas
(sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno relevante con
una proteina que es inmunogénica en las especies a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana,
albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o de
derivatizacion, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de restos de cisteina),
N-hidroxisuccinimida (a través de restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl2, o R'N=C=NR, en el
que Ry R son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan frente al antigeno, conjugados inmunogénicos, o derivados por combinacion, por
ejemplo, de 100 pg o 5 ng de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volumenes de
adyuvante completo de Freund y la solucién se inyecta por via intradérmica en multiples sitios. Un mes mas tarde,
los animales se refuerzan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de
Freund por inyeccién subcutanea en multiples sitios. De siete a 14 dias mas tarde, se extrae sangre a los animales y
el suero se somete al ensayo para titulo de anticuerpos. Los animales se refuerzan hasta las mesetas del titulo.
Preferentemente, el animal se refuerza con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado con una proteina
diferente y/o a través de un reactivo de reticulacion diferente. Los conjugados también se pueden preparar en cultivo
celular recombinante en forma de fusiones de proteinas. Ademas, agentes de agregacion tales como alum se usan
adecuadamente para potenciar la respuesta inmune.

(ii) Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se obtienen a partir de una poblacién de anticuerpos basicamente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblaciéon son idénticos excepto por las posibles mutaciones
de origen natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Por lo tanto, el modificador "monoclonal”
indica el caracter del anticuerpo como que no es una mezcla de anticuerpos distintos.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando el método del hibridoma que se describié
primero en y Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o se puede preparar mediante métodos de ADN recombinante
(Patente de Estados Unidos N° 4816567).

En el método del hibridoma, un ratén otro modelo animal apropiado, tal como un hamster, se inmuniza tal como se
ha descrito anteriormente en el presente documento para hacer que los linfocitos que producen o que son capaces
de producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina se usen para la inmunizacién. Como alternativa,
los linfocitos se pueden inmunizar in vitro. A continuacion, los linfocitos se funden con células de mieloma usando un
agente de fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)).
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Las células de hibridoma preparadas de este modo se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado que
contiene preferentemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma precursoras, sin fundir. Por ejemplo, si las células de mieloma precursoras carecen de la enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira por lo
general hipoxantina, aminopterina, y timidinla (medio de HAT), cuyas sustancias previenen el crecimiento de células
deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferentes son las que se funden de forma eficaz, mantienen un nivel alto estable de
produccién de anticuerpos mediante las células seleccionadas que producen anticuerpos, y son sensibles a un
medio tal como medio de HAT. Entre éstas, las lineas celulares de mieloma preferentes son lineas de mieloma de
murino, tales como las obtenidas a partir de tumores de raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute
Cell Distribution Center, San Diego, California USA, y células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, Rockville, Mariland USA. Ademas, se han descrito lineas celulares de mieloma humano
y heteromieloma de ratén-humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol.,
133:3001 (1984); y Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51-63
(Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

Los medios de cultivo en los que se cultivan células de hibridoma se someten a ensayo para la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos frente al antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de anticuerpos
monoclonales producidos por células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacién o por un ensayo de unién
in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). La afinidad de
unioén del anticuerpo monoclonal, por ejemplo, se puede determinar con el analisis Scatchard de Munson et al., Anal.
Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad, y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucion limitante y cultivar con métodos
convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academic Press, 1986)).
Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las
células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como tumores de ascitis en un animal.

Los anticuerpos monoclonales segregados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
de ascitis, o suero con procedimientos convencionales de purificacién de anticuerpos tales como, por ejemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia en hidroxilapatito, electroforesis en gel, dialisis, o cromatografia por afinidad.

El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla y secuencia facilmente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a
genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos de murino). Las células de hibridoma sirven como
una fuente preferente de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que a
continuacion se transfectan en células huésped tales como células de E. coli cells, células COS de simios, células de
Ovario de Hamster Chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otro modo proteinas de anticuerpos,
para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Articulos de revisién
sobre expresion recombinantes en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo incluyen Skerra et al., Curr. Opinion
in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs., 130: 151-188 (1992).

Los anticuerpos monoclonales o fragmento de anticuerpos se pueden aislar a partir de fagotecas de anticuerpos
generadas usando las técnicas que se describen en McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990). Clackson et al.,
Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol.,, 222: 581-597 (1991) describen el aislamiento de
anticuerpos de murino y malos, respectivamente, usando fagotecas. Las publicaciones posteriores describen la
produccién de anticuerpos humanos de alta afinidad (de rango nM) human mediante redistribucion de cadenas
(Marks et al., Bio/technology, 10: 779-783 (1992)), asi como infeccién combinatoria y recombinacién in vivo como
una estrategia para construir fagotecas muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266 (1993)).
Por lo tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpo
monoclonal para aislamiento de anticuerpos monoclonales.

Ademas, el ADN puede modificar, por ejemplo, mediante sustitucion de la secuencia de codificacién para dominios
constantes de cadena pesada y cadena ligera humanos en lugar de las secuencias de murino homélogas (Patente
de Estados Unidos N° 4816567; y Morrison, et al. (1984) Proc. Natl Acad. Sci. USA 81:6851), o mediante union
covalente a la secuencia de codificacién de inmunoglobulina de toda o parte de la secuencia de codificacion para un
polipéptido de no inmunoglobulina.

Por lo general, dichos polipéptidos de no inmunoglobulina se sustituyen para los dominios constantes de un
anticuerpo, o se sustituyen para los dominios variables de un sitio de combinacién con antigenos de un anticuerpo
para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién con antigenos que tiene
especificidad para un antigeno y otro sitio de combinacién con antigenos que tiene especificidad para un antigeno
diferente.
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(iii) Anticuerpos Humanizados

Un anticuerpo humanizado puede tener uno o mas restos de aminoacidos introducidos en él a partir de una fuente
que no es humana. Estos restos de aminoacido no humano a menudo se denominan restos "de importacion”, que
por lo general se toman de un dominio variable "de importaciéon". La humanizacion se puede realizar basicamente
siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature,
332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239: 1534-1536 (1988)), mediante sustitucion de secuencias de la
regién hipervariable las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos
anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567) en los que
basicamente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido con la secuencia correspondiente de
una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son por lo general anticuerpos humanos en los
que algunos restos de la regién hipervariable y posiblemente algun resto de FR estan sustituidos con restos de sitios
andlogos en anticuerpos de roedor.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a usar en la preparacion de anticuerpos
humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el método denominado de "mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se identifica sistematicamente frente a toda la
biblioteca de secuencias conocidas de dominio variable humano. La secuencia humana es la mas cercana a la del
roedor se acepta a continuacién como la regién marco humana (FR) para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J.
Immunol., 151: 2296 (1993); Chotia et al., J. Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro método usa una regién marco en
particular obtenida a partir de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo en particular
de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede usar para varios anticuerpos humanizados diferentes
(Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151: 2623 (1993)).

Los anticuerpos se pueden humanizar con retencion de alta afinidad para el antigeno y otras propiedades biologicas
favorables. Los anticuerpos humanizados se pueden preparar mediante un proceso de analisis de las secuencias
precursoras y varios productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias
precursora y humanizada. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulina estén disponibles habitualmente son
familiares para los expertos en la materia. Estan disponibles programas de ordenador que ilustran y presentan
estructuras conformacionales en tres dimensiones probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas. La
inspeccion de estas presentaciones permite el andlisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de restos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los restos de FR se pueden seleccionar y
combinar a partir de las secuencias, receptora y de importacién, de modo que se consigue la caracteristica deseada
del anticuerpo, tal como mayor afinidad por el antigeno o antigenos diana. En general, los restos de la regiéon
hipervariable estan directamente y mas basicamente implicados en la influenciacion de la unién a antigenos.

Se contemplan diversas formas del anticuerpo humanizado. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede ser un
fragmento de anticuerpo, tal como un Fab. Como alternativa, el anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo
intacto, tal como un anticuerpo de IgG1 intacto.

Los Ejemplos describen la producciéon de un anticuerpo anti-ErbB2 humanizado a modo de ejemplo. El anticuerpo
humanizado puede comprender, por ejemplo, restos de la region hipervariable no humana incorporados en un
dominio pesado variable humano y puede comprender adicionalmente una sustitucion de la regién marco (FR) en
una posicién seleccionada entre el grupo que consiste en 69H, 71H y 73H usando el sistema de numeracién del
dominio variable se establece en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). En una realizacion, el anticuerpo humanizado
comprende sustituciones de FR endos6 todas las posiciones de 69H, 71H y 73H. Otro Ejemplo describe la
preparaciéon de anticuerpo de trastuzumab unificado a partir de la formulacion de HERCEPTIN®.

(iv) Anticuerpos Humanos

Como una alternativa a la humanizacién, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, en la actualidad es
posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, después de inmunizacion, de
producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégenas.
Por ejemplo, se ha descrito que la supresidon homocigoto del gen de la regién de unién de cadena pesada del
anticuerpo (Ju) en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal da como resultado la inhibicion completa de
produccién de anticuerpos endégenos. La transferencia de la matriz del gen de inmunoglobulina de linea germinal
humana en dichos ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la produccion de anticuerpos humanos
después de la estimulacion con antigenos. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7:33 (1993); y
Patentes de Estados Unidos N° 5.591.669, N° 5.589.369 y N° 5.545.807.

Como alternativa, se puede usar tecnologia de presentacion de fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553 (1990))

para producir anticuerpos y fragmentos de anticuerpos humanos in vitro, a partir de repertorios genéticos dominio
variable (V) de inmunoglobulina a partir de donantes sin inmunizar. De acuerdo con esta técnica, genes de dominio
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V de anticuerpos se clona en el marco en un gen de proteina de revestimiento principal o secundario de un
bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presenta como fragmentos de anticuerpo funcionales en la
superficie de la particula del fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN monocatenario
del genoma del fago, las selecciones sobre la base de las propiedades funcionales del anticuerpo también daran
como resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. Por lo tanto, el fago
imita algunas de las propiedades de los linfocitos B. La presentacion de fagos se puede realizar en diversos
formatos; para su revision véanse, por gjemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural
Biology 3: 564-571 (1993). Se pueden usar varias fuentes de segmentos de gen V para presentacion de fagos.
Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una matriz variada de anticuerpos de anti-oxazolona a partir de
una pequefia biblioteca combinatoria aleatoria de genes V obtenidos a partir de los bazos de ratones inmunizados.
Se puede construir un repertorio de genes V a partir de parlantes humanos no inmunizados y se pueden aislar
anticuerpos para una matriz variada de antigenos (que incluye autoantigenos) basicamente siguiendo las técnicas
que se describen en Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), o Griffith et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993).
Véanse, también, las Patentes de Estados Unidos N° 5565332 y N° 5573905. Tal como se ha analizado
anteriormente, también se pueden generar anticuerpos humanos mediante linfocitos B activados in vitro (véanse las
Patentes de Estados Unidos N° 5567610 y N° 5229275). Anticuerpos anti-CD30 humanos se describen en la
Solicitud de Patente de Estados Unidos con N° de Serie 10/338.366.

(v) Fragmentos de anticuerpos

Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos
fragmentos se obtenian a través de digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos se pueden producir en la actualidad directamente mediante células huésped
recombinantes. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo se pueden aislar a partir de las fagotecas de anticuerpos
que se han analizado anteriormente. Como alternativa, fragmentos de Fab’-SH pueden recuperar directamente de E.
coli y acoplar quimicamente para formar fragmentos de F(ab’): (Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)).
De acuerdo con otro enfoque, se pueden usar fragmentos de F(ab’)z directamente de cultivos de células huésped
recombinantes. Otras técnicas para la produccién de fragmentos de anticuerpos seran evidentes para el experto en
la materia. En otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento de Fv de una sola cadena (scFv).
Véanse el documento WO 93/16185; Patente de Estados Unidos N° 5.571.894; y Patente de Estados Unidos N°
5.587.458. El fragmento de anticuerpo también puede ser un "anticuerpo lineal", por ejemplo, tal como se describe
en la Patente de Estados Unidos N° 5.641.870 por ejemplo. Dichos fragmentos de anticuerpo lineal pueden ser
monoespecificos o especificos.

(vi) Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo se pueden unir a dos epitopos diferentes de la proteina
CD30. Como alternativa, una rama anti-CD30 se puede combinar con una rama que se une a receptores Fc para
IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIIl (CD 16) para enfocar mecanismos de defensa celular
a la célula que expresa CD30. Los anticuerpos biespecificos también se pueden usar para localizar citotdxicos para
células que expresan CD30.

La produccion tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud total se basa en la coexpresion de dos pares de
cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina, en los que las dos cadenas tienen especificidades diferentes
(Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas diferentes de
anticuerpo, de las que solamente una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula
correcta, que normalmente se realiza mediante etapas de cromatografia por afinidad, es bastante dificil de manejar,
y los rendimientos del producto son bajos. Procedimientos similares se desvelan en el documento WO 93/08829, y
en Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991). De acuerdo con un enfoque diferente, dominios variables de
anticuerpos con las especificidades de union deseadas (sitios de combinaciéon anticuerpo-antigeno) se condensan
con secuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La fusion es preferentemente con un dominio constante
de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende al menos parte de las regiones CH2, y CH3, bisagra. Es
preferente que la primera regiéon constante de cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario para union a la
cadena ligera, esté presente en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de la cadena
pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se insertan en vectores de
expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona gran flexibilidad en
el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones cuando las relaciones
desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién proporcionan los rendimientos éptimos. Sin
embargo, es posible insertar las secuencias de codificacién para dos o todas las tres cadenas polipeptidicas en un
vector de expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en relaciones iguales da como
resultado altos rendimientos cuando las relaciones no son particularmente significativas.
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En un ejemplo de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan formados por una cadena pesada de
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en una rama, y un par hibrido de cadena pesada-
cadena ligera de inmunoglobulina (que proporciona una segunda especificidad de unién) en la otra rama. Se
encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado a partir de
combinaciones de cadenas de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina solamente en una mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo de separacién facil. Este
enfoque se desvela en el documento WO 94/04690. Para detalles adicionales para generar anticuerpos biespecificos
véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods en Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque que se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.731.168, la superficie de
contacto entre un par de moléculas de anticuerpos que se pueden modificar genéticamente para maximizar el
porcentaje de heterodimeros que se recuperan a partir del cultivo celular recombinante. La superficie de contacto
preferente comprende al menos una parte del dominio CH3 de un dominio constante de anticuerpo. En este método,
una o mas cadenas laterales de aminoacido pequefias de la superficie de contacto de la primera molécula de
anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean
"cavidades" compensatorias de tamafo idéntico o similar al de la cadena o cadenas laterales grandes en la
superficie de contacto de la segunda molécula de anticuerpo reemplazando cadenas laterales de aminoacido
grandes con otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar
el rendimiento del heterodimero sobre otros productos secundarios no deseados tales como homodimeros.

También se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de
anticuerpo. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos biespecificos usando uniéon quimica. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que anticuerpos intactos se escinden proteoliticamente
para generar fragmentos de F(ab’).. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente arsenito sodico de
formacion de complejos de ditiol para estabilizar ditioles vecinales y prevenir la formacion de disulfuros
intermoleculares. Los fragmentos de Fab’ generados se convierten a continuacion en derivados de tionitrobenzoato
(TNB). Uno de los derivados de Fab’-TNB se vuelve a convertir a continuacion en el Fab’-tiol por reducciéon con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se pueden usar como agentes para la inmovilizacién selectiva
de enzimas.

Los avances recientes han facilitado la recuperacién directa de fragmentos de Fab’-SH a partir de E. coli, que se
pueden acoplar quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225
(1992) describen la produccién de una molécula de anticuerpo F(ab’)z biespecifico totalmente humanizado. Cada
fragmento de Fab’ fue segregado separadamente de E. coliy se sometié a acoplamiento quimico directo in vitro para
formar el anticuerpo biespecifico.

Ademas, se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos usando
cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148 (5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera de
leucina a partir de las proteinas Fos y Jun se unieron con las porciones de Fab’ de dos anticuerpos diferentes
mediante fusién genética. Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros
y a continuacion volver a oxidar para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también se puede usar
para la produccién de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo" que se describe en Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo para preparar
fragmentos de anticuerpo biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vh)
conectado con un dominio variable de cadena ligera (VL) con un conector que es demasiado corto, para permitir el
emparejamiento en los dos dominios en la misma cadena. Por consiguiente, los dominios Vi1 y Vi de un fragmento
se ven forzados a emparejarse con los dominios complementarios de VL y Vi de otro fragmento, formando de este
modo dos sitios de unién a antigeno. Ademas se ha indicado otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecificos mediante el uso de dimeros de Fv de una sola cadena (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152:
5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Otras modificaciones en la secuencia de aminoacidos

Se contemplan modificacién o modificaciones en la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos que se describen
en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/o otras propiedades
biolégicas del anticuerpo. Se preparan variantes de secuencias de aminoacidos mediante introducciéon de cambios
apropiados de nucleétidos en el acido nucleico del anticuerpo, o mediante sintesis de péptidos. Dichas
modificaciones incluyen, por ejemplo, supresiones a partir de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos dentro
de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se prepara cualquier combinacién de supresion, insercion, y
sustitucion para llegar al constructo final, con la condicién de que el constructo final posea las caracteristicas
deseadas. Los cambios en aminoacidos también pueden alterar los procesos posteriores a la traduccion del
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anticuerpo, tales como el cambio del nUmero o la posicion de sitios de glicosilacion.

Un método util para la identificacion de determinados restos por regiones del anticuerpo que son ubicaciones
favorecidas por la mutagénesis se denomina "mutagénesis de exploracion con alanina" tal como se describe en
Cunningham y Wells Science, 244: 1081-1085 (1989). Aqui, un resto o grupo de restos diana se identifican (por
ejemplo, restos cargados tales como arg, asp, his, lys, y glu) y se reemplazan con un aminoacido neutro o cargado
negativamente (mas preferentemente alanina o polialanina) para afectar a la interaccién de los aminoacidos con
antigenos. Esas ubicaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones a
continuacioén se refinan mediante introduccién adicional o de otras variantes en, o para, los sitios de sustitucion. Por
lo tanto, a pesar de que el sitio para introducir una variaciéon en la secuencia de aminoacidos esta predeterminado, la
naturaleza de la mutacion per se no necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una
mutacién en un sitio dado, se realiza exploracién con ala o mutagénesis aleatoria en el codon o region diana y las
variantes de anticuerpos expresados se identifican sistematicamente para la actividad deseada.

Inserciones en secuencias de aminodcidos incluyen fusiones amino- y/o carboxil-terminal que varian en su longitud
de un resto a polipéptidos que contienen cieno mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos de
aminoacidos individuales o multiples. Ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto de
metionilo N-terminal o el anticuerpo fusionado con un polipéptido citotoxico. Otras variantes de insercion de la
molécula anticuerpo incluyen la fusién con el extremo N o C del anticuerpo con una enzima (por ejemplo, para
ADEPT) o un polipéptido que aumenta la vida media en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustituciéon de aminoéacido. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de anticuerpo reemplazado con un resto diferente. Los sitios con el mayor interés para
mutagénesis sustitucional incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de FR.

Modificaciones basicas en las propiedades biolégicas del anticuerpo se consiguen seleccionando sustituciones que
difiere significativamente en su efecto mediante el mantenimiento de (a) la estructura de la cadena principal
polipeptidica en el area de la sustituciéon, por ejemplo, tiene una conformacién de lamina o helicoidal, (b) la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Los restos de origen natural
se dividen en grupos sobre la base de propiedades comunes de la cadena lateral:

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

(2) hidrofilicos neutros: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;

(4) basicos: asn, gln, his, lys, arg;

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

Las sustituciones no conservadoras implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo particularmente preferente de variante por sustitucién implica la sustitucién de uno o mas restos de la regién
hipervariable de un anticuerpo precursor (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la
variante o variantes resultantes seleccionadas para el desarrollo adicional tendran mejores propiedades bioldgicas
con respecto al anticuerpo precursor a partir del que se generan. Una manera conveniente para generar dichas
variantes por sustitucion implica maduracién por afinidad usando presentacion de fagos. En resumen, varios sitios de
la region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) se mutan para generar todas las sustituciones posibles amino en
cada sitio. Las variantes de anticuerpos generadas de este modo se presentan de una manera monovalente a partir
de particulas de fagos filamentosos como fusiones para el producto del gen Ill de M13 empaquetado dentro de cada
particula. A continuacion, las variantes de presentacion de fagos se identifican sistematicamente para su actividad
biolégica (por ejemplo, afinidad de unién) tal como se desvela en el presente documento. Para identificar sitios
candidatos de la region hipervariable por modificacion, se puede realizar mutagénesis de exploracion con alanina
para identificar restos de la region hipervariable que contribuye significativamente a la unién al antigeno. Como
alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos restos de contacto y restos
vecinos son candidatos para la sustitucion de acuerdo con las técnicas que se elaboran en el presente documento.
Una vez que se generan dichas variantes, el panel de variantes se somete a identificacion sistematica tal como se
describen en el presente documento y se pueden seleccionar anticuerpos con propiedades superiores en uno o0 mas
ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, con el fin de mejorar la
citotoxicidad mediada por células dependiente de antigenos (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) del anticuerpo. Esto se puede conseguir introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos en una regién
Fc del anticuerpo. Como alternativa o adicionalmente, resto o restos de cisteina se pueden introducir en la region Fc,
permitiendo de este modo la formacion de enlaces disulfuro entre cadenas de esta region. El anticuerpo
homodimérico generado de este modo puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y/o mayor muerte
celular mediada por complementos y citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos (ADCC). Véase Caron et al.
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J. Exp Med. 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). También se pueden preparar
anticuerpos homodimeéricos con mayor actividad antitumoral usando agentes de reticulacion heterobifuncionales tal
como se describe en Wolff et al. Cancer Research 53: 2560-2565 (1993). Como alternativa, un anticuerpo se puede
modificar genéticamente para que tenga regiones Fc dobles y de ese modo pueda tener mejor lisis de complemento
y capacidades de ADCC. Véase Stevenson et al. Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989).

Para aumentar la vida media en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de unién a receptores de
rescate en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) tal como se describe en la Patente de Estados
Unidos N° 5739277, por ejemplo. Tal como se usa en el presente documento, el término "epitopo de unién a
receptores de rescate” se refiere a un epitopo de la regién Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, IgG1, IgGz, IgGs,
0 1gG4) que es responsable del aumento de la vida media en suero in vivo de la molécula de IgG.

(viii) Variantes de Glicosilacion

Los anticuerpos en el ADC de la invencion pueden estar glicosilados en posiciones conservadas de sus regiones
constantes (Jefferis y Lund, (1997) Chem. Immunol. 65: 111-128; Wright y Morrison, (1997) TibTECH 15: 26-32). Las
cadenas laterales de oligosacaridos de las inmunoglobulinas afectan a la funcion de la proteina (Boyd et al., (1996)
Mol. Immunol. 32:1311-1318; Wittwe y Howard, (1990) Biochem. 29: 4175-4180), y la interaccion intramolecular
entre porciones de la glicoproteina que puede afectar a la conformacion y presentar superficie tridimensional de la
proteina (Hefferis y Lund, mencionado anteriormente; Wyss y Wagner, (1996) Current Opin. Biotech. 7: 409-416).
Los oligosacaridos también pueden servir para dirigir una glicoproteina dada a determinadas moléculas sobre la
base de estructuras especificas de reconocimiento. Por ejemplo, se ha informado que en IgG agalactosilada, el resto
de oligosacarido 'se voltea’ fuera del espacio entre -CH: y restos de N-acetilglucosamina se hacen disponibles para
unirse a la proteina de union a manosa (Malhotra et al., (1995) Nature Med. 1: 237-243). La retirada mediante
glicopeptidasa de los oligosacaridos de CAMPATH-1H (un anticuerpo IgG1 monoclonal de murino humanizado
recombinante que reconoce el antigeno CDw52 de linfocitos humanos) producido en Células de Ovario de Hamster
Chino (CHO) que como resultado una reduccién completa en la lisis mediada por complementos (CMCL) (Boyd et
al.,, (1996) Mol. Immunol. 32: 1311-1318), mientras que la retirada selectiva de restos de &cido sidlico usando
neuraminidasa dio como resultado ninguna pérdida de DMCL. También se ha informado glicosilacion de anticuerpos
que afecta a la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En particular, se informé que células CHO
con expresion regulada por tetraciclina de (3(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIll), una glicosiltransferasa
que cataliza la formacion de GIcNAc de biseccion, tienen mejor actividad de ADCC (Umana et al. (1999) Mature
Biotech. 17: 176-180).

La glicosilacién de anticuerpos por lo general esta unida a N o unida a O. Unida a N se refiere a la unién del resto de
hidrato de carbono a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas de asparagina-X-
serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la union enzimaticas del resto de hidrato de carbono a la cadena lateral de asparagina. Por lo
tanto, la presencia de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial.
Glicosilacion unida a O se refiere a la unién de uno de los azlUcares N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un
hidroxiaminoéacido, lo mas habitualmente serina o treonina, aunque también se pueden usar 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina.

Las variantes de glicosilacién de anticuerpos son variantes en las que se altera el patron de glicosilacion de un
anticuerpo. Por alteracién se hace referencia a la supresion de uno o mas restos de hidrato de carbono encontrados
en el anticuerpo, afiadiendo uno o mas restos de hidrato de carbono al anticuerpo, cambiando la composicién de la
glicosilacion (patréon de glicosilacién), la extension de la glicosilacion, etc.

La adicién de sitios de glicosilacion al anticuerpo se consigue convenientemente alterando la secuencia de
aminoacidos de modo que contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas que se han descrito anteriormente
(para sitios de glicosilacion unidos a N). La alteracién también se puede realizar mediante la adicién de, o sustitucion
con, uno o0 mas restos de serina o treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién unidos a
0). De forma analoga, la retirada de sitios de glicosilacién se puede realizar por alteracién de aminoacidos dentro de
los sitios de glicosilacion nativos del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos normalmente se altera mediante la alteracion de la secuencia de acidos nucleicos
subyacente. Estos métodos incluyen, pero no se limitan a, aislamiento a partir de una fuente natural (en el caso de
variantes de secuencias de aminoacidos de origen natural) o preparacion mediante mutagénesis mediada por
oligonucleétidos (o dirigida al sitio) mutagénesis, mutagénesis por PCR, y mutagénesis de casete de una variante
preparada anteriormente o una versién no variante del anticuerpo.

La glicosilacién (incluyendo patron de glicosilacién) de los anticuerpos también se puede alterar sin alterar la
secuencia de aminoacidos o la secuencia de nucleétidos subyacente. La glicosilacion depende en gran medida de la
célula huésped usada para expresar el anticuerpo. Dado que el tipo celular usado para la expresion de
glicoproteinas recombinantes, por ejemplo, anticuerpos, como agentes terapéuticos potenciales es en raras
ocasiones la célula nativa, se pueden esperar variaciones significativas en el patron de glicosilacion de los
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anticuerpos. Véase, por ejemplo, Hse et al., (1997) J. Biol. Chem. 272: 9062-9070. Ademas de la eleccion de células
huésped, factores que afectan a la glicosilacion durante la produccién recombinante de anticuerpos incluyen modo
de crecimiento, formulacion de medios, densidad de cultivos, oxigenacién, pH, esquemas de purificaciéon y similares.
Se han propuesto diversos métodos para alterar el patron de glicosilacién conseguido en un organismo huésped en
particular que incluyen la introduccién o sobreexpresion de determinadas enzimas implicadas en la produccion de
oligosacaridos (Patentes de Estados Unidos N° 5047335; N° 5510261; N° 5278299). La glicosilacién, o determinados
tipos de glicosilacion, se pueden eliminar enzimaticamente de la glicoproteina, por ejemplo usando endoglicosidasa
H (Endo H). Ademas, la célula huésped recombinante se puede modificar genéticamente, por ejemplo, hacerla
defectuosa en el procesamiento de determinados tipos de polisacaridos. Estas técnicas y similares son bien
conocidas en la técnica.

La estructura de glicosilacion de anticuerpos se puede analizar facilmente mediante técnicas convencionales de
andlisis de hidratos de carbono, que incluyen cromatografia de lectina, RMN, Espectrometria de masas, HPLC,
GPC, analisis composicional de monosacaridos, digestion enzimatica secuencial, y HPAEC-PAD, que usa
cromatografia de intercambio aniénico a pH elevado para separar oligosacaridos basados en la carga. Ademas se
conocen métodos para la liberacion de oligosacaridos para fines analiticos, e incluyen, sin limitacion, tratamiento
enzimatico (realizado normalmente usando péptido-N-glicosidasa F/endo-B-galactosidasa), eliminacién usando
entorno alcalino riguroso para liberar principalmente estructuras unidas a O, y métodos quimicos que usan hidrazina
anhidra para liberar oligosacaridos unidos tanto a N como a O.

4.5.2a IDENTIFICACION SISTEMATICA PARA CONJUGADOS DE ANTICUERPO-FARMACO (ADC)

Animales transgénicos y lineas celulares son particularmente utiles en la identificacion sistematica de conjugados de
anticuerpo y farmaco (ADC) que tienen potencial como tratamientos profilacticos o terapéuticos de enfermedades o
trastornos que implican sobreexpresion de proteinas que incluyen Lewis Y, CD30, CD40, y CD70. Animales
transgénicos y lineas celulares son particularmente utiles en de identificacion sistematica de conjugados de
anticuerpo y farmaco (ADC) que tienen potencial como tratamientos profilacticos o terapéuticos de enfermedades o
trastornos implicados en la sobreexpresion de HER2 (documento US6632979). La identificacion sistematica para un
ADC dutil puede implicar la administracion de ADC candidato sobre un intervalo de dosis al animal transgénico, y
someter a ensayo en diversos puntos temporales para el efecto o efectos del ADC en la enfermedad o trastorno que
se estd evaluando. Como alternativa, o adicionalmente, el farmaco se puede administrar antes de o
simultaneamente con exposicién a un inductor de la enfermedad, si fuera aplicable. El ADC candidato se puede
identificar sistematicamente de forma seriada e individualmente, o en paralelo el formato de identificacion sistematica
media o de alto rendimiento. La velocidad a la que se puede identificar sistematicamente ADC para utilidad en
tratamientos profilacticos o terapéuticos de enfermedades o trastornos esta limitada solamente por la velocidad de
sintesis o0 metodologia de identificacion sistematica, que incluye deteccion/medida/analisis de datos.

Un ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) trasplantar células de una linea celular de
cancer de células renales estable en un animal no humano, (b) administrar un candidato de farmaco de ADC al
animal no humano y (c) determinar la capacidad del candidato para inhibir la formacién de tumores a partir de la
linea celular trasplantada.

Otro ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) poner en contacto células de una linea
celular estable de enfermedad de Hodgkin con un candidato de farmaco de ADC y (b) evaluar la capacidad del
candidato de ADC para bloquear la activacion de ligandos de CD40.

Otro ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) poner en contacto células de una linea
celular estable de enfermedad de Hodgkin con un candidato de farmaco de ADC y (b) evaluar la capacidad del
candidato de ADC para inducir muerte celular. En una realizacion, se evalta la capacidad del candidato de ADC
para inducir apoptosis.

Otro ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) trasplantar células de una linea celular
de cancer estable en un animal no humano, (b) administrar un candidato de farmaco de ADC al animal no humano y
(c) determinar la capacidad del candidato para inhibir la formacién de tumores a partir de la linea celular
trasplantada. La invencion también se refiere a un método para identificar sistematicamente candidatos de ADC para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno caracterizado por la sobreexpresion HER2 que comprende (a) poner
en contacto células de una linea celular de cancer de mama estable con un candidato de farmaco y (b) evaluar la
capacidad del candidato de para inhibir el crecimiento de la linea celular estable.

Otro ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) poner en contacto células de una linea
celular de cancer estable con un candidato de farmaco de ADC y (b) evaluar la capacidad del candidato de ADC
para bloquear la activaciéon de ligandos de HER2. En una realizacion, se evalla la capacidad del candidato de ADC
para bloquear la unién de heregulina. En otra realizacién, se evalua la capacidad del candidato de ADC para
bloquear la fosforilacién de tirosina estimulada con ligandos.
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También se describe un método de identificacion sistematica que comprende (a) poner en contacto células de una
linea celular de cancer estable con un candidato de farmaco de ADC y (b) evaluar la capacidad del candidato de
ADC para inducir muerte celular. En una realizacion, se evalia la capacidad del candidato de ADC para inducir
apoptosis.

Otro ejemplo es un método de identificacion sistematica que comprende (a) administrar un candidato de farmaco de
ADC a un mamifero no humano transgénico que sobreexpresa en sus células de las glandulas mamarias una
proteina HER2 humana nativa o un fragmento de la misma, en el que dicho mamifero transgénico ha integrado de
forma estable en su genoma una secuencia de acidos nucleicos que codifican una proteina HER2 humana nativa o
un fragmento de la misma que tiene la actividad biologica de la humana HER2, unida operativamente a secuencias
reguladoras de la transcripcion que dirige su expresion a la glandula mamaria, y desarrolla un tumor de mama que
no responde por responde muy poco a tratamiento con anticuerpos anti-HER2, o a un mamifero no humano portador
de un tumor trasplantado a partir de dicho mamifero no humano transgénico; y (b) evaluar el efecto del candidato de
ADC en enfermedad o trastorno diana. Sin limitaciones, la enfermedad o trastorno puede ser un cancer que
sobreexpresa HER2, tal como cancer de mama, ovarios, estdmago, endometrio, glandulas salivales, pulmon, rifidn,
colon, tiroides, pancreatico y vejiga. El cancer es preferentemente cancer de mama que expresé HER2 en al menos
aproximadamente 500.000 copias por célula, mas preferentemente al menos aproximadamente 2.000.000 copias por
célula. Los candidatos de farmaco de ADC, por ejemplo, se pueden evaluar por su capacidad para inducir muerte
celular y/o apoptosis, usando métodos de ensayo bien conocidos en la técnica y que se describen en lo sucesivo en
el presente documento.

En un ejemplo, el candidato de ADC se identifica sistematicamente siendo administrado al animal transgénico en un
intervalo de dosis, y evaluando la respuesta fisiolégica del animal a los compuestos con el tiempo. La administracion
puede ser oral, 0 mediante inyeccién adecuada, dependiendo de la naturaleza quimica del compuesto que se esta
evaluando. En algunos casos, puede ser apropiado administrar el compuesto en conjunto con cofactores que
potenciarian la eficacia del compuesto. Si se usan lineas celulares obtenidas a partir de los animales transgénicos
objetivo para identificar sistematicamente compuestos utiles en el tratamiento de diversos trastornos, los compuestos
de ensayo se afiaden al medio de cultivo celular en un momento apropiado, y la respuesta celular al compuesto se
evalua con el tiempo usando los ensayos bioquimicos y/o histol6gicos apropiados. En algunos casos, puede ser
apropiado aplicar el compuesto de interés al medio de cultivo en conjunto con cofactores que potenciarian la eficacia
del compuesto.

Por lo tanto, en el presente documento se proporcionan ensayos para identificar ADC que se dirigen
especificamente y se unen a una proteina diana, cuya presencia se correlaciona con la funcién celular anémala, y en
la patogénesis de proliferaciéon y/o diferenciacion celular que se relaciona de forma causal con el desarrollo de
tumores.

Para identificar un ADC que bloquea la activacion de ligandos de un receptor ErbB (por ejemplo, ErbB2), se puede
determinar la capacidad del compuesto para bloquear ligandos ErbB que se unen a células que expresan el receptor
ErbB (ErbB2) (por ejemplo, en conjugacién con otro receptor ErbB con el que el receptor ErbB de interés forma un
ErbB heterooligébmero). Por ejemplo, se pueden incubar células aisladas a partir del animal transgénico que
sobreexpresa HER2 vy transfectarlas para que expresen otro receptor ErbB (con el que HER2 forma
heterooligomero), es decir cultivar, con el ADC y a continuacién exponer a ligando de ErbB marcado. A continuacién,
se puede evaluar la capacidad del compuesto para bloquear la union de ligandos al receptor ErbB en el
heterooligobmero de ErbB.

Por ejemplo, la inhibicion de heregulina (HRG) que se une a lineas celulares de tumores de mama, que
sobreexpresa HER2 y que se establece a partir de los mamiferos no humanos transgénicos (por ejemplo, ratones)
en el presente documento, con el candidato de ADC se puede realizar usando cultivos en monocapa sobre hielo en
un formato de placa de 24 pocillos. Se pueden afiadir anticuerpos monoclonales Anti-ErbB2 a cada pocillo e incubar
durante 30 minutos. A continuacion se puede afiadir rHRGB1177-224 marcado con 25 (25.000 cpm), y se puede
continuar con la incubacién durante 4 a 16 horas. Se pueden preparar las curvas de respuesta a la dosis y se puede
calcular un valor de Clso (actividad citotoxica) para el compuesto interés.

Como alternativa, o adicionalmente; se puede evaluar la capacidad de un ADC para bloquear la fosforilacion de
tirosina estimulada con ligandos de ErbB de un receptor ErbB presente en un heterooligémero de ErbB. Por ejemplo,
las lineas celulares establecidas a partir de los animales transgénicos en el presente documento se pueden incubar
con un ADC de ensayo y a continuacion someter a ensayo para la actividad de fosforilacion de tirosina dependiente
de ligandos ErbB usando un anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina (que esta conjugado opcionalmente con una
marca detectable). La activacion del receptor de quinasas que se describe en la Patente de Estados Unidos N°
5766863 también esta disponible para determinar la activacién del receptor ErbB y el bloqueo de esa actividad con el
compuesto.

En un ejemplo, se puede identificar sistematicamente el ADC que inhibe la estimulacion de HRG de la fosforilacion

de p180 tirosina en células MCF7 basicamente tal como se describe a continuacion. Por ejemplo, una linea celular
establecida a partir del animal transgénico para HER2 se puede sembrar en placas de 24 pocillos y compuestos se
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puede anadir a cada pocillo e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente; a continuacion, se puede anadir
rHRGR1177-244 a cada pocillo hasta una concentracion final de 0,2 nM, y se puede continuar con la incubacion durante
aproximadamente 8 minutos. Los medios se pueden aspirar de cada pocillo, y las relaciones se pueden detener
mediante la adicién de 100 ul de tampon de muestra de SDS (SDS al 5 %, DTT 25 mM, y Tris-HCI 25 mM, pH 6.8).
Cada muestra (25 pl) se puede someter a electroforesis en un gel con un gradiente de un 4-12 % de Novex) y a
continuacién transferir de forma electroforética a una membrana de difluoruro de polivinilideno. Se pueden
desarrollar inmunotransferencias de antifosfotirosina (a 1 ng/ml), y la intensidad de la banda reactiva predominante a
la Mr -180.000 se puede cuantificar mediante densitometria de reflectancia. Un método alternativo para evaluar la
inhibicion de la fosforilacion del receptor es el ensayo KIRA (activaciéon del receptor de quinasas) de Sadick et al.
(1998) Jour. of Pharm. and Biomed. Anal. Algunos de los anticuerpos monoclonales bien establecidos frente a HER2
qgue se sabe que inhiben la estimulacion de HRG de fosforilacion de p180 tirosina se pueden usar como control
positivo en este ensayo. Se puede preparar una curva de dosis-respuesta para la inhibicion de la estimulacion de
HRG de fosforilacién de p180 tirosina tal como se determina con densitometria de reflectancia y se puede calcular
una Clso para el compuesto interés.

Ademas, se puede evaluar los efectos inhibidores del crecimiento de un ADC de ensayo en lineas celulares
obtenidas a partir de un animal transgénico para HER2, por ejemplo, basicamente tal como se describe en Schaefer
et al. (1997) Oncogene 15: 1385-1394. De acuerdo con este ensayo, las células se pueden tratar con un compuesto
de ensayo a diversas concentraciones durante 4 dias y tefir con violeta de cristal o con el tinte redox Azul de
Alamar. La incubacién con el compuesto puede presentar un efecto inhibidor del crecimiento sobre esta linea celular
similar al que se presenta con anticuerpo monoclonal 2C4 en células MDA-MB-175 (Schaefer et al., mencionado
anteriormente). En una realizacion mas, HRG exé6geno no invertira significativamente esta inhibicion.

Para identificar los compuestos inhibidores de crecimiento que se dirigen especificamente a un antigeno de interés,
se pueden identificar sistematicamente compuestos que inhiben el crecimiento de células cancerosas que
sobreexpresan antigenos de interés obtenidos a partir de animales transgénicos, y se puede realizar el ensayo que
se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5677171. De acuerdo con este ensayo, células cancerosas que
sobreexpresan el antigeno de interés se cultivan en una mezcla 1:1 de F12 y medio DMEM complementado con
suero bovino fetal al 10 %, glutamina y penicilina estreptomicina. Las células se siembran a 20.000 células en un
disco de cultivo celular de 35 mm (2 ml/35 mm de disco) y el compuesto de ensayo se afade a diversas
concentraciones. Después de seis dias, se hace recuento del numero de células, en comparaciéon con células sin
tratar usando un contador celular electronico COULTER™. Los compuestos que inhiben el crecimiento celular en
aproximadamente un 20-100 % o aproximadamente un 50-100 % se pueden seleccionar como compuestos
inhibidores del crecimiento.

Para seleccionar compuestos que inducen la muerte celular, la pérdida de la integridad de la membrana tal como se
indica, por ejemplo, con PI, azul de tripano o absorcion de 7AAD se puede evaluar con respecto al control. El ensayo
de absorciéon de Pl usa células aisladas a partir del tejido tumoral de interés de un animal transgénico. De acuerdo
con este ensayo, las células se cultivan en Medio de Eagle Modificado con Dulbecco (D-MEM):F-12 de Ham (50:50)
complementado con FBS inactivado con calor al 10 % (Hyclone) y L-glutamina 2 mM. Por lo tanto, el ensayo se
realiza en ausencia de células de complemento y efectoras inmunes. Las células se siembran con una densidad de 3
x 10° por disco en discos de 100 x 20 mm y se permite que se unan durante una noche. A continuacion el medio se
retira y se reemplaza con medio recién preparado solo o con medio que contiene diversas concentraciones del
compuesto. Las células se incubaron durante un periodo de tiempo de 3 dias. Después de cada tratamiento, las
monocapas se lavan con PBS y se separan mediante tripsinizacién. Las células se centrifugan a continuacion a 1200
rpm durante 5 minutos a 4 °C, el sedimento se vuelve a suspender en 3 ml de tampén de union de Ca?* frio (Hepes
10 mM, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaClz 2,5 mM) y se toman alicuotas en tubos de 12 x 75 mm cerrados con tamiz de
35 mm (1 ml por tubo, 3 tubos por grupo de tratamiento) para retirada de grupos de células. Los tubos reciben a
continuacion PI (10 ug/ml). Las muestras se pueden analizar usando un citémetro de flujo FACSCAN™ y el software
de CellQuest FACSCONVERT™ (Becton Dickinson). Los compuestos que inducen niveles estadisticamente
significativos de muerte celular tal como se determina mediante absorcién de Pl se pueden seleccionar como
compuestos que inducen la muerte celular.

Para seleccionar compuestos que inducen la apoptosis, se realiza un ensayo de union de anexina que usa células
establecidas a partir del tejido tumoral de interés del animal transgénico. Las células se cultivan y se siembran en
discos tal como se ha analizado en el parrafo precedente. El medio se retira a continuacién y se reemplaza con
medio recién preparado solo o medio que contiene 10 pg/ml del conjugado de anticuerpo farmaco (ADC). Después
de un periodo de incubacién de tres dias, las monocapas se lavan con PBS y se separan mediante tripsinizacion.
Las células se centrifugan a continuacion, se vuelven a suspender en tampén de union de Ca?* y se toman alicuotas
en tubos tal como se ha analizado anteriormente para el ensayo de muerte celular. Los tubos reciben a continuacion
anexina (por ejemplo, anexina V-FITC) (1 ug/ ml). Las muestras se pueden analizar usando un citometro de flujo
FACSCAN™ vy el software de CellQuest FACSCONVERT™ (Becton Dickinson). Los compuestos que inducen
niveles estadisticamente significativos de union a anexina con respecto al control se seleccionan como compuestos
que inducen la apoptosis.
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4.5.3 ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR IN VITRO

Generalmente, la actividad citotoxica o citostatica de un conjugado de anticuerpo farmaco (ADC) se mide mediante:
exposicion de células mamiferos que tienen proteinas receptoras al anticuerpo del ADC en un medio de cultivo
celular; cultivar las células durante un periodo de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 5 dias; y medir la
viabilidad celular. Se usaron ensayos in vitro basados en células para medir viabilidad (proliferacién), citotoxicidad, e
induccién de apoptosis (activacion de caspasas) del ADC de la invencién.

La potencia in vitro de conjugados de anticuerpo y farmaco se midi6 con un ensayo de proliferacion celular (Ejemplo
18, Figuras 7-10). El Ensayo de Viabilidad Celular Luminescente CellTiter-Glo® es un método de ensayo homogéneo
disponible en el mercado (Promega Corp., Madison, WI), basado en la expresion recombinante de luciferasa de
Coledpteros (Patentes de Estados Unidos N° 5583024; N° 5674713 y N° 5700670). Este ensayo de proliferacion
celular determina el nimero de células viables en cultivo sobre la base de la cuantificacion del ATP presente, un
indicador de células metabélicamente activas (Crouch et al. (1993) J. Immunol. Meth. 160: 81-88, Patente de
Estados Unidos N° 6602677). El Ensayo CellTiter-Glo® se realiz6 en formato de 96 pocillos, lo que lo hace
susceptible la identificacién sistematica de alto rendimiento automatizada (HTS) (Cree et al. (1995) AntiCancer Drugs
6: 398-404). El procedimiento de ensayo homogéneo implica la adicion del reactivo individual (Reactivo CellTiter-
Glo®) directamente a las células cultivadas en medio complementado con suero. No son necesarios lavado celular,
retirada del medio y etapas multiples de pipeteo. El sistema detecta una cantidad tan pequefia como 15
células/pocillo en un formato de 384 pocillos a los 10 minutos después de la diccion del reactivo y mezcla. Las
células se pueden tratar continuamente con ADC, o se pueden tratar y separar de ADC. Generalmente, las células
tratadas brevemente, es decir 3 horas, mostraron los mismos efectos de potencia que las células tratadas
continuamente.

El formato homogéneo de "afadir-mezclar-medir" da como resultado lisis celular y generacion de una sefial
luminiscente proporcional a la cantidad de ATP presente. La cantidad de ATP es directamente proporcional al
numero de células presentes en el cultivo. EI Ensayo CellTiter-Glo® genera una sefial luminiscente "de tipo brillo",
producida por la reaccion de la luciferasa, que tiene una vida media generalmente mayor que cinco horas,
dependiendo del tipo de célula y medio usados. Las células viables se reflejan en unidades de luminiscencia relativa
(RLU). El sustrato, Luciferina de Escarabajo, se descarboxilasa oxida activamente mediante luciferasa de luciérnaga
recombinante con conversion simultdnea de ATP en AMP y generacién de fotones. La vida media extendida elimina
la necesidad del uso de inyectores de reactivo y proporciona flexibilidad para procesamiento en modo continuo o
discontinuo de multiples placas. Este ensayo de proliferacién celular se puede usar con diversos formatos de
multiples pocillos, por ejemplo, formato de 96 o 384 pocillos. Los datos se pueden registrar con luminémetro o un
dispositivo de formacion de imagenes con camara CCD. La produccion de luminiscencia se presenta como unidades
de luz relativa (RLU), medidas en el tiempo.

Luciferasa
ATP + Luciferina + Qp ————— Oxiluciferina + AMP + PPi + CO; + luz
Mg+2 _

Los efectos antiproliferativos de conjugados de anticuerpo y farmaco se midieron con el ensayo de muerte celular in
vitro, proliferacién celular mencionado anteriormente frente a cuatro lineas celulares diferentes de tumor de mama
(Figuras 7-10). Los valores de Clso se establecieron para SK-BR-3 y BT-474 que se sabe que sobreexpresan la
proteina receptora HER2. La Tabla 2a muestra las medidas de la potencia (Clso) de conjugados de anticuerpo y
farmaco a modo de ejemplo en el ensayo de proliferacién celular frente a células SK-BR-3. La Tabla 2b muestra las
medidas de la potencia (Clso) de conjugados de anticuerpo y farmaco a modo de ejemplo en el ensayo de
proliferacién celular frente a células BT-474.

Conjugados de anticuerpo y farmaco: Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3.8 MMAF/Ab; Trastuzumab-MC-(N-Me)vc-
PAB-MMAF, 3.9 MMAF/Ab; Trastuzumab-MC-MMAF, 4.1 MMAF/Ab; Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE, 4.1
MMAE/Ab; Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE, 3.3 MMAE/Ab; y Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3.7 MMAF/Ab no
inhibieron la proliferacién de células MCF-7 (Figura 9).

Conjugados de anticuerpos y farmaco: Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE, 4.1 MMAE/Ab; Trastuzumab-MC-vc-PAB-
MMAE, 3.3 MMAE/Ab; Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3.7 MMAF/Ab; Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, 3.8
MMAF/Ab; Trastuzumab-MC-(N-Me)vc-PAB-MMAF, 3.9 MMAF/Ab; y Trastuzumab-MC-MMAF, 4.1 MMAF/Ab no
inhibieron la proliferacion de células MDA-MB-468 (Figura 10).

Las células MCF-7 y MDA-MB-468 no sobreexpresa en la proteina receptora HER2. Los conjugados de anticuerpo y

farmaco anti-HER2 descritos en el presente documento muestran por lo tanto selectividad para la inhibicién de
células que expresan HER2.
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Tabla 2a células SK-BR-3

Conjugado de Anticuerpo Farmaco
H = trastuzumab unido a través de una cisteina [cys] excepto cuando se indica

Clso (ug de ADC/ml)

H-MC-MMAF, 4,1 MMAF/Ab 0,008
H-MC-MMAF, 4.8 MMAF/Ab 0,002
H-MC-vc-PAB-MMAE 0,007
H-MC-vc-PAB-MMAE 0,015
H-MC-vc-PAB-MMAF, 3.8 MMAF/Ab 0,0035 - 0,01
H-MC-vc-PAB-MMAF, 4.4 MMAF/Ab 0,006 - 0,007
H-MC-vc-PAB-MMAF, 4.8 MMAF/Ab 0,006
H-MC-(N-Me)vc-PAB-MMAF, 3,9 MMAF/Ab 0,0035
H-MC-MMAF, 4.1 MMAF/Ab 0,0035
H-MC-vc-PAB-MMAE, 4.1 MMAE/Ab 0,010
H-MC-vc-PAB-MMAF, 3.8 MMAF/Ab 0,007
H-MC-vc-PAB-MMAE 4.1 MMAE/Ab 0,015
H-MC-vc-PAB-MMAF, 3.7 MMAF/Ab. 0,010
H-MC-vc-PAB-MMAE, 7.5 MMAE/Ab 0,0025
H-MC-MMAE, 8.8 MMAE/Ab 0,018
H-MC- MMAE, 4.6 MMAE/Ab 0,05
H-MC-(L)val-(L)cit-PAB-MMAE, 8.7 MMAE/Ab 0,0003
H-MC-(D)val-(D)cit-PAB-MMAE, 8.2 MMAE/Ab 0,02
H-MC-(D)val-(L)cit-PAB-MMAE, 8.4 MMAE/Ab 0,0015
H-MC-(D)val-(L)cit-PAB-MMAE, 3.2 MMAE/Ab 0,003
H-Trastuzumab 0,083
H-vc-MMAE, unido a través de una lisina [lys] 0,002
H-phe-lys-MMAE, unido a través de una lisina [lys] 0,0015
4D5-Fc8-MC-vc-PAB-MMAF, 4.4 MMAF/Ab 0,004
Hg-MC-vc-PAB-MMAF, 4.1 MMAF/Ab 0,01
7C2-MC-vc-PAB-MMAF, 4.0 MMAF/Ab 0,01
4D5 Fab-MC-vc-PAB-MMAF, 1.5 MMAF/Ab 0,02

Anti-TF Fab-MC-vc-PAB-MMAE*

Tabla 2b células BT474

Conjugado de Anticuerpo Farmaco Clso (ug de ADC/ml)
H = trastuzumab unido a través de una cisteina [cys]

H-MC-MMAF, 4.1 MMAF/Ab 0,008
H-MC-MMAF, 4.8 MMAF/Ab 0,002
H-MC-vc-PAB-MMAE, 4.1 MMAE/Ab 0,015
H-MC-vc-PAB-MMAF, 3.8 MMAF/Ab 0,02 - 0,05
H-MC-vc-PAB-MMAF, 4.4 MMAF/Ab 0,01
H-MC-vc-PAB-MMAF, 4.8 MMAF/Ab 0,01
H-MC-vc-PAB-MMAE 3.3 MMAE/Ab 0,02
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H-MC-vec-PAB-MMAF, 3.7 MMAF/Ab, 0,02
H-MC-vc-PAB-MMAF, 3,8 MMAF/Ab 0,015
H-MC-(N-Me)vc-PAB-MMAF, 3.9 MMAF/Ab 0,010
H-MC-MMAF, 4.1 MMAF/Ab 0,00015
H-MC-vc-PAB-MMAE, 7,5 MMAE/Ab 0.0025
H-MC-MMAE, 8.8 MMAE/Ab 0,04
H-MC- MMAE, 4.6 MMAE/Ab 0,07
4D5-Fc8-MC-vc-PAB-MMAF, 4.4 MMAF/Ab 0,008
Hg-MC-vc-PAB-MMAF, 4.1 MMAF/Ab 0,01
7C2-MC-vc-PAB-MMAF, 4.0 MMAF/Ab 0,015
4D5 Fab-MC-vc-PAB-MMAF, 1.5 MMAF/Ab 0,04
Anti-TF Fab-MC-vc-PAB-MMAE* -

H = trastuzumab

7C2 = anticuerpo de murino anti-HER2 que se unen a un epitopo diferente que el
trastuzumab.

Fc8 = mutante que no se une a FcRn

Hg = 4D5 humanizado de longitud total "sin bisagra", con cisteinas bisagra de cadena
pesada mutadas a serinas. Expresado en E. coli (por lo tanto no glicosilado).

Anti-TF Fab = fragmento de anticuerpo de factor anti-tejido

* actividad frente a células MDA-MB-468

En un descubrimiento sorprendente e inesperado, los resultados de la actividad de proliferacion celular in vitro del
ADC en las Tablas 2a y 2b muestran por lo general que ADC con un numero medio bajo de restos de farmaco por
anticuerpo mostro6 eficacia, por ejemplo, Clso < 0,1 ug de ADC/ml. Los resultados sugieren que al menos para ADC
de trastuzumab, la relacion éptima de restos de farmaco por anticuerpo puede ser menor que 8, y puede ser de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5.

4.5.4 ACLARAMIENTO Y ESTABILIDAD DE PLASMA IN VIVO

El aclaramiento y la estabilidad de plasma farmacocinético de ADC se investigaron en ratas y monos cynomolgus. La
concentracion de plasma se midié con el tiempo. La Tabla 2c muestra datos farmacocinéticos de conjugados de
anticuerpo y farmaco y otras muestras dosificadas en ratas. Las ratas son un modelo no especifico para anticuerpos
receptores de ErbB, debido a que, no se sabe que la rata exprese proteinas receptoras de HER2.

Tabla 2c Farmacocinética en Ratas H = trastuzumab unido a través de una cisteina [cys] excepto cuando se indica 2
mg/kg de dosis excepto cuando se indica

Dosis de la muestra en mg/kg ,:‘sl;/ﬁilnf dia® CL ml/dia/kg | Cmax pg/ml g;ngTerm. % Conj.
H-MC-vc-PAB-MMAE (Ab Total 78,6 26,3 39,5 5,80 40,6
H-MC-vc-PAB-MMAE (Conj.) | 31,1 64,4 33,2 3,00
H-MC-vc-PAB-MMAF (Total Ab) 170 12,0 47,9 8,4 50,0
H-MC-vc-PAB-MMAF (Conj.) 83,9 24,0 447 4,01
H-MC-MMAE (Total Ab) 279 18,9 79,6 7,65 33
H-MC-MMAE (Conj.) 5 mg/kg 90,6 62,9 62,9 4,46
H-MC-MMAF (Total Ab) 299 6,74 491 11,6 37
H-MC-MMAF (Conj.) 110 18,26 50,2 4,54
H-MC-vc-MMAF, wo/PAB, (Total Ab) 306 6,6 78,7 11,9 19,6
H-MC-vc-MMAF, wo/PAB, (Conj.) 59,9 33,4 82,8 2,1
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H-Me-vc-PAB-MMAF (Total Ab) 186 10,8 46,9 8,3 453
H-Me-vc-PAB-MMAF (Conj.) 84,0 23,8 49,6 43
H-Me-vc-PAB-MMAE (Total Ab) 135 15,0 44,9 11,2 23,8
H-Me-vc-PAB-MMAE (Conj.) 31,9 63,8 452 3,0
H-MC-vc-MMAF, wo/PAB, (Total Ab) 306 6,6 78,7 11,9 19,6
H-MC-vc-MMAF, wo/PAB, (Conj.) 59,9 33,4 82,8 2,1
H-MC-(D)val-(L)cit-PAB- MMAE (Total Ab) 107 19,2 30,6 9,6 38,1
H-MC-(D)val-(L)cit-PAB- MMAE (Conj.) 40 50,4 33,7 3,98
H-MC-(Me)-vc-PAB- MMAE, Total Ab 135,1 15,0 44,9 11,2 23,8
H-MC-(Me)-vc-PAB- MMAE, Conj. 31,9 63,8 452 2,96
H-MC-(D)val-(D)cit-PAB- MMAE, Total Ab 88,2 22,8 33,8 10,5 38,3
H-MC-(D)val-(D)cit-PAB- MMAE, Conj. 33,6 59,8 36,0 4,43
H-MC-vc-PAB-MMAE, Total Ab 78,6 26,3 39,5 5,8 40,6
H-MC-vc-PAB-MMAE, Conj. H unido a MC 31,1 64,4 33,2 3,00

mediante

lisina [lys]

MMAF 200 pg/kg 0,99 204 280 0,224 -
MMAE 206 ng/kg 3,71 62,6 649 0,743 -
HER F(ab’)>-MC-vc-MMAE, Total Ab 9,3 217 34,4 0,35 95
HER F(ab’)>-MC-vc-MMAE, Conj. 8,8 227 36,9 0,29
4D5-H-Fab-MC-vc-MMAF, Total Ab 438 46,2 38,5 1,49 68
4D5-H-Fab-MC-vc-MMAF, Conj., 29,9 68,1 34,1 1,12
4D5-H-Fab-MC-vc- MMAE, 71,5 70,3 108 1,18 59
4D Eab MCve. MMAE, Conj. 42,2 118.9 114 0.74

4D5-H-Fab 93,4 53,9 133 1,08 -
H-MC-vc-PAB-MMAF, Total Ab 170 12,03 47,9 8,44 49,5
H-MC-vc-PAB-MMAF, Conj. 83.9 23.96 44,7 4,01
H-MC-vc-PAB-MMAF-DMAEA, Total Ab 211 98 39.8 8,53 34,3
H-MC-vc-PAB-MMAF-DMAEA, Conj. 71,5 28.2 38.8 3.64
H-MC-vc-PAB-MMAF-TEG, Total Ab 209 9,75 53,2 8,32 29,7
H-MC-vc-PAB-MMAF-TEG, Conj. 63.4 31.8 34.9 436

El AUC inf es el area bajo la curva de concentracion de plasma-tiempo desde el momento de la dosificaciéon hasta el
infinito y es una medida de la exposicion total a la entidad medida (farmaco, ADC). CL se define como el volumen de
plasma aclarado de la entidad medida en unidades de tiempo y se expresa mediante normalizacién a peso corporal.
El término T1/2 es la mitad del farmaco en el organismo medido durante su fase de eliminacion. La expresion %
Conj. es la cantidad relativa de ADC en comparacion con el anticuerpo total detectado, mediante ensayos separados
de inmunoafinidad de ELISA ("Analytical Methods for Biotechnology Products”, Ferraiolo et al, paginas 85-98 en
Pharmacokinetics of Drugs (1994) P.G. Welling y L.P. Balant, Eds., Handbook of Experimental Pharmacology, Vol.

110, Springer-Verlag. El calculo del % Conj. es simplemente el AUCinf de ADC = AUCINf total de Ab, y es un
indicador general de la estabilidad del conector, aunque pueden tener efecto otros factores y mecanismos.
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La Figura 11 muestra un grafico de un estudio de aclaramiento de la concentracion de plasma después de la
administracion de los conjugados de anticuerpo farmaco: H-MC-vc-PAB-MMAF-TEG y H-MC-vc-PAB-MMAF a ratas
Sprague-Dawley. Las concentraciones de anticuerpo total y ADC se midieron en el tiempo.

La Figura 12 muestra un grafico de un estudio de aclaramiento de la concentracion de plasma en dos etapas en el
que ADC se administré a dosificaciones diferentes y las concentraciones del anticuerpo total y ADC se midieron en
el tiempo.

EFICACIA IN VIVO

La eficacia in vivo del ADC de la invencion se midié con un modelo de raton de explante transgénico de HER2 de
alta expresion. Se propag6 un aloinjerto desde el ratén transgénico Fo5 mmtv que no responde a, o responde muy
poco a, la terapia con HERCEPTIN®. Los sujetos se trataron una vez con ADC y se controlaron durante 3-6
semanas para medir el tiempo de duplicaciéon tumoral, log de muerte celular, y disminucién tumoral. Se realizaron
experimentos de seguimiento de respuesta a dosis y dosis multiples.

Los tumores aparecen facilmente en ratones transgénicos que expresan una forma activada de forma mutacional de
neu, el homélogo de rata de HER2, pero el HER2 que se sobreexpresa en canceres de mama no muta y la
formacion de tumor es mucho menos robusta en ratones transgénicos que sobreexpresa en HER2 sin mutar
(Webster et al. (1994) Semin. Cancer Biol. 5: 69-76).

Para mejorar la formacién de tumores con HER2 sin mutar, se produjeron ratones transgénicos usando un plasmido
de cADN de HER2 en el que un ATG secuencia arriba se suprimié para prevenir el comienzo de la traduccién en
dichos codones de ATG secuencia arriba, que de otro modo reducirian la frecuencia del comienzo de la traduccion
desde el codoén de iniciaciéon auténtico secuencia debajo de HER2 (por ejemplo, véase Child et al. (1999) J. Biol.
Chem. 274: 24335-24341). Ademas, se afiadié un intrén quimérico en el extremo 5’, que también potenciaria el nivel
de expresion tal como se ha indicado anteriormente (Neuberger y Williams (1988) Nucleic Acids Res. 16: 6713;
Buchman y Berg (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 4395; Brinster et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 836). El intrén
quimérico se obtuvo a partir de un vector de Promega, vector de expresion de mamifero pCl-neo (bp 890-1022). En
extremo 3’ del cADN esta flanqueado por los exones 4 y 5 de la hormona de crecimiento humano, y secuencias de
poliadenilacién. Ademas, se usaron ratones FVB por qué esta cepa es mas susceptible al desarrollo tumoral. Se us6
el promotor de MMTV-LTR para asegurar la expresion de HER2 especifica de tejidos en la glandula mamaria. Los
animales alimentaron con la dieta AIN 76A para aumentar la susceptibilidad a la formacién de tumores (Rao et al.
(1997) Breast Cancer Res. and Treatment 45: 149-158).

Tabla 2d Medidas de tumor en modelo de aloinjerto de ratén - Tumor de mama MMTV-HER2 Fo5, ratones atimicos
desnudos

Una sola dosis el dia 1 (T = 0) excepto cuando se indica
H = trastuzumab unido a través de una cisteina [cys] excepto cuando se indica

Farmacos de Dosis Ti PR CR Tiempo de | log medio de
Muestra por duplicacion muerte celular
anticuerpo tumoral (dias)
Vehiculo 2-5 0
H-MC-vc-PAB- | 1250 pg/m? 5/5 4/7 0/7 18 1,5
MMAE
8.7 MMAE/Ab
H-MC-vc-PAB- | 555 pg/m? 2/5 217 517 69 6,6
MMAF
3.8 MMAF/Ab
H-MC(Me)-vc- > 50 6,4
PAB-MMAF
H-MC-MMAF 9.2 mg/kg Ab 77 6/7 0/7 63 9
4.8 MMAF/Ab 550 ug/m? a0,

7,14y 21 dias
H-MC-MMAF 14 mg/kg Ab 5/5 517 2/7 > 63
4.8 MMAF/Ab 840 ug/m? a0,

7,14y 21 dias
H-MC-vc-PAB- | 3,5 mg/kg Ab 5/6 117 317 > 36
MMAF 300 ug/m?ao,
5.9 MMAF/Ab 21,y 42 dias
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H-MC-vc-PAB- |4,9 mg/kg Ab 477 207 5/7 > 90
MMAF 425 ug/m? a 0,
5.9 MMAF/Ab 21,y 42 dias
H-MC-vc-PAB- |6,4 mg/kg Ab 3/6 117 6/7 > 90
MMAF 550 pg/m? a 0,
5.9 MMAF/Ab 21,y 42 dias
H-(L)val-(L)cit- 10 mg/kg 77 117 077 15,2 1.1
MMAE
8.7 MMAE/Ab
H-MC-MMAE 10 mg/kg 77 0/7 077 4 0,1
4.6 MMAE/Ab
H-(D)val-(D)cit- |10 mg/kg 77 0/7 077 3
MMAE
4.2 MMAE/Ab
H-(D)val-(L)cit- 13 mg/kg 77 07 077 9 0,6
MMAE
3.2 MMAE/Ab
H-MC(Me)-ve- |13 mg/kg 77 317 077 17 1,2
MMAE
3.0 MMAE/Ab
H-(L)val-(D)cit- |12 mg/kg 77 07 077 5 0,2
MMAE
3.5 MMAE/Ab
H-ve-MMAE 8.7 10 mg/kg 77 17
MMAE/Ab
H-cys-ve-MMAF 1 mg/kg 77 3
3.8 MMAF/Ab
H-cys-ve-MMAF 3 mg/kg 77 >17
3.8 MMAF/Ab
H-cys-ve-MMAF |10 mg/kg 477 477 317 >17
3.8 MMAF/Ab
H-MC-vc- 10 mg/kg 3/6 117 6/7 81 7.8
MMAF-TEG 4
MMAF/Ab
H-MC-vc- 10 mg/kg 0/5 07 77 81 7,9
MMAF-TEG
4 MMAF/Ab g3wk x 3
H-ve-MMAF 10 mg/kg 4/6 2/8 5/8
(lote 1)
H-ve-MMAF 10 mg/kg 718 1/8 1/8
(lote 2)
H-MC-MMAF 10 mg/kg 8/8 1/8 0/8 18
550 pg/m?
H-(Me)-vc- 10 mg/kg 317 2/8 5/8
MMAF
H-ve-MMAE 3,7mg/kg a0, |6/6 0/7 117 17 2,3
7.5 MMAE/Ab 7,14, 21,28
dias
H-ve-MMAE 7.5mg/kga0, |5/7 317 317 69 10
7.5 MMAE/Ab 7,14, 21,28
dias
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anti IL8-vc- 7.5 mg/kg a 717 0/7 0/7 5 0,5
MMAE 0,7,14,21, 28
7.5 MMAE/Ab dias
anti IL8-vc- 3.7mg/kga0, |(6/6 o/7 0/7 3 0,2
MMAE 7,14,21,28
7.5 MMAE/Ab dias
H-fk-MMA 7.5mg/kga0, |7/7 1/7 0/7 31 4.4
7.5 MMAE/Ab 7,14,21,28
dias
H-fk-MMAE 3.7mg/kga0, |7/7 07 0/7 8,3 0,9
7.5 MMAE/Ab 7,14, 21,28
dias
anti IL8-fk- 7.5mg/kga0, |7/7 07 0/7 6 0,5
MMAE 7,14,21,28
7.5 MMAE/Ab dias
anti IL8-fk- 3,7mg/kga0, |7/7 07 0/7 3 0,1
MMAE 7,14,21,28
7.5 MMAE/Ab dias
Trastuzumab 7,5 mg/kg a 77 o/7 o/7 5 0,4
0,7,14,21, 28
dias
H-vc-MMAE 8.7 10 mg/kg 1250 |6/6 3/6 0/6 15 1,3
MMAE/Ab mg/m?
H-vc-MMAE 10 mg/kg 1250 |7/7 517 >19
ng/m2ao0, 7,y
14 dias
H-vc-MMAE 3mgkgaO,7, |7/7 8
y 14 dias
H-ve-MMAE 1mgkga0,7, |7/7 7
y 14 dias
H-ve-MMAF 10 mg/kg 8/8 5/8 >21
H-ve-MMAF 10 mg/kga O, 7,|4/7 4/7 317 >21
y 14 dias
H-ve-MMAF 3mgkgao,7|7/7 6
y 14 dias
H-ve-MMAF 1 mgkg a 0, 7,|8/8 4
y 14 dias
Trastuzumab 10 mg/kg a 0 y|8/8 3
7 dias
Hg-MC-vc-PAB- |10 mg/kg a 0|6/7 3/8 5/8 56 5,1
MMAF dias
4.1 MMAF/Ab
Fc8-MC-vc- 10 mgkg a 0|7/7 6/8 0/8 25 21
PAB-MMAF dias
4.4 MMAF/Ab
7C2-MC-vc- 10 mg/kg a 0|5/6 6/8 1/8 41 3,7
PAB-MMAF dias
4 MMAF/Ab
H-MC-vc-PAB- |10 mg/kga O 3/8 3/8 5/8 62 57
MMAF 5.9 dias
MMAF/Ab
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2H9-MC-vc- 9/9 > 14 dias
PAB-MMAE

2H9-MC-vc- 9/9 > 14 dias
PAB-MMAF

11D10-vc-PAB- 9/9 > 14 dias
MMAE

11D10-vc- 9/9 11 dias
PAB-MMAF

7C2 = anticuerpo de murino anti-HER2 que se une a un epitopo diferente a trastuzumab.

Fc8 = mutante que no se une a la FcRn

Hg = 4D5 humanizado de longitud total "sin bisagra", con cisteinas bisagra de cadena pesada mutadas a serinas.
Expresado en E. coli (por lo tanto no glicosilado).

2H9 = Anti-EphB2R

11D10 = Anti-0772P

El término Ti es el numero de animales en el grupo de estudio con tumor a T = 0 = animales totales en el grupo. El
término PR es el numero de animales que alcanzan la remisién parcial del tumor = animales con tumora T =0 en el
grupo. El término CR es el niumero de animales que alcanzan la remisién completa del tumor = animales con tumor
a T =0 en el grupo. El término Log de muerte celular es el tiempo en dias para que el volumen del tumor se duplique
— el tiempo en dias para que el volumen del tumor de control se duplique dividido por 3,32 X tiempo para que el
volumen tumoral se duplique en animales de control (dosificados con Vehiculo). El calculo del log de muerte celular
tiene en cuenta el retraso del crecimiento del tumor que resulta del tratamiento y el tiempo de duplicacién del
volumen del tumor en el grupo de control. La actividad antitumoral de ADC se clasifica con valores de log de muerte
celular de:

++++ 234 (muy activo)
+++ =25-34

++ =1,7-2,4

+ =1,0-1,6

inactivo =0

La Figura 13 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con
Aloinjertos de tumor de mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con: Vehiculo, Trastuzumab-MC-vc-PAB-
MMAE (1250 pg/m?) y Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF (555 pg/m?). (H = Trastuzumab). El crecimiento de los
tumores se retrasé por tratamiento con ADC en comparacién con el nivel de crecimiento de control (Vehiculo). La
Figura 14 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el tiempo en ratones atimicos desnudos con Aloinjertos
de tumor de mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados el Dia 0 con 10 mg/kg (660 png/m?) de Trastuzumab-MC-MMAE y
1250 ug/m? de Trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE. La Figura 15 muestra el cambio del volumen tumoral medio con el
tiempo en ratones atimicos desnudos con Aloinjertos de tumor de mama MMTV-HER2 Fo5 dosificados con 650
ug/m? de Trastuzumab-MC-MMAF. La Tabla 2d y las Figuras 13-15 muestran que el ADC tiene fuerte actividad
antitumoral en el aloinjerto de un tumor positivo para HER2 (Fo5) que originalmente en un ratén transgénico MMTV-
HER2. el anticuerpo solo (por ejemplo, Trastuzumab) no tiene actividad antitumoral significativa en este modelo
(Erickson et al. Patente de Estados Unidos N° 6632979). Tal como se ilustra en las Figuras 13-15, el crecimiento de
los tumores se retrasé con el tratamiento con ADC en comparacion con el nivel de crecimiento de control (Vehiculo).

En un descubrimiento sorprendente e inesperado, los resultados de la actividad antitumoral in vivo del ADC en la
Tabla 2d muestran generalmente que ADC con un nimero medio mas bajo de restos de farmacos por anticuerpo
mostraron eficacia, por ejemplo, tiempo de duplicacion del tumor > 15 dias y log medio de muerte celular > 1,0. La
Figura 16 muestra que para el conjugado de anticuerpo farmaco, trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF, el volumen
tumoral medio disminuyd y no progres6 cuando la relacion MMAF:trastuzumab era 2 y 4, mientras que el tumor
progresaba con una relacion de 5,9 y 6, pero una velocidad menor que con el Vehiculo (tampén). La velocidad de la
progresion tumoral en este modelo de xenoinjerto de ratén fue aproximadamente la misma, es decir 3 dias, para
Vehiculo y trastuzumab. Los resultados sugieren que al menos para el ADC de trastuzumab, la relacién 6ptima de
restos de farmacos con anticuerpo puede ser menor que aproximadamente 8, y puede ser de aproximadamente 2 a
aproximadamente 4.
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4.5.5 TOXICIDAD EN ROEDORES

Los conjugados de anticuerpo y farmaco y un control menos ADC, "Vehiculo", se evaluaron en un modelo de rata de
toxicidad aguda. La toxicidad del ADC se investigo por tratamiento de ratas Sprague-Dawley macho y hembra con el
ADC vy posterior inspeccion y andlisis de los efectos sobre diversos érganos. Las observaciones macroscépicas
incluyeron cambios en los pesos corporales y signos de lesiones y sangrado. Se realizaron parametros de patologia
clinica (quimica y hematologia en suero), histopatologia, y necropsia en animales dosificados.

Se considera que la pérdida de peso, o el cambio de peso con respecto animales dosificados solamente con
Vehiculo, en animales después de la dosificacién con ADC son un indicador macroscopico y general de toxicidad
sistémica o localizada. La Figuras 17-19 muestran los efectos de diversos ADC y control (Vehiculo) después de la
dosificacién en el peso corporal de las ratas.

Se midi6é la hepatotoxicidad mediante enzimas hepaticas elevadas, mayores numeros de figuras mitoticas y
apoptéticas y necrosis de hepatocitos. Se observé toxicidad hematolinfoide por supresion de leucocitos,
principalmente granulocitos (neutréfilos), y/o plaquetas, e implicaciéon organica linfoide, es decir atrofia o actividad
apoptética. También se observé toxicidad por lesiones en el tracto gastrointestinal tales como niumeros aumentados
de figuras mitéticas y apoptoticas y enterocolitis degenerativa.

Las enzimas indicativas de lesiéon hepatica que se estudiaron incluyen:
AST (aspartato aminotransferasa)

- Localizacién: citoplasmatica; higado, corazén, musculo esquelético, rifion
- Relacién Higado:Plasma de 7000:1
- T1/2: 17 horas

ALT (alanina aminotransferasa)

- Localizacién: citoplasmatica; higado, rifién, corazén, musculo esquelético
- Relacién Higado:Plasma de 3000:1

- T1/2: 42 horas; variacion diurna
GGT (g-glutamil transferasa)

- Localizacion: membrana plasmatica de células con alta capacidad secretora o de absorcion; higado,
rifion, intestino

- Mal indicador de lesion hepética; normalmente elevada en trastornos de conductos biliares.

Los perfiles de toxicidad de trastuzumab-MC-val-cit-MMAF, trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF, trastuzumab-
MC-MMAF and trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF se estudiaron en ratas Sprague-Dawley hembra (Ejemplo 19). El
anticuerpo de trastuzumab humanizado no se une de forma apreciable al tejido de rata, y cualquier toxicidad se
consideraria no especifica. Las variantes a niveles de dosis de 840 y 2105 ug/m? de MMAF se compararon con
trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF a 2105 ug/m?.

Los animales en los grupos 1, 2, 3, 4, 6, y 7 (Vehiculo, 9,94 y 24,90 mg/kg de trastuzumab-MC-val-cit-MMAF, 10,69
mg/kg de trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF, y 10,17 y 2550 mg/kg de trastuzumab-MC-MMAF,
respectivamente) ganaron peso durante el estudio. Los animales a los grupos 5y 8 (26,78 mg/kg de trastuzumab-
MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF y 21,85 mg/kg de trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF, respectivamente) perdieron peso
durante el estudio. En el Dia del Estudio 5, el cambio en los casos corporales de animales en los grupos 2, 6 y 7 no
fueron significativamente diferentes de los animales del grupo 1. The cambio de pesos corporales de los animales en
los grupos 3, 4, 5y 8 fueron de los de los animales del grupo 1 (Ejemplo 19).

Las ratas tratadas con trastuzumab-MC-MMAF (grupos 6 que 7) eran indistinguible de los animales de control
tratados con vehiculo a ambos niveles de dosis; es decir este conjugado mostré un perfil de seguridad superior en
este modelo. Las ratas tratadas con trastuzumab-MC-val-cit-MMAF (sin del resto de PAB autoinmolativo; grupos 2 ir
3) mostraron cambios dependientes de la dosis habitual para conjugados de MMAF; del alcance de los cambios fue
menor en comparacion con un conjugado de MC-val-cit-PAB-MMAF de longitud total (grupo 8). Los recuentos de
plaguetas el Dia 5 fueron de aproximadamente un 30 % de los valores de la medida inicial en animales del grupo 3
(trastuzumab-MC-val-cit-MMAF a dosis elevada) en comparacién con un 15 % en animales del grupo 8
(trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF a dosis elevada). El aumento de enzimas hepaticas AST que ALT, de bilirrubina
del alcance de trombocitopenia temas evidentes en animales tratados con trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF
(grupos 4 Inc. 5) de una manera dependiente de la dosis; animales del grupo 5 (grupo de dosis elevadas) mostraron
el dia 5 niveles de ALT de aproximadamente 10x el valor de la medida inicial y las plaquetas se redujeron en
aproximadamente un 90 % en el momento de la necropsia.
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Ratas Sprague Dawley Hembra también se dosificaron con niveles elevados (Ejemplo 19, estudio de Dosis Elevada:
Grupos 2, 3, 4) con trastuzumab-MC-MMAF, y control de Vehiculo (Grupo 1). Se observaron ligeras sefales de
toxicidad, incluyendo elevacion de enzimas hepaticas dependientes de la dosis ALT, AST y GGT. El Dia 5, animales
en el grupo de dosis mas elevadas mostraron un aumento de 2 veces de ALT y un aumento de 5 veces de AST;
GGT también esta elevada (6 U/l). los niveles enzimaticos muestran una tendencia hacia la normalizacion el Dia 12.
hubo una granulocitosis moderada en todos los tres grupos de dosis el Dia 5, el recuento de plaquetas permanece
basicamente sin cambios en todos los animales. Los cambios morfoldgicos fueron los suaves; animales tratados con
un nivel de dosis de 4210 ug/m? (Grupo 2) mostro histologia sin complicaciones de higado, bazo, timo, intestinos y
médula 6sea. Se observé un leve aumento de la actividad apoptotica y mitdtica en timo e higado, respectivamente
en animales tratados con el nivel de dosis de 5500 ug/m? (Grupo 3). La medular 6sea era normocelular, pero mostro
evidencias de hiperplasia granulocitica, que es coherente con la granulocitosis absoluta observada en los recuentos
de sangre periférica en estos animales. Los animales con la dosis mas elevada en el grupo 4 mostraron
cualitativamente las mismas caracteristicas; la actividad mitotica en el higado parece en cierto modo mayor en
comparacién con animales en el Grupo 3. Ademas, se observd hematopoyesis extramedular en bazo e higado.

EphB2R es un receptor de tirosina quinasa TM de tipo 1 con una homologia proxima entre ratén y ser humano, y se
sobreexpresa en células de cancer colorrectal. 2H9 es un anticuerpo frente a EphB2R. El anticuerpo desnudo no
tiene efecto en el crecimiento tumoral, pero 2H9-val-cit-MMAE eliminé células que expresan EphB2R demostro
eficacia en un modelo de xenoinjerto de ratén que usa tumores de colon humano CXF1103 (Mao et al. (2004)
Cancer Res. 64: 781-788). Tanto 2H9 como 7C2 son anticuerpos anti-HER2 de IgG1 de ratén. Se compararon los
perfiles de toxicidad de 2H9-MC-val-cit-PAB-MMAF (3.7 MMAF/Ab), 7C2-MC-val-cit-PAB-MMAF (4 MMAF/Ab), que
trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF (5.9 MMAF/Ab). Las diferencias en la estructura de cada inmunoconjugado o
porcién de farmaco del inmunoconjugado pueden afectar a la farmacocinetica y por ultimo al perfil de seguridad. El
anticuerpo de trastuzumab humanizado no se une de forma apreciable al tejido de rata, y cualquier toxicidad se
consideraria no especifica.

TOXICIDAD/SEGURIDAD EN MONO CYNOMOLGUS

Del mismo modo que el estudio de toxicidad la seguridad en ratas, monos cynomolgus se trataron con ADC seguido
de medidas de enzimas hepaticas, e inspeccién y analisis de los efectos sobre diversos érganos. Las observaciones
macroscoépicas incluyeron cambios en los pesos corporales y signos de lesiones y sangrado. Se realizaron
parametros de patologia clinica (quimica y hematologia en suero), histopatologia, y necropsia en animales
dosificados (Ejemplo 19).

El conjugado de anticuerpo y farmaco, H-MC-vc-PAB-MMAE (H = trastuzumab unido a través de cisteina) no mostré
evidencia de toxicidad hepatica a ninguno de los niveles de dosis sometidos a ensayo. Los granulocitos de sangre
periférica mostraron reduccion después de una sola dosis de 1100 mg/m? con recuperacion completa 14 dias
después de la dosis. El conjugado de anticuerpo y farmaco H-MC-vc-PAB-MMAF mostré6 aumento de enzimas
hepaticas a 550 (transitorio) y 880 mg/m? de nivel de dosis, ninguna evidencia de granulocitopenia, y una
disminucion de plaquetas dependiente de la dosis, transitoria (grupos 2 y 3).

4.6 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS DESCRITOS EN EL PRESENTE DOCUMENTO

Los Compuestos a modo de Ejemplo y los Conjugados a modo de Ejemplo se pueden preparar usando los
procedimientos sintéticos que se describen a continuacion en los Esquemas 5-16. Tal como se describe con mas
detalle a continuacién, los Compuestos a modo de Ejemplo o los Conjugados a modo de Ejemplo se pueden
preparar convenientemente usando un Conector que tiene un sitio reactivo para la union al Farmaco y Ligando. En
un ejemplo, un Conector tiene un sitio reactivo que quien un grupo electréfilo que es reactivo a un grupo no
nucleodfilo presente en un Ligando, tal como, pero no limitado a un anticuerpo. Grupos nucledfilos utiles en un
anticuerpo incluyen pero no se limitan a, grupos sulfhidrilo, hidroxilo y amino. El heteroatomo del grupo nucledfilo de
un anticuerpo es reactivo a un grupo electréfilo de un Conector y forma un enlace covalente con una unidad
Conectora. Grupos electréfilos utiles incluyen, pero no se limitan a, grupos maleimida y haloacetamida. El grupo
electrofilo proporciona un sitio conveniente para unién a anticuerpos.

En otro ejemplo, un Conector tiene un sitio reactivo que has un grupo nucleéfilo que es reactivo a un grupo electrofilo
presente en un anticuerpo. Grupos electrofilos utiles en un anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, grupos
carbonilo de aldehido y cetona. El heteroatomo de un grupo nucleéfilo de un Conector puede reaccionar con un
grupo electréfilo en un anticuerpo y formar un enlace, lente con una unidad de anticuerpo. Grupos nucleéfilos utiles
en un Conector incluyen, pero no se limitan a, hidrazida, oxima, amino, hidrazina, tiosemicarbazona, hidrazina
carboxilato, y arilhidrazida. El grupo electréfilo en un anticuerpo proporciona un sitio conveniente para unién a un
Conector.

Ademas, grupos funcionales de acido carboxilico y grupos funcionales de cloroformiato son sitios reactivos utiles
para un Conector porque pueden reaccionar con grupos amino secundario de un Farmaco para formar una unién
amida. ademas es util como un sitio reactivo un grupo funcional carbonato en un Conector, tal como pero no limitado
a p-nitrofenil carbonato, que puede reaccionar con un grupo amino de un Farmaco, tal como pero no limitado a N-
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metil valina, para formar una union carbamato. Por lo general, los Farmacos basados en péptidos se preparan
mediante la formacion de un enlace peptidico entre dos o mas fragmentos de aminoacido y/o péptido. Dichos
enlaces peptidico se pueden preparar, por ejemplo, de acuerdo con el método de sintesis en fase liquida (véase E.
Schréder y K. Libke, "The Peptides”, volumen 1, paginas 76-136, 1965, Academic Press) que es bien conocido en el
campo de la quimica de péptidos.

La sintesis de un Bastidor ilustrativo que tiene un grupo electréfilo de maleimida se ilustra continuacién en los
Esquemas 8-9. En el Esquema 10 se describen métodos de sintesis generales Utiles para la sintesis de un Conector.
El Esquema 11 muestra la construccién de una unidad Conectora que tiene un grupo val-cit, un grupo electrofilo de
maleimida y un grupo Espaciador autoinmolativo PAB. El Esquema 12 representa la sintesis de un Conector que
tiene un grupo phe-lys, un grupo electréfilo de maleimida, con y sin el grupo Espaciador autoinmolativo PAB. El
Esquema 13 presenta una descripcion general para la sintesis de un Compuesto de Farmaco-Conector, mientras
que el Esquema 14 presenta una ruta alternativa para preparar un Compuesto de Farmaco-Conector. El Esquema
15 representa la sintesis de un conector ramificado que contiene un grupo BHMS. El Esquema 16 describe la union
de un anticuerpo a un Compuesto de Farmaco-Conector para formar un Conjugado de Farmaco-Conector-
Anticuerpo, y el Esquema 14 ilustra la sintesis de Conjugados de Farmaco-Conector-Anticuerpo que tienen, por
ejemplo pero no se limitan a, 2 o0 4 farmacos por Anticuerpo.

Tal como se describe con mas detalle a continuacion, los Conjugados a modo de Ejemplo se preparan
convenientemente usando un Conector que tiene dos o mas Sitios Reactivos para la union al y a un Ligando. En un
ejemplo, un Conector tiene un sitio Reactivo que tiene un grupo electrofilo que es reactivo a un grupo nucleéfilo
presente en un Ligando, tal como un anticuerpo. Grupos nucledfilos Utiles en un anticuerpo incluyen pero no se
limitan a, grupos sulfhidrilo, hidroxilo y amino. El heteroatomo del grupo nucleoéfilo de un anticuerpo es reactivo a un
grupo electréfilo en un Conector y forma un enlace covalente con una unidad Conectora. Grupos electréfilos utiles
incluyen, pero no se limitan a, grupos maleimida y haloacetamida. El grupo electrofilo proporciona un sitio
conveniente para unién a anticuerpos.

En otro ejemplo, un Conector tiene un sitio Reactivo que tiene un grupo nucleéfilo que es reactivo a un grupo
electrofilo presente en un Ligando, tal como un anticuerpo. Grupos electrofilos Utiles en un anticuerpo incluyen, pero
no se limitan a, grupos aldehido y cetona carbonilo. El heteroatomo de un grupo nucleoéfilo de un Conector puede
reaccionar con un grupo electréfilo en un anticuerpo y formaron el trafico Valente con una unidad de anticuerpo.
Grupos nucledfilos utiles en un Conector incluyen, pero no se limitan a, hidrazida, oxima, amino, hidrazina,
tiosemicarbazona, hidrazina carboxilato, y arilhidrazida. El grupo electréfilo en un anticuerpo proporciona un sitio
conveniente para unién a un Conector.

4.6.1 SINTESIS DE RESTOS DE FARMACO

Por lo general, los Farmacos basados en péptido se pueden preparar formando un enlace peptidico entre dos o mas
fragmentos de aminoacido y/o péptido. Dichos enlaces peptidicos se pueden preparar, por ejemplo, de acuerdo con
el método de sintesis en fase liquida (véase E. Schroder y K. Lubke, "The Peptides"”, volumen 1, paginas 76-136,
1965, Academic Press) que es bien conocido en el campo de la quimica de péptidos.

Los restos de farmacos de auristatina/dolastatina se pueden preparar de acuerdo con los métodos generales de:
Patente de Estados Unidos N° 5635483; Patente de Estados Unidos N° 5780588; Pettit et al. (1989) J. Am. Chem.
Soc. 111: 5463-5465; Pettit et al. (1998) Anti-Cancer Drug Design 13: 243-277; y Pettit et al. (1996) J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 15:859-863.

En un ejemplo, un Farmaco se prepara por combinacién de aproximadamente un equivalente estequiométrico de un
dipéptido y un tripéptido, preferentemente en una reaccion en una etapa en condiciones de condensacion
adecuadas. Este enfoque se ilustra en los Esquemas 5-7, que siguen a continuacion.

El Esquema 5 ilustra la sintesis de una unidad F de tripéptido N-terminal que es un compuesto intermedio util para la
sintesis de los compuestos de farmaco de Férmula Ib.
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Esquema§
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Tal como se ilustra en el Esquema 5, un aminoacido protegido A (en el que PG representa un grupo de proteccion
de amina, R* se selecciona entre hidroégeno, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, alquil-arilo,
alquil-(carbociclo C3-Cs), heterociclo Cs-Cs, alquil-(heterociclo Cs-Cs) en el que R® se selecciona entre H y metilo; o
R4y R® se unen, tiene la formula -(CR?R®)n- en la que R? y R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno,
alquilo C+-Cs y carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6, y forman un anillo con el atomo de carbono al
que estan unidos), se acopla con el éster t-butilico B (en el que R® se selecciona entre -H y -alquilo C1-Cs; y R” se
selecciona entre hidrégeno, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, alquil-arilo, alquil-(carbociclo
Cs-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil-(heterociclo C3-Cs)) en condiciones adecuadas de acoplamiento, por ejemplo, en
presencia de PyBrop y diisopropiletilamina, o usando DCC (véase, por ejemplo, Miyazaki, K. et. al. Chem. Pharm.
Bull. 1995, 43 (10), 1706-1718).

Grupos protectores PG adecuados, y métodos de sintesis adecuados para proteger un grupo amino con un grupo
protector son bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Greene, T.W. y Wuts, P.G.M., Protective Groups in
Organic Synthesis, 22 Edicion, 1991, John Wiley & Sons. Los aminoacidos A protegidos a modo de ejemplo son PG-
lle y, particularmente, PG-Val, mientras que otros aminoacidos protegidos adecuados incluyen, sin limitacion: PG-
ciclohexilglicina, PG-ciclohexilalanina, acido PG-aminociclopropano-1-carboxilico, acido PG-aminoisobutirico, PG-
fenilalanina, PG-fenilglicina, y PG-ferc-buitilglicina. Z es un grupo protector a modo de ejemplo. Fmoc es otro grupo
protector a modo de ejemplo. Un a modo de ejemplo éster t-butilico B es éster t-butilico de dolaisoleucina.

El dipéptido C se puede purificar, por ejemplo, usando cromatografia, y posteriormente desproteger, por ejemplo,
usando Hzy Pd al 10 %-C en etanol cuando PG es benciloxicarbonilo, o usando dietilamina para la retirada de un
grupo protector Fmoc. La amina D resultante forma rapidamente un enlace peptidico con un aminoacido BB (en el
que R! se selecciona entre -H, -alquilo C1-Cs y -carbociclo C3-Cs; y R? se selecciona entre -H y -alquilo C1-Cs; o R' y
R? se unen, tiene la formula -(CR2RP),- en la que R? y RP se seleccionan independientemente entre -H, -alquilo C1-Cg
y -carbociclo C3-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6, y forman un anillo con el atomo de nitrégeno al que estan
unidos; y R® se selecciona entre hidrégeno, -alquilo C+-Cs, -carbociclo Cs-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, alquil-arilo,
alquil-(carbociclo Cs-Cs), heterociclo Cs-Cs y alquil-(heterociclo Cs-Cs)). N,N-Dialquil aminoacidos son aminoéacidos a
modo de ejemplo para BB, tal como las N,N-dimetil valina disponible en el mercado. Se pueden preparar otros N,N-
dialquil aminoacidos por bis -alquilacién reductora usando procedimientos conocidos (véase, por ejemplo, Bowman,
R.E, Stroud, H.H J. Chem. Soc., 1950, 1342-1340). Fmoc-Me-L-Val y Fmoc-Me-L-glicina son dos aminoacidos BB a
modo de ejemplo utiles para la sintesis de derivados de N-monoalquilo. La amina D y el aminoacido BB reaccionan
para proporcionar el tripéptido E usando reactivo de acoplamiento DEPC con trietilamina como la base. El grupo
protector de E con el extremo C se desprotege posteriormente usando HCI para proporcionar el compuesto
tripeptidico de férmula F.

La metodologia de acoplamiento a DEPC ilustrativa y la metodologia de acoplamiento a PyBrop mostrada en el

Esquema 5 se resumen a continuacion en el Procedimiento General A y en el Procedimiento General B,
respectivamente. La metodologia ilustrativa para la desprotecciéon de una amina protegida con Z a través de
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hidrogenacion catalitica se resume a continuacién en el Procedimiento General C.

Procedimiento General A: Sintesis de péptidos usando DEPC. El aminoacido o péptido N-protegido o N,N-
disustituido D (1,0 equiv.) y una amina BB (1,1 equiv.) se diluyen con un disolvente organico aproético, tal como
diclorometano (de 0,1 a 0,5 M). Una base organica tal como trietilamina o diisopropiletilamina (1,5 equiv.) se afiade a
continuacion, seguido de DEPC (1,1 equiv.). La solucién resultante se agita, preferentemente en atmésfera de argon,
durante hasta 12 horas a la vez que se va controlando por HPLC o TLC. EIl disolvente se retira al vacio a
temperatura ambiente, y el producto en bruto se purifica usando, por ejemplo, HPLC o cromatografia en columna
ultrarrapida (columna en gel de silice). Las fracciones relevantes se combinan y se concentran al vacio para
proporcionar el tripéptido E que se seca al vacio durante una noche.

Procedimiento general B: Sintesis de péptidos usando PyBrop. El aminoacido B (1,0 equiv.), opcionalmente que
tiene un grupo protector carboxilo, se diluye con un disolvente organico aprético tal como diclorometano o DME para
proporcionar una solucién de una concentracién entre 0,5 y 1,0 mM, a continuacion se afiade diisopropiletilamina
(1,5 equiv.). El aminoacido Fmoc-, o Z-protegido A (1,1 equiv.) se afiade en forma de un soélido en una porcién, a
continuacién se afade PyBrop (1,2 equiv.) a la mezcla resultante. La reaccion se controla por TLC o HPLC, seguido
de un procedimiento de tratamiento similar al que se ha descrito en el Procedimiento General A.

Procedimiento general C: Retirada de Z a través de hidrogenacion catalitica. El aminoacido o péptido C Z-
protegido se diluye con etanol para proporcionar una solucién de una concentracién entre 0,5 y 1,0 mM en un
recipiente adecuado, tal como un matraz de fondo redondo de paredes gruesas. Se afiade paladio al 10 % sobre
carbono (5-10 % en p/p) y la mezcla de reaccién se coloca en una atmésfera de hidrégeno. La evolucion de la
reaccion se controla usando HPLC y generalmente esta completa en 1-2 h. La mezcla de reaccion se filtra a través
de un lecho de celite lavado previamente y el celite se lava de nuevo con un disolvente organico polar, tal como
metanol después de filtracion. La solucion de eluyente se concentra al vacio para proporcionar un resto que se
diluye con un disolvente organico, preferentemente tolueno. El disolvente organico se retira a continuacién al vacio
para proporcionar la amina C desprotegida.

El Esquema 6 muestra un método util para preparar un dipéptido C-terminal de férmula K y un método para

acoplamiento del dipéptido de formula K con el tripéptido de férmula F para preparar compuestos de farmaco de
Férmula Ib.
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Esquema 6
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El dipéptido K se puede preparar facilmente por condensacion del aminoacido modificado Boc-Dolaproina G (véase,
por ejemplo, Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725), con una amina de formula H usando agentes de
condensacion bien conocidos en la quimica de péptidos, tales como, por ejemplo, DEPC en presencia de
trietilamina, tal como se muestra en el Esquema 5.

El dipéptido de formula K se puede acoplar a continuacién con un tripéptido de formula F usando el Procedimiento
General D para preparar los compuestos de farmaco protegidos con Fmoc de formula L que se pueden desproteger
posteriormente usando el Procedimiento General E para proporcionar los compuestos de farmaco de formula (Ib).

Procedimiento general D: Sintesis de Farmacos. Una mezcla de dipéptido K (1,0 equiv.) y tripéptido F (1 equiv.)
se diluye con un disolvente organico aprético, tal como diclorometano, para formar una solucion 0,1 M, a
continuacioén se afiade un acido fuerte, tal como acido trifluoroacético (1/2 en v/v) se afiade y la mezcla resultante se
agita en una atmosfera de nitrégeno durante dos horas a 0 °C. La reaccion se puede controlar usando TLC o,
preferentemente, HPLC. El disolvente se retira al vacio y el resto resultante se seca de forma azeotrépica dos veces,
preferentemente usando tolueno. El resto resultante se seca a alto vacio durante 12 h y después se diluye con un
disolvente organico aprético, tal como diclorometano. A continuacién se afiade una base organica tal como
trietilamina o diisopropiletilamina (1,5 equiv.), seguido de PyBrop (1,2 equiv.) o DEPC (1,2 equiv.) dependiendo de la
funcionalidad quimica en el resto. La mezcla de reaccion se controla por TLC o HPLC y después de la finalizacion, la
reaccion se somete a un procedimiento de tratamiento similar o idéntico al que se ha descrito en el Procedimiento
General A.

Procedimiento general E: Retirada de Fmoc usando dietilamina. Un Farmaco L protegido con Fmoc se diluye
con un disolvente organico aprotico tal como diclorometano y a la solucién resultante se le afade dietilamina (1/2 en
v/v). La evolucién de la reaccion se controla por TLC o HPLC y por lo general se completa en 2 h. La mezcla de
reaccion se concentra al vacio y el resto resultante se seca de forma azeotrépica, preferentemente usando tolueno,
después se seca a alto vacio para proporcionar el Farmaco Ib que tiene un grupo amino desprotegido.
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El Esquema 7 nuestro método util para preparar derivados de MMAF de férmula (Ib).

Esquema 7
T A | /K e ™ow
M o HN N M
o s o
od :r“\ Boc I
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[Ib]cuando £ es -0- R es t-bitilo

OH

[Ib]euando Z es -0- R ez H

El dipéptido O se puede preparar faciimente por condensacion del aminoacido modificado Boc-Dolaproina G (véase,
por ejemplo, Pettit, G.R., et al. Synthesis, 1996, 719-725), con un aminoacido protegido de férmula M usando
agentes de condensacion bien conocidos en la quimica de péptidos, tales como, por ejemplo, DEPC en presencia de
trietilamina, tal como se muestra en los Esquemas 5y 6.

El dipéptido de formula O se puede acoplar a continuacién con un tripéptido de formula F usando el Procedimiento
General D para preparar los compuestos de MMAF protegidos con Fmoc de férmula P que se pueden desproteger
posteriormente usando el Procedimiento General E para proporcionar los compuestos de farmaco de MMAF de
formula (Ib).

Por lo tanto, los métodos anteriores son utiles para preparar Farmacos tal como se describen en el presente
documento.

4.6.2 SINTESIS DE CONECTOR DE FARMACO

Para preparar un Compuesto de Farmaco-Conector de la presente invencién, el Farmaco se hace reaccionar con un
sitio reactivo en el Conector. En general, el Conector puede tener la estructura:

100



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 605443 T3

Sitio Reactivo 2[—Ag=W,—Yy—{Sitio Reactivo 1

cuando estan presentes tanto una unidad Espaciadora (-Y-) como una unidad Bastidor (-A-). Como alternativa, el
Conector puede tener la estructura:

Sitio Reactive 2—A;-W,, —1Sitio Reactivo 1

cuando esta ausente la unidad Espaciadora (-Y-).

El Conector también puede tener la estructura:

Sitio reactivo 2+—W,,——{Sitio reactivo 1

cuando estan ausentes tanto la unidad Bastidos (-A-) y la unidad Espaciadora (-Y-)

El Conector también puede tener la estructura:

Sitio Reactivo 2—Aa—{Sitio Reactivo 1

cuando estan ausentes tanto la unidad Aminoacido (W) como la Unidad Espaciadora (Y).

En general, un Conector adecuado tiene una unidad Aminoacido unida a una Unidad Bastidor opcional y a una
Unidad Espaciadora opcional. El Sitio Reactivo 1 esta presente en el extremo de la unidad Espaciadora y el sitio
Reactivo 2 esta presente en el extremo del Bastidor. Si no esta presente una unidad Espaciadora, entonces el sitio
Reactivo 1 esta presente en el extremo C de la unidad Aminoacido.

En un ejemplo, el Sitio Reactivo N° 1 es reactivo a un atomo de nitrégeno del Farmaco, y el Sitio Reactivo N° 2 es
reactivo a un grupo sulfhidrilo en el Ligando. Los Sitios Reactivos 1 y 2 pueden ser reactivos a diferentes grupos
funcionales.

En un ejemplo, el Sitio Reactivo N° 1 es

g—coow .
En otro ejemplo, el Sitio Reactivo N° 1 es
Bum O
T OH

Ademas, en otro ejemplo, el Sitio Reactivo N° 1 es un p-nitrofenil carbonato de que tiene la formula

é—o*o—@—noz.

En un ejemplo, el Sitio Reactivo N° 2 es un grupo aceptor de tiol. Grupos aceptores de tiol adecuados incluyen
grupos haloacetamida que tienen la féormula
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x/j)/ n\‘;‘

en la que X representa un grupo saliente, preferentemente O-mesilo, O-tosilo, -Cl,-Br, o -I; o un grupo maleimida que
tiene la formula

/

5
O
| 3
O
Los Conectores utiles se pueden obtener a través de agentes comerciales, tales como Molecular Biosciences Inc.
(Boulder, CO), o preparar tal como se resume en los Esquemas 8-10 que siguen a continuacion.
10
Esquema8
(0] 0 )i
0O
O o
(o]
Y
0]
o O O o]
EWN, CHCl2 E:N’*fxﬂ\o-
d .
9 Q
0 o o o Q
| N—-{D H N"“Ex)ﬂ\c-H NaHCOg, H;0 N’“fxﬁl‘u-¢
D'GHE + 2 e ———
o] o O q
en el que X es -CH2- 0 -CH20CH2-; y n es un nimero entero que varia de 0-10 cuando X es -CH2- ; 0 1-10 cuando X
es -CH20CHz>-.
15

El método que se muestra en el Esquema 9 combina maleimida con un glicol en condiciones de Mitsunobu para
preparar un Bastidor de polietilenglicol maleimida (véase por ejemplo, Walker, M.A. J. Org. Chem. 1995, 60, 5352-5),
seguido de instalacion de un grupo de Sitio Reactivo de p-nitrofenil carbonato.
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Esquema9
8]

o]
AN TN PPha, DIAD _
| NH + HO Es OH qﬂwamfﬂH
o]

THF
O
m.Jl.

DIEA, DCM

(el
IQ%AE:’"“DJ‘G
D .

R

o

en el que E es -CH2- 0 -CH20CHz2-; y e es un numero entero que varia de 0-8.

5 Como alternativa, los bastidores de PEG-maleimida y PEG-haloacetamida se pueden preparar tal como se describe
en Frisch, et al., Bioconjugate Chem. 1996, 7, 180-186.
El Esquema 10 ilustra una sintesis general de una unidad Conectora ilustrativa que contiene un grupo Bastidor de
maleimida y opcionalmente una unidad Espaciadora autoinmolativa de éter p-aminobencilico.

Esquema 10
] 0 1. NaHCO3, DME/H;0 Rt o} Qp,
H I=
Fmoc-. J\H,O- + HaN oH . Fmoc.. /Ler\HL
N 2. EEDQ, N N
0 2 o R? OH
(o] ti'.“' S (m=0)
HﬂN_{—S“DH 1. dietilamina, CHsCla
2. A, DIEA, CH,Cla
3. bis {4
nitrofeniljcarbonato
1, NaHCOq, DMEHZ0 DIEA, CHClz

2, dietilamina, CHCly

3. compuesto B, DMF 0 0 mt O _Qf"
Eﬁﬁ”"f o O
o o gt 9
| N x)lnkﬁ)\rﬂj’)l‘oﬂ
0o R

8]

RY = bencilo; RZ=(CHy),NHMtr (U)
R!=isopropilo; A%={CHZ)}sNHCONH: (V) ptr= % Ph
10 . Ph

T (m=0) NO2

Me

en el que Q es -alquilo C+-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -haldégeno,-nitro o -ciano; m es un numero entero que varia de 0-4;
y n es un numero entero que varia de 0-10.

15 Los Bastidores utiles se pueden incorporar en un Conector usando los compuestos intermedios disponibles en el
mercado en Molecular Biosciences (Boulder, CO) que se describen a continuacién mediante el uso de técnicas
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conocidas de sintesis organica. Los Bastidores de formula (llla) se pueden introducir en un Conector haciendo
reaccionar los siguientes compuestos intermedios con el extremo N de una unidad Aminoacido tal como se
representa en los Esquemas 11y 12:

O
T
| N—(CHg)y-C(O)-O~
0 o
5
en el que n es un numero entero que varia de 1-10y T es -H 0 -SOs3Na;
o _ Q
QO(CHQ,,-C(O}O¢
O &)
10
en el que n es un numero entero que varia de 0-3;
OO
N\
O - O
Q
O
/\)LN/\/\/\H/O—N :
H
tj =0 0 O
Q.
4 -
gf O/\/\/\I)r O~N ;
O O
15 y

N/\iOH

Las unidades Bastidor de férmula (lllb) se pueden introducir en un Conector haciendo reaccionar los siguientes
20 compuestos intermedios con el extremo N de una unidad Aminoacido:

N\
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AN
° 6
o
|\/U\H -@j\o—m
s
0 o Q
Br\/u\Nl-T\)l\O—hﬁ ;
' g

B
u/\g/““/\/\j\o_& |

Las unidades Bastidor de formula (IV) se pueden introducir en un Conector haciendo reaccionar los siguientes
compuestos intermedios con el extremo N de una unidad Aminoacido:

SIS

enelque Xes-Bro-l;y

@\s—s/\jl\m’\/\/ﬁro_”ob :

Las unidades Bastidor de formula (Va) se pueden introducir en un Conector haciendo reaccionar los siguientes
compuestos intermedios con el extremo N de una unidad Aminoacido:
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Boc—NH-NH;

Boc-——-NH~NH2/\g/ O—Vb .
o

Otros Bastidores utiles se pueden sintetizar de acuerdo con procedimientos conocidos. Los Bastidores de aminooxi
de la formula que se muestra a continuacion se pueden preparar por tratamiento de haluros de alquilo con N-Boc-
hidroxilamina de acuerdo con procedimientos que se describen en Jones, D.S. et al., Tetrahedron Letters, 2000, 41
(10), 1531-1533; y Gilon, C. et al., Tetrahedron, 1967, 23(11), 4441-4447.

NHQ-O-R”-C(O)—'g

en la que -R'"- se selecciona entre -alquileno C1-C1o-, -carbociclo C3-Cs-, -O-(alquil C1-Cs)-, -arileno-, -alquilen Cs-
Cao-arileno-, -arilen-alquileno C1-C1o-, -alquilen C1-C1o-(carbociclo Cs-Cs)-, -(carbociclo Cs-Cs)-alquileno C1-Cio-, -
heterociclo Cs-Cs-, -alquilen C1-C1o-(heterociclo Cs-Cs)-, -(heterociclo Cs-Cs)-alquileno C1-C1o-, -(CH2CH20)r-,-
(CH2CH20)-CHz2-; y r es un numero entero que varia de 1-10;

Los Bastidores de isotiocianato de la férmula que se muestra a continuacion se pueden preparar a partir de cloruros
de acido isotiocianatocarboxilico tal como se describe en Angew. Chem., 1975, 87 (14): 517.

S=C=N-R”-C(O)—§
en la que -R"7- es tal como se describe en el presente documento.

El Esquema 11 nuestro método para obtener un Conector dipeptidico de val-cit que tiene un Bastidor de maleimida y
opcionalmente un Espaciador autoinmolativo de p-aminobencilo.
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Esquema 11

citrulina (1,05 eq.}

HyCy O NaHCOy (1,05 eq.)
1«05“ DME, THF, H,0 [ moc—
Fmoc—N
H (s
w X
Om oR
e CHs QO

1. DEA, DMF (1:2)

N“[{:’HE}!- H o \\\ 2
(CHz)y-CO-05u

O (MC-OSu)

p-nitrofenil-0CO0-p-nitrofenilo
DEA {1,5 eq.}, DMF

O .
AB R=}

Qm

3
e @ OH

EEDO (1,5 eq.)

NH ?2 : Clp-MeOH

Qm OH
Hacf‘f”ﬂnjkﬁg\
Fre S ’j\

Y (m=0)
HaN

MNH

o

p-nitrofenil-0CO00-p-nitrofenilo

DIEA {1,5 eq.}, DMF

G@*NDE o i_c“@mz

en el que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; y m es un nimero entero que varia de 0-
4,

El Esquema 12 ilustra la sintesis de una unidad Conectora dipeptidica de phe-lys(Mtr) que tiene una unidad Bastidor
de maleimida y una unidad Espaciadora autoinmolativa de p-aminobencilo. El material de partida de AD (lys(Mtr))
esta disponible en el mercado (Bachem, Torrance, CA) o se puede preparar de acuerdo con Dubowchik, et al.
Tetrahedron Letters (1997) 38: 5257-60.
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Esquema 12

Ph O
Ph ngj\m L\\,ﬂj‘m H N_d=>—\
OSu . z anc—ltj N F— o
Fmoe=ff % \L‘ \H Bocy0 (15 e}
DIEA

NH NH
AD CH
AC ' AE e 2Cla

oy ot
Ph 8] Ph (8]

1. dietilamina, DMF (1:2)

Fmogo= z

0 3\
N
|<((r~|—|:~c|-|2}ﬁb H © \H 2, o \R
CH3)s-CO-05;
o N | {CHz)s- u _
Mitr o

AF (m=0) NH
. Mir

AG (R=H, m=0)

p-nitrofenil-0C00-p-nitrofenilo (2,0 eq.}

DIEA {1,5 eq.), DMF

8]
AH H=§—(O
@NGE

F
=
=

o
1. dietilamina, DMF {1:2) P j}!\n&n OH
Al

AE— o = [ N—cH2s j\\
| N—(CH4)5-CO-0Su o _ NH
Y Mir

en el que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; y m es un nimero entero que varia de 0-
4,

Tal como se muestra en el Esquema 13, un Conector se puede hacer reaccionar con un grupo amino de un
Compuesto de Farmaco de Férmula (Ib) para formar un Compuesto de Farmaco-Conector que contiene un grupo
amida o carbamato, que une la unidad de Farmaco con la unidad Conectora. Cuando el Sitio Reactivo N° 1 es un
grupo acido carboxilico, tal como en el Conector AJ, la reacciéon de acoplamiento se puede realizar usando HATU o
PyBrop y una base de amina apropiada, dando como resultado un Compuesto de Farmaco-Conector AK, que
contiene un enlace amida bond entre la unidad de Farmaco y la unidad Conectora. Cuando el Sitio Reactivo N° 1 es
un carbonato, tal como en el Conector AL, el Conector se puede acoplar con el Farmaco usando HOBt en una
mezcla de DMF/piridina para proporcionar un Compuesto de Farmaco-Conector AM, que contiene un enlace de
carbamato entre la unidad de Farmaco y la unidad Conectora

Como alternativa, cuando el Sitio Reactivo N° 1 es un buen grupo saliente, tal como en el Conector AN, el Conector
se puede acoplar con un grupo amina de un Farmaco a través de un proceso de sustitucion nucledéfila para
proporcionar un Compuesto de Farmaco-Conector que tiene una unién de amina (AO) entre la unidad de Farmaco y
la unidad Conectora.
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Los métodos ilustrativos utiles para unir un Farmaco a un Ligando para formar un Compuesto de Farmaco-Conector
se representan en el Esquema 13 y se resumen en los Procedimientos Generales G-H.

Esquema 13
HATU P _

Farmaco + Conector.COOH s Farmaco-NH-C(O)-Conector

(Ib) AJ AK

I HOBt _ Il
Farmaco + Conector-O—C—0 NO; ——— = Farmaco-NH—C—0-Conector
(1b) AL AM
base .

Farmaco + Conector-X . Farmaco—N- Conector

(Ib) AN AO

Procedimiento General G: Formacion de amida usando HATU. Un Farmaco (Ib) (1,0 equiv.) y un Conector N-
protegido que contiene un sitio Reactivo de acido carboxilico (1,0 equiv.) se diluyen con un disolvente organico
adecuado, tal como diclorometano, y la solucion resultante se trata con HATU (1,5 equiv.) y una base organica,
preferentemente piridina (1,5 equiv.). La mezcla de reaccion se deja en agitacion en una atmoésfera inerte,
preferentemente argén, durante 6 h, tiempo durante el cual la mezcla de reaccién se controla usando HPLC. La
mezcla de reaccion se concentra y el resto resultante se purifica usando HPLC para producir la amida de férmula
AK.

Procedimiento H: Formacion de carbamato usando HOBt. Una mezcla de un Conector AL que tiene un sitio
Reactivo de p-nitrofenil carbonato (1,1 equiv.) y Farmaco (lb) (1,0 equiv.) se diluyen con un disolvente organico
aprotico, tal como DMF, para proporcionar una solucion que tienen una concentracion de 50-100 mM, y la solucién
resultante se trata con HOBt (2,0 equiv.) y se coloca en una atmésfera inerte, preferentemente argdn. La mezcla de
reaccion se deja en agitacion durante 15 min, a continuacién se afiade una base organica, tal como piridina (1/4 en
v/v), y la evolucién de la reacciéon se controla usando HPLC. EI Conector por lo general se consume en 16 h.
Después, la mezcla de reaccion se concentra al vacio y el resto resultante se purifica usando, por ejemplo, HPLC
para producir el carbamato AM.

Un método alternativo para preparar Compuestos de Farmaco-Conector se resume en el Esquema 14. Usando el
método del Esquema 14, el Farmaco se une a una unidad Conectora parcial (ZA, por ejemplo), que no tiene unida
una unidad Bastidor. Esto proporciona el compuesto intermedio AP, que tiene una unidad Aminoacido que tiene un
extremo N protegido con Fmoc. El grupo Fmoc se retira a continuacién y el compuesto intermedio de amina AQ
resultante se une a continuacion a una unidad Bastidor a través de la reaccion de acoplamiento catalizada usando
PyBrop o DEPC. La preparacion de Compuestos de Farmaco-Conector que contienen un Bastidor AR de
bromoacetamida o un Bastidor AS de PEG maleimida se ilustra en el Esquema 14.
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Esquema 14
0
Moo\ _oHy O A
D

H
HOBt M ,D/\
R—
Z o+ DrE i N :J\H

AR R =

(Ib) ‘1
R =Fmoc NH AP

I-EM/L?’D

Dietilamina

HaC._ _CHy a j\
FI-H H\i /b/\ ° ’
E:r’“]rn*’\/\j‘on 0 H

o :
/ R=H NH AQ
PyBrop .
DIEA HzNAD

o]

O
H
BrﬁgN‘N\)gs Qwﬁdm

© DEPC, DIEA

0
¢ ]
AS R= Nv‘"‘*g"'"‘vo\)s-‘

o]

en el que Q es -alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -halégeno, -nitro o -ciano; y m es un nimero entero que varia de 0-

4.

La metodologia util para la preparacién de una unidad Conectora que contiene un espaciador ramificado se muestra

en el Esquema 15.
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Esquema 15
q
0 O
Q/\U __NaH, THF
OaN n} O=N AV
AT
1. HCL 1M THF
2. Hi Raney, hidrazina
MaOH-THF
OoR
Fmog-Val-Cit
Yk~ ISR G,
M EEI]G {1;5 eﬂ.} HzH H
Fmoc—N S z A ax CHClz-MeOH (2:1) AW
MH . i . .
/Lz p-nitr ofenil-0CO0-p-nitrofenilo (5,0 eq.)
R=H HN" O DIEA(4 eq.), DMF
1. DEA, DMF (1:2)

K "Ch
0 nﬁ\ AR

p-nitrofenil-0C00-p-nitrofenilo (5,0 eq.)
7 )
C :NH{::H235 DIEA (4 8q.), DMF

oA fe 4

0
MOg

El Esquema 15 ilustra la sintesis de un conector dipeptidico deval-cit que tiene una unidad Bastidor de maleimida y
una unidad de bis(4-hidroximetil)estireno (BHMS). La sintesis del compuesto intermedio de BHMS (AW) se ha
mejorado a partir de procedimientos anteriores de bibliografia (véase la Publicacién Internacional N° WO 9813059 de
Firestone et al., y Crozet, M.P.; Archaimbault, G.; Vanelle, P.; Nouguier, R. Tetrahedron Lett. (1985) 26: 5133-5134)
y usa como materiales de partida, (4-nitrobencil)fosfonato de dietilo (AT) disponible en el mercado y 2,2-dimetil-1,3-
dioxan-5-ona (AU) disponible en el mercado. Los conectores AY y BA se pueden preparar a partir del compuesto
AW usando la metodologia que se describe en el Esquema 9.

4.6.3 CONECTORES DENDRITICOS

El conector puede ser un conector de tipo dendritico para unién covalente de mas de un resto de farmaco a través
de un resto conector multifuncional, de ramificacién con un Ligando, tal como pero no limitado a un anticuerpo (Sun
et al. (2002) Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12: 2213-2215; Sun et al. (2003) Bioorganic & Medicinal
Chemistry 11: 1761-1768). Los conectores dendriticos pueden aumentar la relacion molar de farmaco a anticuerpo,
es decir la carga, que esta relacionada con la potencia del Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando. Por lo tanto,
cuando un anticuerpo modificado genéticamente con cisteina lleva solamente un grupo reactivo tiol de cisteina, una
multitud de restos de farmaco se pueden unir a través de un conector dendritico.
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Las siguientes realizaciones a modo de ejemplo de reactivos de conector dendritico permiten que se conjuguen
hasta nueve reactivos de resto de farmaco nucledfilo por reaccion con los grupos funcionales cloroetilo de la
mostaza de nitrégeno

o]

N/\)k CX

N

O
o
X = GHQOGHEGHECHENH!:GHQGHEGHE MN{CHZCH.Cl),
O
CY,
N/\/u\ N,f 3
\ H
8]
0] O
: &
Y = CHyOCH;CH,CNHCH;CH;CH;CH,CH(COH)NHCCH,CH,CH; MN{CH,CH,CI),
CZ,
N N~
Z=  CHoOCH,CH,CNHCH,CXs
0O
0
s CH,OCH,CH,CNHCH,CY

4.6.4 CONJUGACION DE RESTOS DE FARMACOS A ANTICUERPOS

El Esquema 16 ilustra metodologia util para preparar conjugados de Farmaco-Conector-Ligando que tienen de
10 aproximadamente 2 a aproximadamente 4 farmacos por anticuerpo. Un anticuerpo se trata con un agente reductor,

tal como ditiotreitol (DTT) para reducir alguno o todos los restos disulfuro de la cisteina para formar grupos tiol de

cisteina nucledfilos (-CH2SH). EIl anticuerpo parcialmente reducido reacciona de este modo con compuestos de

farmaco-conector, o reactivos de conector, con grupos funcionales electréfilos tales como maleimida o o-halo

carbonilo, de acuerdo con el método de conjugacién en la pagina 766 de Klussman, et al. (2004), Bioconjugate
15 Chemistry 15 (4): 765-773.

Esquema 16

Compuesto

i i . _ Farmaco-Conector - . .
Anticuerpe ———— Anticuerpo Parcialmente Reducide —————— s Conjugade de Farmaco-Conector-Ligando

con Carga Farmacoldgica Reducida

Por ejemplo, un anticuerpo, por ejemplo, AC10, disuelto en borato sédico 500 mM y cloruro sédico 500 mM a pH 8,0
20 se trata con un exceso de ditiotreitol 100 mM (DTT). Después de incubacion a 37 °C durante aproximadamente 30
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minutos, el tampén se intercambia mediante elucion sobre resina Sephadex G25 y elucion con PBS con DTPA 1
mM. El valor de tiol/Ab se comprueba por determinacién de la concentracién de anticuerpos reducido a partir de la
absorbancia a 280 nm de la solucién y la concentracion de tiol por reaccién con DTNB (Aldrich, Milwaukee, WI) y la
determinacion de la absorbancia a 412 nm. El anticuerpo reducido disuelto en PBS se enfria con hielo. El conector
de farmaco, por ejemplo, MC-val-cit-PAB-MMAE en DMSO, disuelto en acetonitrilo y agua en una concentracion
conocida, se afiade al anticuerpo reducido enfriado en PBS. Después de aproximadamente una hora, se afiade un
exceso de maleimida para inactivar la reaccion se protege cualquier grupo tiol de anticuerpos sin reaccionar. La
mezcla de reaccion se concentra por ultrafiltracion centrifuga y el ADC, por ejemplo, AC10-MC-vc-PAB-MMAE, se
purifica y se desala por elucion a través de resina G25 en PBS, se filtra a través de filtros de 0,2 um en condiciones
estériles, y se congela para su almacenamiento.

Se prepararon diversos conjugados de anticuerpo y farmaco (ADC), con diversos conectores, y los restos de
farmaco, MMAE y MMAF. La siguiente tabla es un grupo a modo de ejemplo de ADC que se prepararon siguiendo el
protocolo del Ejemplo 27, y se caracterizaron por HPLC y ensayo de carga de farmaco.

Diana ADC cantidad aislada (mg)  relacion farmaco/Ab
(antigeno)

0772P 16E12-MC-vc-PAB-MMAE 1,75 4
0772P 11D10-MC-vc-PAB-MMAE 46,8 4.4
0772P 11D10-MC-vc-PAB-MMAF 54,5 3,8
Brevican Brevican-MC-MMAF 2 6
Brevican Brevican-MC-vc-MMAF 2 6
Brevican Brevican-MC-vc-PAB-MMAF 1,4 6
CD21 CD21-MC-vc-PAB-MMAE 38,1 43
CD21 CD21-MC-vc-PAB-MMAF 43 41
CRIPTO 11F4-MC-vc-PAB-MMAF 6 4.8
CRIPTO 25G8-MC-vc-PAB-MMAF 7.4 47
E16 12G12-MC-vc-PAB-MMAE 2,3 4,6
E16 3B5-MC-vc-PAB-MMAE 29 4,6
E16 12B9-MC-vc-PAB-MMAE 1,4 3,8
E16 12B9-MC-vc-PAB-MMAE 5,1 4
E16 12G12-MC-vc-PAB-MMAE 3 4,6
E16 3B5-MC-vc-PAB-MMAE 438 41
E16 385-MC-vc-PAB-MMAF 247 4.4
EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAE 29,9 7.1
EphB2R 2H9-MC-fk-PAB-MMAE 25 7,5
EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAE 175 4.1
EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAF 150 3,8
EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAF 120 3,7
EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAE 10,7 4.4
IL-20Ra IL20Ra-fk-MMAE 26 6,7
IL-20Ra IL20Ra-vc-MMAE 27 7,3
EphB2 IL8-MC-vc-PAB-MMAE 251 3,7
MDP MDP-vc-MMAE 32

MPF 19C3-ve-MMAE 1,44 6,5
MPF 7D9-ve-MMAE 43 3,8
MPF 19C3-ve-MMAE 79 3
MPF 7D9-MC-vc-PAB-MMAF 5 43
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Napi3b 10H1-vc-MMAE 4,5 4,6
Napi3b 4C9-vc-MMAE 3,0 5,4
Napi3b 10H1-ve-MMAE 4,5 4.8
Napi3b 10H1-ve-MMAF 6,5 4

NCA 3E6-MC-fk-PAB-MMAE 49,6 54
NCA 3E6-MC-vc-PAB-MMAE 56,2 6,4
PSCA PSCA-fk-MMAE 51,7 8,9
PSCA PSCA-vc-MMAE 61,1 8,6
Napi3b 10H1-MC-vc-PAB-MMAE 75 42
Napi3b 10H1-MC-vc-PAB-MMAF 95 4,4
Napi3b 10H1-MC-MMAF 92 4

EphB2R 2H9-MC-vc-PAB-MMAE 79 5

EphB2R 2H9-MC-MMAF 92 4,9
0772P 11D10(Fc quimera)-MC-vc-PAB-MMAE 79 4,3
0772P 11D10(Fc quimera)-MC-vc-PAB-MMAF 70 4,5
0772P 11D10(Fc quimera)-MC-MMAF 23 4,5
Brevican 6D2-MC-vc-PAB-MMAF 0,3 4,5
Brevican 6D2-MC-MMAF 0,36 45
EphB2R 2H9(Fc quimera)-MC-vc-PAB-MMAE 1983 4,3
E16 12B9-MC-vc-PAB-MMAE 14,1 4,6
E16 12B9-MC-vc-PAB-MMAF 16,4 4,5
E16 12G12-MC-vc-PAB-MMAE 10,5 4,1
E16 12G12-MC-vc-PAB-MMAF 10,2 3,8
E16 3B5-MC-vc-PAB-MMAE 58,6 3,8
E16 3B5-MC-vc-PAB-MMAF 8 3,1
0772P 11D10(Fc quimera)-MC-vc-PAB-MMAE 340 3,9
Steap1 (Steap1-92)-MC-vc-PAB-MMAE 3,5 4

Steap1 (Steap1-92)-MC-vc-PAB-MMAF 47 4

Steap1 (Steap1-120)-MC-vc-PAB-MMAE 2 4

Steap1 (Steap1-120)-MC-vc-PAB-MMAF 2,3 4

E16 3B5-MC-vc-PAB-MMAF 52,2 4,5

4.7 COMPOSICION Y METODOS DE ADMINISTRACION

También se describe una composicion que incluye una cantidad eficaz de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o
Conjugado a modo de Ejemplo y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Por conveniencia, las
unidades de Farmacos y Compuestos de Farmaco-Conector se pueden mencionar como Compuestos a modo de
Ejemplo, mientras que Conjugados Farmaco-Ligando y Conjugados Farmaco-Conector-Ligando se pueden
mencionar como Conjugados a modo de Ejemplo. Las composiciones son adecuadas para administracion veterinaria
0 en seres humanos.

Las presentes composiciones pueden estar en cualquier forma que permita que la composicion se administre a un
paciente. Por ejemplo, la composicion puedes estar en forma de un soélido, liquido o gas (aerosol). Las vias de
administracion habituales incluyen, sin limitacion, oral, tépica, parenteral, sublingual, rectal, vaginal, ocular,
intratumoral, e intranasal. La administraciéon parenteral incluye inyecciones subcutanea, intravenosa, intramuscular,
inyeccion intraesternal o técnicas de infusién. Las composiciones pueden administrarse por via parenteral. Como
alternativa, los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo o composiciones pueden
administrarse por via intravenosa.
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Las composiciones farmacéuticas se pueden formular con el fin de que permitan que un Compuesto a modo de
Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo esté biodisponible tras la administracién de la composicion un paciente.
Las composiciones pueden tomar la forma de una o mas unidades de dosificacién, en las que por ejemplo, un
comprimido puede ser una sola unidad de dosificacion, y un envase de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o
Conjugado a modo de Ejemplo en forma de aerosol pueda contener una pluralidad de unidades de dosificacion.

Los materiales usados en la preparacion de las composiciones farmacéuticas pueden ser no téxicos en las
cantidades usadas. Sera evidente para los expertos en la materia que la dosificacion optima del ingrediente o
ingredientes activos en la composicion farmacéutica dependera de diversos factores. Factores relevantes incluyen,
sin limitacion, el tipo de animal (por ejemplo, ser humano), la forma en particular del Compuesto a modo de Ejemplo
o Conjugado a modo de Ejemplo, la forma de administracién, y la composicién usada.

El vehiculo o excipiente farmacéuticamente activo puede ser de particulas, de modo que las composiciones, por
ejemplo, estén en forma de comprimido o de polvo. El vehiculo o vehiculos pueden ser liquidos, siendo las
composiciones, por ejemplo, un jarabe oral o un liquido inyectable. Ademas, el vehiculo o vehiculos pueden ser
gaseosos o con particulas, con el fin de proporcionar una composicion de aerosol util, por gjemplo, en administracion
por inhalacién.

Cuando esta destinada a la administracién oral, la composicién esta preferentemente en forma sélida o liquida, en la
que las formas semisoélida, semiliquida, suspensioén y gel estan incluidas dentro de las formas que se consideran en
el presente documento como soélidas o liquidas.

Como una composicion solida para administracion oral, la composiciéon se prevé formular en una forma de polvo,
granulo, comprimido fabricado por compresién, pildora, capsula, goma de mascar, oblea o similares. Dicha
composicion solida contiene por lo general uno o mas diluyentes inertes. Ademas, pueden estar presentes uno o
mas de los siguientes: aglutinantes tales como carboximetilcelulosa, etil celulosa, celulosa microcristalina, o gelatina;
excipientes tales como almidén, lactosa o dextrinas, agentes disgregantes tales como acido alginico, alginato sodico,
Primogel, almidén de maiz y similares; lubricantes tales como estearato de magnesio o Sterotex; agentes
deslizantes tales como didxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o sacarina, un agente
saborizante tales como menta, salicilato de metilo por sabor a naranja, y un agente colorante.

Cuando la composicion esta en forma de una capsula, por ejemplo, una capsula de gelatina, ésta puede contener,
ademas de materiales del tipo que se han mencionado anteriormente, un vehiculo liquido tal como polietilenglicol,
ciclodextrina o un aceite graso.

La composicion puede estar en forma de un liquido, por ejemplo, un elixir, jarabe, solucién, emulsién o suspension.
El liquido puede ser util para administracién oral o para administracion por inyeccién. Cuando esta destinado para
administraciéon oral, una composicion que de comprender uno o mas de un agente edulcorante, conservantes,
tinte/colorante y potenciador del sabor. En una composicion para administracion por inyeccion, también se puede
incluir uno o mas tensioactivo, conservante, agente humectante, agente dispersante, agente de suspension, tampén,
estabilizante el agente isotonico.

Las composiciones liquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, también pueden incluir uno o
mas de los siguientes: diluyentes estériles tales como agua para inyeccién, solucién salina, preferentemente solucién
salina fisiolégica, solucién de Ringer, cloruro sodico isoténico, aceites fijos tales como mono o diglicéridos sintéticos
que pueden servir como medio disolvente o de suspension, polietilenglicoles, glicerina, ciclodextrina, propilenglicol u
otros disolventes; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parabeno; antioxidantes tales como
acido ascorbico o bisulfito sodico; agentes de quelacion tales como acido etilendiamintetraacético; tampones tales
como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para la justa de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. Una
composicion parenteral puede estar incluida en ampolla, una jeringa desechable o un vial de dosis multiples
fabricado de vidrio, plastico u otro material. La solucién salina fisiolégica es un adyuvante a modo de ejemplo. Una
composicion inyectable es preferentemente estéril.

La cantidad del Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo que es eficaz en el tratamiento de
un trastorno o afeccion en particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion, y se puede determinar
mediante técnicas clinicas convencionales. Ademas, se pueden usar opcionalmente ensayo in vitro o in vivo para
ayudar a identificar los intervalos 6ptimos de dosificaciéon. La dosis precisa a usar en las composiciones dependera
también de la via de administracion, y de la gravedad de la enfermedad o el trastorno, y se deberia decidir de
acuerdo con el criterio del médico en cada una de las circunstancias del paciente.

Las composiciones comprenden una cantidad eficaz de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo
de Ejemplo de modo que se obtendra una dosificacion adecuada. Por lo general, esta cantidad es de al menos
aproximadamente un 0,01 % de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo en peso de la
composicion. Cuando se pretende que sea para administracién oral, esta cantidad se puede variar para que oscile
de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 80 % en peso de la composicion. Las composiciones orales
pueden comprender de aproximadamente un 4 % a aproximadamente un 50 % del Compuesto a modo de Ejemplo
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y/o Conjugado a modo de Ejemplo el peso de la composicion. Ademas, las presentes composiciones pueden
prepararse de modo que una unidad de dosificacion parenteral contenga de aproximadamente un 0,01 % a
aproximadamente un 2 % el peso del Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo.

A la administracién intravenosa, la composicién de comprender de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100
mg de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo por kg de peso corporal del animal. La
composicion puede incluir de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg de un Compuesto a modo de Ejemplo
y/o Conjugado a modo de Ejemplo por kg de peso corporal del animal. La cantidad administrada puede estar en el
intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal del Compuesto a modo de
Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo.

Generalmente, la dosificacion de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo administrada
a un paciente es por lo general de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 2000 mg/kg del peso corporal
del animal. La dosificacion administrada a un paciente puede ser entre aproximadamente 0,01 mg/kg vy
aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del animal o la dosificacion administrada a un pacientes es entre
aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 250 mg/kg del peso corporal del animal o la dosificacion
administrada a un paciente es entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg del peso corporal del
animal o la dosificacién administrada es entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg del peso
corporal del animalo la dosificacion administrada es entre aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg
del peso corporal del animal.

Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composiciones se pueden administrar
mediante cualquier via conveniente, por ejemplo por infusion o inyeccién en bolo, por absorcion a través de
revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.). La
administracion puede ser sistémica o local. Se conocen diversos sistemas de administracion, por ejemplo,
encapsulaciéon en liposomas, microparticulas, microcapsulas, capsulas, etc., y se pueden usar para administrar un
Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composicién. En determinados casos, se
administra mas de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composicién a un
paciente.

En ejemplos especificos, puede ser deseable administrar uno o mas Compuestos a modo de Ejemplo y/o
Conjugados a modo de Ejemplo o composiciones localmente en el area con necesidad de tratamiento. Esto se
puede conseguir, por ejemplo, y no a modo de limitacion, por infusién local durante la cirugia; aplicacion tépica, por
ejemplo, en conjunto con un apoésito para heridas después de la cirugia; por inyeccién; por medio de un catéter; por
medio de un supositorio; o por medio de un implante, siendo el implante de un material poroso, no poroso, o
gelatinoso, que incluye membranas, tales como membranas sialasticas, o fibras. En un ejemplo, la administracion
puede ser por inyeccion directa en el sitio (o sitio anterior) de un cancer, tumor o tejido neoplasico o pre-neoplasico.
En otro ejemplo, la administracion puede ser por inyeccion directa en el sitio (o sitio anterior) de una manifestacion
de una enfermedad autoinmune.

En determinados casos, puede ser deseable introducir uno o mas Compuestos a modo de Ejemplo y/o Conjugado a
modo de Ejemplo o composiciones en el sistema nervioso central mediante cualquier via adecuada, que incluye
inyeccion intraventricular e intratecal. La inyeccion intraventricular se puede facilitar a través de un catéter
intraventricular, por ejemplo, unido a un dep6sito, tales como un depésito de Ommaya.

Ademas, se puede usar administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y
formulaciones con un agente de aerosol, o a través de perfusion en un tensioactivo pulmonar de fluorocarbono o
sintético.

En otro ejemplo mas, los Compuestos a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composiciones se
pueden administrar en un sistema de liberaciéon controlada, tales como pero no se limitan a, una bomba o se pueden
usar diversos materiales poliméricos. En otro ejemplo mas, un sistema de liberacion controlada se puede colocar en
proximidad a la diana de los Compuestos a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composiciones,
por ejemplo, el cerebro, necesitando de este modo solamente una fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo,
Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, mencionado anteriormente, vol. 2, paginas 115-138
(1984)). Se pueden usar otros sistemas de liberacion controlada que se analizan en la revision de Langer (Science
249: 1527-1533 (1990)).

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente, con el que se administra un Compuesto a
modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, tales
como agua y aceites, que incluyen los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de
cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los vehiculos pueden ser solucion salina,
goma de acacia, gelatina, pasta de almidon, talco, queratina, silice coloidal, urea, y similares. Ademas, se pueden
usar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes, lubricantes y colorantes. En un ejemplo, cuando se administran
a un paciente, el Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo o composiciones y vehiculos
farmacéuticamente aceptables son estériles. El agua es un vehiculo a modo de ejemplo cuando los Compuestos a
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modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo se administran por via intravenosa. Las soluciones salinas
y soluciones de dextrosa acuosa y glicerol solutions también se pueden usar como vehiculos liquidos,
particularmente para soluciones inyectables. Los vehiculos farmacéuticos adecuados también incluyen excipientes
tales como almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, quiza, gel de silice, estearato sédico,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y
similares. Las presentes composiciones, si se desea, también pueden contener cantidades menores de agentes
humectantes o de emulsificacion, o agentes de tamponamiento del pH.

Las presentes composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsion, comprimidos, pildoras,
granulos, capsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos, formulaciones de liberacion sostenida, supositorios,
emulsiones, aerosoles, pulverizaciones, suspensiones, o cualquier otra forma adecuada para su uso. Otros ejemplos
de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin.

Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo pueden formularse de acuerdo con
procedimientos de rutina en forma de una composicion farmacéutica adaptada para administracion intravenosa en
animales, particularmente seres humanos. Por lo general, los vehiculos o excipientes para la administracion
intravenosa son soluciones tampdn acuosas isoténicas estériles. Cuando sea necesario, las composiciones también
pueden incluir un agente solubilizante. Las composiciones para administracion intravenosa pueden comprender
opcionalmente un anestésico local tal como lignocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Generalmente,
los ingredientes se suministran por separado o se mezclan en conjunto en forma de dosificacion individual, por
ejemplo, en forma de un polvo liofilizado seco o concentrado sin agua en un envase cerrado herméticamente tal
como una ampolla o un sobrecito que indique la cantidad del agente activo. Cuando se va a administrar un
Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo por infusion, se puede dosificar, por ejemplo, con
una botella de infusién que contiene agua o solucion salina de calidad farmacéutica estéril. Cuando el Compuesto a
modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo se administra por inyeccion, se puede proporcionar una
ampolla de agua estéril para inyeccion o solucién salina de modo que los ingredientes se pueden mezclar antes de
la administracion.

Las composiciones para administracion oral pueden estar en forma de comprimidos, pastillas para chupar,
suspensiones acuosas u oleosas, granulos, polvos, emulsiones, capsulas, jarabes o elixires, por ejemplo. Las
composiciones administradas por via oral pueden contener uno o mas agentes opcionales opcionalmente, por
ejemplo, agentes edulcorantes tales como fructosa, aspartamo o sacarina; agentes saborizantes tales como menta,
aceite de gaulteria, o cereza; agentes colorantes; y agentes conservantes, para proporcionar una preparacion
farmacéuticamente agradable al paladar. Ademas, cuando estan en forma de comprimido o pildora, las
composiciones se pueden revestir para retrasar la desintegracion y la absorcion en el tracto gastrointestinal
proporcionando una accién sostenida durante un periodo de tiempo prolongado. Las membranas selectivamente
permeables que rodean un compuesto de direccion osmoéticamente activo también son adecuadas para compuestos
administrados por via oral. En estas ultimas plataformas, el fluido del entorno que rodea a la capsula es embestido
por el compuesto de direccién, que se hincha para desplazar el agente o composicién de agente a través de una
apertura. Estas plataformas de administracion pueden proporcionar un perfil de liberacion basicamente de orden
cero en oposicion a los perfiles con adiciones de formulaciones de liberacién inmediata. También se puede usar un
material de retardo con el tiempo tal como monoestearato de glicerol o estearato de glicerol.

Las composiciones pueden estar destinadas a la administraciéon topica, en cuyo caso el vehiculo puede estar en
forma de una solucién, emulsion, pomada o base de gel. Si estan destinadas a la administracion transdérmica, la
composicion puede estar en la forma de un parche transdérmicos o un dispositivo de iontoforesis. Las formulaciones
topicas pueden comprender una concentracion de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de
Ejemplo de aproximadamente un 0,05 % a aproximadamente un 50 % en p/v (peso por volumen unitario de la
composicion), en otro aspecto, de un 0,1 % a un 10 % en p/v.

La composicion puede estar destinada a la administracion rectal, en la forma, por ejemplo, de un supositorio que se
fundira en el recto y liberara el Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a modo de Ejemplo.

La composicion puede incluir diversos materiales que modifican la forma fisica de una unidad de dosificacion sélida
o liquida. Por ejemplo, la composiciéon puede incluir materiales que forman una cubierta de revestimiento alrededor
de los principios activos. Los materiales que forman la cubierta de revestimiento por lo general son inertes, y se
pueden seleccionar entre, por ejemplo, azucar, goma laca, y otros agentes de revestimiento entérico. Como
alternativa, los principios activos se pueden encerrar en una capsula de gelatina.

Las composiciones pueden consistir en unidades de dosificacion gaseosa, por ejemplo, pueden estar en forma de un
aerosol. El término aerosol se usa para indicar diversos sistemas que varian de los de naturaleza coloidal a sistemas
que consisten en envases presurizados. Administraciéon puede ser mediante un gas licuado o comprimido o
mediante un sistema de bombeo adecuado que dosifica los principios activos.

Ya sea en forma solida, liquida o gaseosa, las presentes composiciones pueden incluir un agente farmacolégico
usado en el tratamiento de cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa.
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4.8 USOS TERAPEUTICOS DE LOS CONJUGADOS A MODO DE EJEMPLO

Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo son utiles para tratar cancer, una
enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa en un paciente.

4.8.1 TRATAMIENTO DE CANCER

Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo son utiles para inhibir la multiplicaciéon
de una célula tumoral o de una célula cancerosa, causando apoptosis en una célula tumoral o cancerosa, o para
tratar el cancer en un paciente. Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo se
pueden usar en consecuencia de acuerdo con diversos entornos para el tratamiento de canceres en animales. Los
Conjugados Farmaco-Conector-Ligando se pueden usar para administrar un Farmaco o unidad de Farmaco a una
célula tumoral o célula cancerosa. Sin quedar ligado a teoria alguna, en una realizacién, la unidad Ligando de un
Conjugado a modo de Ejemplo se une a o se asocia con un antigeno asociado a célula cancerosa asociado una
célula tumoral, y el Conjugado a modo de Ejemplo se puede recoger dentro de una célula tumoral o célula cancerosa
a través de endocitosis mediada por receptores. El antigeno se puede unir a una célula tumoral o célula cancerosa o
puede ser una proteina de matriz extracelular asociada con la célula tumoral o célula cancerosa. Una vez dentro de
la célula, una o mas secuencias peptidicas especificas dentro de la unidad Conectora se extienden hidroliticamente
con una o0 mas proteasas asociadas a células tumorales o a células cancerosas, dando como resultado la liberaciéon
de un Farmaco o un Compuesto de Farmaco-Conector. A continuacion, el Farmaco liberado o Compuesto de
Farmaco-Conector es libre paramilitar dentro de la célula e inducir actividades citotoxicas citostaticas. Como
alternativa, el Farmaco o unidad de Farmaco se escinde del Conjugado a modo de Ejemplo fuera de la célula
tumoral o célula cancerosa, y el Farmaco o Compuesto de Farmaco-Conector penetra posteriormente en la célula.

En un ejemplo, la unidad Ligando se une a la célula tumoral o célula cancerosa.

En otro ejemplo, la unidad Ligando se une a una célula tumoral o antigeno de célula cancerosa que esta en la
superficie de la célula tumoral o célula cancerosa.

En otro ejemplo, la unidad Ligando se une a una célula tumoral o antigeno de célula cancerosa que esta en una
proteina de matriz extracelular asociada con la célula tumoral o célula cancerosa.

La especificidad de la unidad Ligando para una célula tumoral o célula cancerosa en particular puede ser importante
para determinar los tumores o canceres que se tratan de forma mas eficaz. Por ejemplo, los Conjugados a modo de
Ejemplo que tienen una unidad Ligando BR96 pueden ser utiles para tratar carcinomas positivos a antigenos que
incluyen los de pulmén, mama, colon, ovarios, y pancreas. Los Conjugados a modo de Ejemplo que tienen una
unidad Ligando Anti-CD30 o una anti-CD40 pueden ser utiles para tratar neoplasias hematolégicas.

Otros tipos de canceres en particular que se pueden tratar con los Conjugados a modo de Ejemplo incluyen, pero no
se limitan a, los que se desvelan en la Tabla 3.

TABLA 3
Tumores so6lidos, que incluyen pero no se limitan a:

fibrosarcoma
mixosarcoma
liposarcoma
condrosarcoma
sarcoma osteogénico
cordoma
angiosarcoma
endoteliosarcoma
linfangiosarcoma
linfangioendoteliosarcoma
sinovioma
mesotelioma

tumor de Ewing

leiomiosarcoma
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rabdomiosarcoma

cancer de colon

cancer colorrectal

cancer de rifién

cancer pancreatico

cancer 6seo

cancer de mama

cancer de ovarios

cancer de prostata

cancer de eso6fago

cancer de estébmago

cancer oral

cancer nasal

cancer de garganta

carcinoma de células escamosas
carcinoma de células basales
adenocarcinoma

carcinoma de glandulas utépicas
carcinoma de glandulas sebaceas
carcinoma papilar
adenocarcinomas papilares
cistadenocarcinoma

carcinoma medular

carcinoma broncogénico
carcinoma de células renales
hepatoma

carcinoma de conductos biliares
coriocarcinoma

seminoma

carcinoma embrionario

tumor de Wilms

cancer cervical

cancer uterino

cancer testicular

carcinoma de pulmén de células pequerias
carcinoma de vejiga

cancer de pulmén

carcinoma epitelial

glioma

glioblastoma multiforme
astrocitoma

meduloblastoma
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craneofaringioma
ependimoma
pinealoma
hemangioblastoma
neurinoma del acustico
oligodendroglioma
meningioma

cancer de piel
melanoma
neuroblastoma

retinoblastoma

canceres de transmisién sanguinea, que incluyen pero no se limitan a

leucemia linfoblastica aguda "ALL"
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T
leucemia mieloblastica aguda "AML"
leucemia promielocitica aguda "APL"
leucemia monoblastica aguda

leucemia eritroleucémica aguda

leucemia megacarioblastica aguda
leucemia mielomonocitica aguda

leucemia no linfocitica aguda

leucemia sin diferenciar aguda

leucemia mielocitica crénica "CML"
leucemia linfocitica cronica "CLL"
leucemia de células pilosas

mieloma multiple

leucemias aguda y cronica:

linfoblastica

mielogénica
leucemias aguda y crénica:

linfocitica

leucemias mielociticas

Linfomas:

enfermedad de Hodgkin
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Linfoma no Hodgkin

Mieloma multiple

macroglobulinemia de Waldenstrém

Enfermedad de cadena pesada

Policitemia vera
Los Conjugados a modo de Ejemplo proporcionan una direccién al tumor o cancer especifica de conjugacién,
reduciendo de este modo la toxicidad general de estos compuestos. Las unidades Conectoras estabilizan los

Conjugados a modo de Ejemplo en sangre, sin embargo se pueden escindir con proteasas especificas de tumores
dentro de la célula, liberando un Farmaco.

4.8.2 TERAPIA DE MODALIDAD MULTIPLE PARA CANCER

Los canceres, que incluyen, pero no se limitan a, un tumor, metastasis, u otra enfermedad o trastorno caracterizado
por crecimiento celular descontrolado, se pueden tratar o prevenir mediante administracion de un Conjugado a modo
de Ejemplo y/o un Compuesto a modo de Ejemplo.

Métodos para tratar o prevenir el cancer son los que se describen en el presente documento, que incluyen
administrar a un paciente con necesidad del mismo una cantidad eficaz de un Conjugado a modo de Ejemplo y un
agente quimioterapeutico. En un ejemplo, el agente quimioterapeutico es uno con el que no se ha encontrado que el
tratamiento del cancer sea resistente. En otro ejemplo, el agente quimioterapeutico es uno con el que se ha
encontrado que el tratamiento del cancer es resistente. Los Conjugados a modo de Ejemplo se pueden administrar a
un paciente que también ha experimentado cirugia como tratamiento para el cancer.

En un ejemplo, el método adicional de tratamiento es la terapia de radiacion.

En un ejemplo especifico, el Conjugado a modo de Ejemplo se administr6 simultdneamente con el agente
quimioterapeutico o con terapia de radiacion. En otro ejemplo especifico, el agente quimioterapeutico o terapia de
radiacion se administra antes su después de la administracion de un Conjugado a modo de Ejemplo, por ejemplo, al
menos una hora, cinco horas, 12 horas, un dia, una semana, un mes o varios meses (por gjemplo, hasta tres
meses), antes o después de la administracién de un Conjugado a modo de Ejemplo.

Un agente quimioterapeultico se puede administrar durante una serie de sesiones. Se puede administrar uno
cualquiera o una combinacioén de los agentes quimioterapeuticos que se enumeran en la Tabla 4. Con respecto a la
radiacion, se puede usar cualquier protocolo de terapia de radiacion dependiendo del tipo de cancer a tratar. Por
ejemplo, pero no a modo de limitacién, se puede administrar radiacion de rayos X; en particular, se puede usar
megavoltaje de alta energia (radiacion mayor que 1 MeV de energia) para tumores profundos, y se pueden usar
radiacion de haz de electrones rayos X de ortovoltaje para canceres de piel. Ademas, se pueden administrar
radiois6topos que emiten rayos gamma, tales como isétopos radiactivos de radio, cobalto y otros elementos.

Ademas, se describen métodos tratamiento del cancer con un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a
modo de Ejemplo como una alternativa a la quimioterapia o a la terapia de radiacion cuando se ha demostrado, o se
puede demostrar, que la quimioterapia o la terapia de radiacién puede ser demasiado toxica, por ejemplo, da como
resultado efectos secundarios inaceptables o insoportables, para el sujeto que se esta tratando. El animal que se
esta tratando, opcionalmente, se puede tratar con otro tratamiento de cancer tal como cirugia, terapia de radiacion o
quimioterapia, dependiendo del tratamiento que se encuentre aceptable o soportable.

Los Compuestos a modo de Ejemplo y/o los Conjugados a modo de Ejemplo también se pueden usar de forma in
vitro o ex vivo, de modo que para el tratamiento de determinados canceres, que incluyen, pero no se limitan a
leucemias y linfomas, dicho tratamiento implica trasplantes de células madre autélogas. Esto puede implicar un
proceso en etapas multiples en el que las células madre hematopoyéticas autélogas del animal se cosechan y se
purgan de todas las células cancerosas, a continuacién se erradica la poblacion de células de médula ésea restantes
del animal mediante la administracion de una dosis elevada de un Compuesto a modo de Ejemplo y/o Conjugado a
modo de Ejemplo con o sin terapia de radiacién de dosis elevada adjunta, y el injerto de células madre se infunde de
nuevo en el animal. A continuacion, se proporciona cuidados de apoyo mientras que la funcion de la médula 6sea se
restablece y el animal se recupera.
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4.8.3 TERAPIA CON MULTIPLES FARMACOS PARA CANCER

Se desvelan métodos para tratar el cancer que incluyen administrar a un paciente con necesidad del mismo una
cantidad eficaz de un Conjugado a modo de Ejemplo y otro agente terapéutico que es un agente anticancer. Agentes
anticancer adecuados incluyen, pero no se limitan a, metotrexato, taxol, L-asparaginasa, mercaptopurina, tioguanina,
hidroxiurea, citarabina, ciclofosfamida, ifosfamida, nitrosoureas, cisplatino, carboplatino, mitomicina, dacarbazina,
procarbazina, topotecan, mostazas de nitrogeno, cytoxan, etoposido, 5-fluorouracilo, BCNU, irinotecan,
camptotecinas, bleomicina, doxorrubicina, idarrubicina, daunorrubicina, dactinomicina, plicamicina, mitoxantrona,
asparaginasa, vinblastina, vincristina, vinorelbina, paclitaxel, and docetaxel. En un aspecto, el agente anticancer
incluye, pero no se limitan a, un farmaco que se enumera en la Tabla 4.

TABLA 4

Agentes de alquilacién

Mostazas de nitr6geno:

ciclofosfamida
ifosfamida
trofosfamida
clorambucilo
melfalano

Nitrosoureas:

carmustina (BCNU)
lomustina (CCNU)

Alquilsulfonatos

busulfan

treosulfan

Triazenos:

decarbazina

Compuestos que contienen platino:

cisplatino
carboplatino

Alcaloides Vegetales

Alcaloides de la vinca:

vincristina
vinblastina
vindesina
vinorelbina

Taxoides:

paclitaxel
docetaxol

Inhibidores de la ADN Topoisomerasa

Epipodofilinas:

etoposido

tenipésido

topotecan
9-aminocamptotecina
camptotecina

crisnatol
mitomicinas: mitomicina C
Anti-metabolitos
Anti-folatos:
Inhibidores de DHFR: metotrexato

trimetrexato

Anti-metabolitos

Inhibidores de la IMP deshidrogenasa:

acido micofendlico
tiazofurina
ribavirina

EICAR

Inhibidores de la ribonucleotido reductasa:

hidroxiurea
deferoxamina

122




ES 2 605443 T3

Analogos de pirimidina:

Analogos de un acilo

5-Fluorouracilo

floxuridina
doxifluridina
ratitrexed

Analogos de citosinas

citarabina (ara C)
arabinosido de citosina
fludarabina

Analogos de purina:

mercaptopurina

tioguanina

Terapias hormonales:

Antagonistas de receptores:

Antiestrégenos tamoxifeno
raloxifeno
megestrol

Agonistas de LHRH: goserilina

acetato de leuprolida

Antiandrégenos: flutamida
bicalutamida
Retinoides/Deltoides
Analogos de vitamina D3: EB 1089
CB 1093
KH 1060

Terapias fotodinamicas:

vertoporfina (BPD-MA)
ftalocianina
fotosensibilidador Pc4
demetoxi-hipocrelina A
(2BA-2-DMHA)

Citoquinas:

Interferén- o
Interferén- y
factor de necrosis tumoral

Otros:

Gemcitabina
Velcade
Revamid
Talamid

Inhibidores de isoprenilacion:

Lovastatina

Neurotoxinas dopaminérgicas:

ién de 1-metil-4-fenilpiridinio

Inhibidores del ciclo celular

estaurosporina

Actinomicinas:

Actinomicina D

dactinomicina

Bleomicinas:

bleomicina A2
bleomicina B2
peplomicina

Antraciclinas:

daunorrubicina
Doxorrubicina (adriamicina)
idarrubicina

epirrubicina

Retinoides/Deltoides

pirarubicina
zorubicina
mtoxantrona
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Inhibidores de MDR: verapamilo

Inhibidores de ATPasa Ca?*: tapsigargina

4.8.4 TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Los Conjugados a modo de Ejemplo son utiles para eliminar o inhibir la replicacién de una célula que produce una
enfermedad autoinmune o para tratar una enfermedad autoinmune. Los Conjugados a modo de Ejemplo se pueden
usar en consecuencia en diversos entornos para el tratamiento de una enfermedad autoinmune en un paciente. Los
Conjugados Farmaco-Conector-Ligando se pueden usar para administrar un Farmaco a una célula diana. Sin quedar
ligado a teoria alguna, el Conjugado de Farmaco-Conector-Ligando puede asociarse con un antigeno en la
superficie de una célula diana, y el Conjugado a modo de Ejemplo se recoge a continuacion dentro de una célula
diana a través de endocitosis mediada por receptores. Una vez dentro de la célula, una, secuencias peptidicas
especificas dentro de la unidad Conectora se escinden enzimaticamente o hidroliticamente, dando como resultado la
liberaciéon de un Farmaco. A continuacién, el Farmaco liberado es libre para migrar en el citosol e inducir actividades
citotdxica as o citostaticas. En un ejemplo alternativo, el Farmaco se escinde del Conjugado a modo de Ejemplo
fuera de la célula diana, y el Farmaco penetra posteriormente en la célula.

En un ejemplo, la unidad Ligando se une a un antigeno autoinmune. En un aspecto, el antigeno esta en la superficie
de una célula implicada en una afeccion autoinmune.

En otro ejemplo, la unidad Ligando se une a un antigeno autoinmune que esta en la superficie de una célula.

En un ejemplo, el Ligando se une a linfocitos activados que estan asociados con el estado de enfermedad
autoinmune.

En un ejemplo mas, los Conjugados a modo de Ejemplo eliminan o inhiben la multiplicacién de células que producen
un anticuerpo autoinmune asociado con una enfermedad autoinmune en particular.

Los tipos de enfermedades autoinmunes en particular que se pueden tratar con los Conjugados a modo de Ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, trastornos relacionados con linfocitos Th2 (por ejemplo, dermatitis atopica, asma
atopica, rinoconjuntivitis, rinitis alérgica, sindrome de Omenn, esclerosis sistémica, y enfermedad de injerto frente a
huésped); trastornos relacionados con linfocitos Th1 (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis,
sindrome de Sjorgren, tiroiditis de Hashimoto, Enfermedad de Grave, cirrosis biliar primaria, granulomatosis de
Wegener, y tuberculosis); trastornos relacionados con linfocitos B activados (por ejemplo, lupus sistémico
eritematoso, sindrome de Goodpasture, artritis reumatoide, y diabetes de tipo I); y las que se desvelan en la Tabla 5.

TABLA 5
Hepatitis Activa Cronica
Enfermedad de Addison
Alveolitis Alérgica
Reaccion Alérgica
Rinitis Alérgica
Sindrome de Alport
Anafilaxis
Espondilitis Anquilosante
Sindrome antifosfolipidico
Avrtritis
Ascariasis
Aspergilosis
Alergia Atopica
Dermatitis Atrépica
Rinitis Atropica
Enfermedad de Behcet

Pulmén de Bird-Fancier
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Asma Bronquial

Sindrome de Caplan
Cardiomiopatia

Enfermedad Celiaca
Enfermedad de Chagas
Glomerulonefritis Cronica
Sindrome de Cogan
Enfermedad de Aglutinina Fria
Infeccion por Rubéola Congénita
Sindrome de CREST
Enfermedad de Crohn
Crioglobulinemia

Sindrome de Cushing
Dermatomiositis

Lupus Discoide

Sindrome de Dressler
Sindrome de Eaton-Lambert
Infeccién por Ecovirus
Encefalomielitis

Oftalmopatia Endocrina
Infeccién por Virus Epstein-Barr
Vémitos Equinos

Eritematosis

Sindrome de Evan

Sindrome de Felty
Fibromialgia

Ciclitis de Fuch

Atrofia Gastrica

Alergia Gastrointestinal
Arteritis de Células Gigantes
Glomerulonefritis

Sindrome de Goodpasture
Enfermedad de Injerto frente a Huésped
Enfermedad de Graves
Enfermedad de Guillain-Barre
Tiroiditis de Hashimoto
Anemia Hemolitica

Puarpura de Henoch-Schonlein
Atrofia Adrenal Idiopatica
Fibritis Pulmonar Idiopatica
Nefropatia de IgA

Enfermedades Intestinales Inflamatorias
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Diabetes Mellitus dependiente de Insulina
Avrtritis Juvenil

Diabetes Mellitus Juvenil (Tipo I)
Sindrome de Lambert-Eaton
Laminitis

Liquen Plano

Hepatitis Lupoides

Lupus

Linfopenia

Enfermedad de Meniere
Enfermedad de Tejido Conectivo Mixto
Esclerosis Multiple

Miastenia Gravis

Anemia Perniciosa

Sindromes Poliglandulares
Demencia Presenil
Agammaglobulinemia Primaria
Cirrosis Biliar Primaria
Psoriasis

Artritis Psoriatica

Fenomeno de Raynauds
Aborto Recurrente

Sindrome de Reiter

Fiebre Reumatica

Artritis Reumatoide

Sindrome de Sampter
esquistosomiasis

Sindrome de Schmidt
Esclerodermia

Sindrome de Shulman
Sindrome de Sjorgen
Sindrome de Stiff-Man
Oftalmia Simpatica

Lupus Sistémico Eritematoso
Arteritis de Takayasu

Arteritis Temporal

Tiroiditis

Trombocitopenia

Tirotoxicosis

Necrolisis Epidérmica Toxica
Resistencia a Insulina de Tipo B

Diabetes Mellitus de Tipo |

126



10

15

20

ES 2 605443 T3

Colitis Ulcerosa

Uveitis

Vitiligo

Macroglobulemia de Waldenstrom

Granulomatosis de Wegener

4.8.5 TERAPIA CON MULTIPLES FARMACOS DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Ademas, se desvelan métodos para tratar una enfermedad autoinmune que incluyen administrar a un paciente con
necesidad del mismo una cantidad eficaz de un Conjugado a modo de Ejemplo y otro agente terapéutico conocido
para el tratamiento de una enfermedad autoinmune. En un ejemplo, the anti-enfermedad autoinmune incluye, pero
no se limita a, los agentes que se enumeran en la Tabla 6.

Tabla 6
ciclosporina
ciclosporina A
micofenilato mofetilo
sirolimus
tacrolimus
enanercept
prednisona
azatioprina
metotrexato ciclofosfamida
prednisona
acido aminocaproico
cloroquina
hidroxicloroquina
hidrocortisona
dexametasona
clorambucilo
DHEA
danazol
bromocriptina
meloxicam

infliximab

4.8.6 TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Los Conjugados a modo de Ejemplo son utiles para eliminar o inhibir la multiplicaciéon de una célula que produce una
enfermedad infecciosa o para tratar una enfermedad infecciosa. Los Conjugados a modo de Ejemplo se pueden usar
en consecuencia en diversos entornos para el tratamiento de una enfermedad infecciosa en un paciente. Los
Conjugados Farmaco-Conector-Ligando se pueden usar para administrar un Farmaco a una célula diana. En un
ejemplo, la unidad Ligando se une a la célula de la enfermedad infecciosa.

En un ejemplo, los Conjugados eliminan o inhiben la multiplicacién de células que producen una enfermedad
infecciosa en particular.

Los tipos de enfermedades infecciosas en particular que se pueden tratar con los Conjugados a modo de Ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, las que se desvelan en la Tabla 7.
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TABLA 7
Enfermedades Bacterianas:
Diftheria
Pertussis

Bacteremia Oculta
Infeccién del Tracto Urinario
Gastroenteritis
Celulitis

Epiglotitis

Traqueitis
Hipertrofia Adenoide
Abceso Retrofaringeo
Impétigo

Ectima

Neumonia
Endocarditis

Artritis Séptica
Pneumococos
Peritonitis
Bacteremia
Meningitis
Meningitis Purulenta Aguda
Uretritis

Cervicitis

Proctitis

Faringitis

Salpingitis
Epididimitis
Gonorrea

Sifilis

Listeriosis

Antrax

Nocardiosis
Salmonella

Fiebre tifoidea
Disenteria
Conjuntivitis
Sinusitis

Brucelosis
Tularemia

Colera

Plaga Buboénica

Tétano
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Enfermedades Bacterianas:
Enteritis Necrotizante
Actinomicosis
Infecciones Anaerobias Mixtas
Sifilis
Fiebre Recurrente
Leptospirosis
Enfermedad de Lyme
Fiebre por Mordedura de Rata
Tuberculosis
Linfadenitis
Lepra
Clamidia
Neumonia por Clamidia
Tracoma

Conjuntivitis por Inclusion

Enfermedades Fungicas Sistémicas:

Histoplamosis
Coccidiodomicosis
Blastomicosis
Esporotricosis
Criptococosis
Candidiasis Sistémica
Aspergilosis
Mucormicosis
Micetoma

Cromomicosis

Enfermedades por Rickettsia:

Tifus

Fiebre Maculada de las Montafias Rocosas
Ehrlichiosis

Rickettsiosis Oriental Transmitida por Garrapatas
Rickettsiosis pustulosa

Fiebre Q

Bartonelosis

Enfermedades Parasitarias:

Malaria
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Enfermedades por Rickettsia:
Babesiosis
Tripanosomiasis Africana
Enfermedad de Chagas
Leishmaniasis
Fiebre Dum-Dum
Toxoplasmosis
Meningoencefalitis
Queratitis
Entamebiasis
Giardiasis
Criptosporidiasis
Isosporiasis
Ciclosporiasis
Microsporidiosis
Ascariasis
Infeccion por Tricocéfalos
Infeccién por Anquilostomas
Infeccion por Lombrices
Larva Migrans Ocular
Triquinosis
Enfermedad del Gusano de Guinea
Filariasis Linfatica
Loiasis
Oncocercosis
Infeccién Canina del Gusano del corazén
Esquistosomiasis
Urticaria del Nadador
Trematodo Oriental de Pulmén
Trematodo Oriental de Higado
Fascioliasis
Fasciolopsiasis
Opistorquiasis
Infecciones por Tenia
Enfermedad Hidatidica

Enfermedad Hidatidica Alveolar

Enfermedades Viricas:
Sarampién
Panencefalitis esclerososante subaguda
Resfriado Comun
Paperas

Rubeola
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Enfermedades Viricas:
Roseola
Quinta Enfermedad
Varicela
Infeccién por el virus sincitial respiratorio
Crup
Bronquiolitis
Mononucleosis infecciosa
Poliomielitis
Herpangina
Enfermedad de manos, pies y boca
Enfermedad de Bornholm
Herpes Genital
Verrugas Genitales
Meningitis Aséptica
Miocarditis
Pericarditis
Gastroenteritis

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA)

Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)
Sindrome de Reye
Sindrome de Kawasaki
Gripe
Bronquitis
Neumonia Virical del "Caminante"”
Enfermedad Respiratoria Febril Aguda
Fiebre faringoconjuntiva aguda
Queratoconjuntivitis Epidémica
Virus del Herpes Simplex 1 (VHS-1)
Virus del Herpes Simplex 2 (VHS-2)
Herpes
Enfermedad Citomegalica de Inclusién
Rabia
Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva
Kuru
Insomnio Familiarl Fatal
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker
Paraparesis Espastica Tropical
Encefalitis Equina Occidental
Encefalitis de California

Encefalitis de St. Louis
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Enfermedades Viricas:

Fiebre Amarilla

Dengue

Coriomeningitis Linfocitica

Fiebre de Lassa

Fiebre Hemorragica

Sindrome Pulmonar por Hantvirus

Infecciones por el Virus de Marburg

Infecciones por el Virus del Ebola

Viruela

4.8.7 TERAPIA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS CON MULTIPLES FARMACOS

Se desvelan métodos para tratar una enfermedad infecciosa que incluyen administrar a un paciente con necesidad
del mismo un Conjugado a modo de Ejemplo y otro agente terapéutico que es un agente anti-enfermedad infecciosa.
En un ejemplo, el agente anti-enfermedad infecciosa es, pero no se limitan a, los agentes que se enumeran en la

Tabla 8.

TABLA 8

Antibioticos de B-Lactama:

Penicilina G
Penicilina V
Cloxacilina
Dicloxacilina
Meticilina
Nafcilina
Oxacilina
Ampicilina
Amoxicilina
Bacampicilina
Azlocilina
Carbenicilina
Mezlocilina
Piperacilina

Aminoglicésidos:

Macrolidos:

Amicacina
Gentamicina
Kanamicina
Neomicina
Netilmicina
Streptomicina
Tobramicina

Azitromicina
Claritromicina

Erithromicina
Lincomicina
Clindamicina
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Tetraciclinas:

Demeclociclina
Doxiciclina
Minociclina
Oxitetraciclina
Tetraciclina

Quinolonas:
Cinoxacina
Acido Nalidixico

Fluoroquinolonas:

Ciprofloxacina
Enoxacina
Grepafloxacina
Levofloxacina
Lomefloxacina
Norfloxacina
Ofloxacina
Sparfloxacina
Trovafloxicina

Polipéptidos:
Bacitracina
Colistina
Polimixina B
Sulfonamidas:
Sulfisoxazol

Sulfametoxazol
Sulfadiazina
Sulfametizol
Sulfacetamida

Diversos Agentes Antibacterianos:

Trimetoprim
Sulfametazol

Cloramfenicol
Vancomicina
Metronidazol
Quinupristina
Dalfopristina
Rifampina
Espectinomicina
Nitrofurantoina
Agentes Antivirales:

Agentes Antivirales Generales:

Idoxuradina
Vidarabina
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Trifluridina
Aciclovir
Famciciclovir
Penciciclovir
Valaciclovir
Ganciciclovir
Foscarnet
Ribavirina
Amantadina
Rimantadina
Cidofovir
Oligonucleétidos Antisentido
Inmunoglobulinas
Inteferones

Farmacos para infeccion por VIH

Tenofovir
Emtricitabina
Zidovudina
Didanosina
Zalcitabina
Estavudina
Lamivudina
Nevirapina
Delavirdina
Saquinavir
Ritonavir
Indinavir
Nelfinavir

5. Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparaciéon del compuesto AB

NH,
NH

m,,

gt

N
NO,
AB

Fmoc-val-cit-PAB-OH (14,61 g, 24,3 mmol, 1,0 equiv., Patente de Estados Unidos N° 6214345 de Firestone et al.) se
diluyé con DMF (120 ml, 0,2 M) y a esta solucion se afadio a dietilamina (60 ml). La reaccion se controlé por HPLC y
10 se encontré6 que estaba completa en 2 h. La mezcla de reaccién se concentrd y el resto resultante se precipitd
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usando acetato de etilo (aprox. 100 ml) con sonicaciéon durante 10 min. Se afadié éter (200 ml) y el precipitado se
sonic6 adicionalmente durante 5 min. La solucién se dejé en reposo durante 30 min. sin agitacion y a continuacion
se filtré y se sec6 a alto vacio para proporcionar Val-cit-PAB-OH, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. Rendimiento: 8,84 g (96 %). Val-cit-PAB-OH (8,0 g, 21 mmol) se diluyé con DMF (110 ml) y la solucién
resultante se traté con MC-OSu (Willner et al., (1993) Bioconjugate Chem. 4: 521; 6,5 g, 21 mmol, 1,0 equiv.). La
reaccion era completa de acuerdo con HPLC después de 2 h. La mezcla de reaccion se concentrd y el aceite
resultante se precipité usando acetato de etilo (50 ml). Después de sonicar durante 15 min, se anadié éter (400 ml) y
la mezcla se sonicd adicionalmente hasta que todas las particulas grandes se separaron. La solucién se filtré6 a
continuacion y el sélido se seco para proporcionar un sélido intermedio de color blanquecino. Rendimiento: 11,63 g
(96 %); ES-MS m/z 757,9 [M-H]

Fmoc-val-cit-PAB-OH (14,61 g, 24,3 mmol, 1,0 equiv., Patente de Estados Unidos N° 6214345 de Firestone et al.) se
diluy6 con DMF (120 ml, 0,2 M) y a esta solucién se afadi6 a dietilamina (60 ml). La reaccion se controlé por HPLC y
se encontré que estaba completa en 2 h. La mezcla de reaccién se concentrd y el resto resultante se precipitd
usando acetato de etilo (aprox. 100 ml) con sonicacién durante 10 min. Se afiadi6 éter (200 ml) y el precipitado se
sonico adicionalmente durante 5 min. La solucién se dejé en reposo durante 30 min. sin agitaciéon y a continuacion
se filtr6 y se seco a alto vacio para proporcionar Val-cit-PAB-OH, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. Rendimiento: 8,84 g (96 %). Val-cit-PAB-OH (8,0 g, 21 mmol) se diluyé6 con DMF (110 ml) y la solucion
resultante se traté con MC-OSu (Willner et al., (1993) Bioconjugate Chem. 4: 521; 6,5 g, 21 mmol, 1,0 equiv.). La
reacciéon era completa de acuerdo con HPLC después de 2 h. La mezcla de reaccion se concentrd y el aceite
resultante se precipité usando acetato de etilo (50 ml). Después de sonicar durante 15 min, se afiadié éter (400 ml) y
la mezcla se sonicé adicionalmente hasta que todas las particulas grandes se separaron. La solucién se filtr6 a
continuacion y el sélido se secé para proporcionar un sélido intermedio de color blanquecino. Rendimiento: 11,63 g
(96 %); ES-MS m/z 757,9 [M-H].

El soélido intermedio de color blanquecino (8,0 g, 14,0 mmol) se diluyé con DMF (120 ml, 0,12 M) y a la solucién
resultante se afiadié bis(4-nitrofenil)carbonato (8,5 g, 28,0 mmol, 2,.0 equiv.) y DIEA (3,66 ml, 21,0 mmol, 1,5 equiv.).
La reaccién se completd en 1 h de acuerdo con HPLC. La mezcla de reaccion se concentrd para proporcionar un
aceite que se precipitd con EtOAc, y a continuaciéon se tritur6 con EtOAc (aprox. 25 ml). El soluto se precipitd
adicionalmente con éter (aprox. 200 ml) y se trituré6 durante 15 min. El sélido se filtr6 y se secé a alto vacio para
proporcionar el Compuesto AB que era puro en un 93 % de acuerdo con HPLC y se usd en la siguiente etapa sin
purificacién adicional. Rendimiento: 9,7 g (94 %).

Ejemplo 2 - Preparaciéon del compuesto 1

Kr I m

H

Nn,

HN N N

' ° OCH; OCH; O 0
1

Sal de HCI del éster t-butilico de fenilalanina (868 mg, 3 mmol), N-Boc-Dolaproina (668 mg, 1 equiv.), DEPC (820 pl,
1,5 equiv.), y DIEA (1,2 ml) se diluyeron con diclorometano (3 ml). Después de 2 horas (h) a temperatura ambiente
(aproximadamente 28 grados Celsius), la mezcla de reaccién se diluyé con diclorometano (20 ml), se lavo
sucesivamente con NaHCO3 acuoso (ac.) saturado (2 x 10 ml), NaCl ac. saturado (2 x 10 ml). La fase organica se
separd y se concentro. El resto resultante se volvié suspender en acetato de etilo y se purificé por cromatografia
ultrarrapida en acetato de etilo. Las fracciones relevantes se combinaron y se concentraron para proporcionar el
dipéptido en forma de un sélido de color blanco: 684 mg (46 %). ES-MS m/z 491,3 [M+H]".

Para escision selectiva de Boc en presencia de éster de t-butilo, el dipéptido anterior (500 mg, 1,28 mmol) se diluy6o
con dioxano (2 ml). Se afiadié6 HCI 4 M/dioxano (960 ul, 3 equiv.), y la mezcla de reaccion se agité durante una
noche a temperatura ambiente. Se observé desproteccion de Boc casi completa por RP-HPLC con una cantidad
minima de escision del éster de t-butilo. La mezcla se enfrid en un bafio de hielo, y se afiadi6 trietilamina (500 pl).
Después de 10 min, la mezcla se retiré del bafio de enfriamiento, se diluyé con diclorometano (20 ml), se lavé
sucesivamente con NaHCOs ac. saturado (2 x 10 ml), NaCl ac. saturado (2 x 10 ml). La fase organica se concentrd
para dar una espuma de color amarillo: 287 mg (57 %). El compuesto intermedio se uso sin purificacién adicional.

El tripéptido Fmoc-Meval-val-dil-O--Bu (preparado tal como se describe en el documento WO 02/088172, titulado

"Pentapeptide Compounds and Uses Related Thereto”,; 0,73 mmol) se tratd6 con TFA (3 ml), diclorometano (3 ml)
durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a sequedad, el resto se co-evaporé con tolueno (3 x 20
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ml), se sec6 al vacio durante una noche. El resto se diluyé con diclorometano (5 ml) y se afadié dipéptido
desprotegido (287 mg, 0,73 mmol), seguido de DIEA (550 pl, 4 equiv.), DEPC (201 pl, 1,1 equiv.). Después de 2 h a
temperatura ambiente la mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo (50 ml), se lavé sucesivamente con acido
citrico ac. al 10 % (2 x 20 ml), NaHCOs ac. saturado (2 x 10 ml), NaCl ac. saturado (10 ml). La fase organica se
separd y se concentréd. El resto resultante se volvié a suspender en acetato de etilo y se purificd por cromatografia
ultrarrapida en acetato de etilo. Las fracciones relevantes se combinaron y se concentraron para proporcionar Fmoc-
Meval-val-dil-dap-phe-O-t-Bu en forma de un soélido de color blanco: 533 mg (71 %). Rf 0.4 (EtOAc). ES-MS m/z
1010,6 [M+H]*.

El producto (200 mg, 0,2 mmol) se diluyé con diclorometano (3 ml), dietilamina (1 ml). La mezcla de reaccion se
agité durante una noche a temperatura ambiente. Los disolventes se retiraron para proporcionar un aceite que se
purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice en un gradiente de la etapa de MeOH al 0-10 % en
diclorometano para proporcionar el Compuesto 1 en forma de un sélido de color blanco: 137 mg (87 %). R 0,3
(MeOWCH:ClI2 al 10 %). ES-MS m/z 788,6 [M+H]*.

Ejemplo 3 - Preparaciéon del compuesto 2
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El compuesto 2 se prepard a partir del compuesto 1 (30 mg, 0,038 mmol) por tratamiento con HCI 4 M/dioxano (4 ml)
durante 7 h a temperatura ambiente. El disolvente se retiro, y el resto se secd al vacio durante una noche para
proporcionar el Compuesto 2 en forma de un sélido higroscépico de color blanco: 35 mg (120 % calculado para sal
de HCI). ES-MS m/z 732,56 [M+H]

Ejemplo 4 - Preparacién del compuesto 3
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3

Fmoc-Meval-val-dil-dap-phe-O-t-Bu (Ejemplo 2, 50 mg) se tratdé con HCI 4 M/dioxano (4 ml) durante 16 h a
temperatura ambiente. El disolvente se retird, y el resto se seco al vacio durante una noche para dar 50 mg de un
sdlido intermedio higroscépico de color blanco.

El sélido intermedio de color blanco (20 mg, 0,02 mmol) se diluyd con diclorometano (1 ml); se afiadi6 DEPC (5 pl,
0,03 mmol, 1,5 equiv.) seguido de DIEA (11 ul, 0,06 mmol, 3 equiv.), y t-butilamina (3,2 pl, 0,03 mmol, 1,5 equiv.).
Después de 2 h a temperatura ambiente, se encontré que la reaccion era completa por RP-HPLC. Se afiadié6 mas
DEPC (10 wl) y t-butilamina (5 ul) y la reaccién se agitdé durante un periodo adicional de 4 h. La mezcla de reaccién
se diluy6é con diclorometano (15 ml), se lavé sucesivamente con agua (5 ml), HCI ac. 0,1 M (10 ml), NaCl ac.
saturado (10 ml). La fase organica se separd y se concentré. El resto resultante se diluyé con diclorometano y se
purificd por cromatografia ultrarrapida en un gradiente de etapa de MeOH al 0-5 % en diclorometano. Las fracciones
relevantes se combinaron y se concentraron para proporcionar el compuesto intermedio protegido con Fmoc en
forma de un solido de color blanco: 7,3 mg (36 %). Rs 0,75 (Me-OH al 10 % /CH2Cl).

El compuesto intermedio protegido con Fmoc se diluyé con diclorometano (0,5 ml) y se traté con dietilamina (0,5 ml)
durante 3 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentré a sequedad. El producto se aislé por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice en un gradiente de etapa de MeOH al 0-10 % en diclorometano para

136



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 605443 T3

proporcionar el Compuesto 3 en forma de un soélido de color blanco: 4 mg (70 %). Rf 0.2 (MeOH al 10 %/CH2Cl2).
ES-MS m/z 787 [M+H]*, 809 [M+Na]*.

Ejemplo 5 - Preparaciéon del compuesto 4
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Boc-L-Fenilalanina (265 mg, 1 mmol, 1 equiv.) y éter monometilico de trietilenglicol (164 ul, 1 mmol, 1 equiv.) se
diluyeron con diclorometano (5 ml). A continuacién, se afiadi6 DCC (412 mg, 2 mmol, 2 equiv.), seguido de DMAP
(10 mg). La mezcla de reaccion se agité durante una noche a temperatura ambiente. El precipitado se retiré6 por
filtracion. El disolvente se retir6 al vacio, el resto se diluyé con acetato de etilo, y se purificé por gel de silice
cromatografia ultrarrapida en acetato de etilo. Las fracciones que contenian el producto se combinaron, se
concentraron, y se secaron al vacio para dar un soélido de color blanco: 377 mg (91 %). Rr 0,5 (EtOAc). ES-MS mi/z
434 [M+Na]*.

La retirada del grupo protector Boc se realizé por tratamiento del material anterior en dioxano (10 ml) con HCI 4
M/dioxano (6 ml) durante 6 h a temperatura ambiente. El disolvente se retird al vacio, el resto se secd al vacio para
dar un soélido de color blanco.

La sal de HCI del éster del éter monometilico de Fenilalanina-trietilenglicol (236 mg, 0,458 mmol, 1 equiv.) y N-Boc-
Dolaproina (158 mg, 0,55 mmol, 1,2 equiv.) se diluyeron con diclorometano (3 ml). DEPC (125 ul, 1,5 equiv.) y se
afiadié a la mezcla seguido de DIEA (250 pl, 3 equiv.). Después de 2 h a temperatura ambiente la mezcla de
reaccion se diluy6é con acetato de etilo (30 ml), se lavé sucesivamente con NaHCOs ac. saturado (2 x 10 ml), acido
citrico ac. al 10 % (2 x 10 ml), NaCl ac. saturado (10 ml). La fase organica se separ6 y se concentro. El resto
resultante se volvié suspender en acetato de etilo y se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice en
acetato de etilo. Las fracciones relevantes se combinaron y se concentraron para proporcionar una espuma
intermedia de color blanco: 131 mg (50 %). Rr 0,25 (EtOAc). ES-MS m/z 581,3 [M+H]*.

La desproteccion de Boc se realizé en diclorometano (2 ml), TFA (0,5 ml) a temperatura ambiente durante 2 h. El
disolvente se retird al vacio, y el resto co-evaporé con tolueno (3 x 25 ml), después se secé al vacio para dar 138 mg
de sal de TFA de dipéptido.

Fmoc-Meval-val-dil-OH (Ejemplo 2, 147 mg, 0,23 mmol, 1 equiv.), y sal de TFA de dipéptido (138 mg) se diluyeron
con diclorometano (2 ml). A la mezcla se afadi6 DEPC (63 pl, 1,5 equiv.), seguido de DIEA (160 ul, 4 equiv.).
Después de 2 h a temperatura ambiente la mezcla de reacciéon se diluyé con diclorometano (30 ml), se lavé
sucesivamente con acido citrico ac. al 10 % (2 x 20 ml), NaCl ac. saturado (20 ml). La fase organica se separ6 y se
concentré. El resto resultante se volvid a suspender en diclorometano y se purificé por cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice en un gradiente de etapa de MeOH al 0-5 % en diclorometano. Las fracciones relevantes se
combinaron y se concentraron para proporcionar una espuma de color blanco: 205 mg (81 %). R 0,4 (MeOH al 10
%/CH2Cl2). ES-MS m/z 1100,6 [M+H]*, 1122,4 [M+Na]*.

El grupo protector Fmoc se retiré por tratamiento con dietilamina (2 ml) en diclorometano (6 ml). Después de 6 h a
temperatura ambiente, el disolvente se retir6 al vacio, el producto se aislé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice en un gradiente de etapa de MeOH al 0-10 % en diclorometano. Las fracciones relevantes se combinaron y se
concentraron. Después de la evaporacion de diclorometano/hexano, 1:1, se obtuvo el Compuesto 4 en forma de una
espuma de color blanco: 133 mg (80 %). Rr 0,15 (MeOH al 10 %/CH2Cl2). ES-MS m/z 878,6 [M+H]".
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Ejemplo 6 - Preparacion del compuesto 5
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Fmoc-Meval-val-dil-OH (Ejemplo 2, 0,50 g, 0,78 mmol) y dap-phe-OMe-HCI (0,3 g, 0,78 mmol, preparado de acuerdo
con Pettit, G.R., et al. Anti-Cancer Drug Design 1998, 13, 243-277) se disolvieron en CH2Cl2 (10 ml) seguido de la
adicion de diisopropiletilamina (0,30 ml, 1,71 mmol, 2,2 equiv.). Se afiadi6 DEPC (0,20 ml, 1,17, 1,5 equiv.) y los
contenidos se mantuvieron en Ar. La reaccion era completa de acuerdo con HPLC en 1 h. La mezcla se concentrd
hasta un aceite y se purificé por cromatografia en SiO2 (columna de 300 x 25 mm) y se eluyd con EtOAc al 100 %. El
producto se aislé en forma de un sélido espumoso de color blanco. Rendimiento: 0,65 g (87 %). ES-MS m/z 968,35
[M+H]*, 991,34 [M+Na]*; Amax de UV 215, 265 nm.

El péptido protegido con Fmoc (0,14 g, 0,14 mmol) en cloruro de metileno (5 ml) se traté con dietilamina (2 ml) y los
contenidos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 2 h. La reaccién, completa por HPLC, se concentré
hasta un aceite, se recogid en 2 ml de DMSO y se inyecté en una HPLC preparativa (columna C12-RP, 5 u, 100 A,
gradiente lineal de MeCN en agua (que contenia TFA al 0,1 %) del 10 al 100 % en 40 min seguido de 20 min al 100
%, a un caudal de 25 ml/min). las fracciones que contenian el producto se evaporaron para proporcionar un polvo de
color blanco para la sal de trifluoroacetato. Rendimiento: 0,126 g (98 %). Rr 0,28 (EtOAc al 100 %); ES-MS m/z
746.59 [M+H]*, 768,51 [M+Na]*; Amax de UV 215 nm.

Ejemplo 7 - Preparacion del compuesto 6
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La sal de trifluoroacetato del Compuesto 5 (0,11 g, 0,13 mmol), Compuesto AB (0,103 g, 0,14 mmol, 1,1 equiv.) y
HOBt (3,4 mg, 26 umol, 0,2 equiv.) se suspendieron en DMF/piridina (2 ml/0,5 ml, respectivamente). Se anadié
diisopropiletilamina (22,5 ul, 0,13 mmol, 1,0 equiv.) y la solucién de color amarillo se agitd6 en una atmosfera de
argon. Después de 3 h, se afadié una cantidad adicional de 1,0 equiv. de DIEA. 24 horas mas tarde, se incluyeron
0,5 equiv. del conector activado en la mezcla de reaccién. Después de 40 h totales, la reaccién se completo. Los
contenidos se evaporaron, se recogieron en DMSO y se inyectaron en una HPLC preparativa (columna C+12-RP, 5 p,
100 A, gradiente lineal de MeCN en agua (que contenia TFA al 0,1 %) del 10 al 100 % en 40 min seguido de 20 min
al 100 %, a un caudal de 50 ml/min). Las fracciones deseadas se evaporaron para dar el producto en forma de un
aceite de color amarillo. Se afiadieron cloruro de metileno (aprox. 2 ml) y éter en exceso para proporcionar el
Compuesto 6 en forma de un precipitado de color blanco que se filtr6 y se sec6. Rendimiento: 90 mg (52 %). ES-MS
m/z 1344,32 [M+H]*, 1366,29 [M+Na]*; Amax de UV 215,248 nm.
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Ejemplo 8 - Preparacion del compuesto 7
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El Compuesto 4 (133 mg, 0,15 mmol, 1 equiv.), Compuesto AB, (123 mg, 0,167 mmol, 1,1 equiv.), y HOBt (4 mg, 0.2
equiv.) se diluyeron con DMF (1,5 ml). Después de 2 min, se afiadié piridina (5 ml) y la reaccién se control6 usando
RP-HPLC. La reaccién mostré que estaba completa en 18 h. La mezcla de reaccién se diluyé con diclorometano (20
ml), se lavo sucesivamente con acido citrico ac. al 10 % (2 x 10 ml), agua (10 ml), NaCl ac. saturado (10 ml). La fase
organica se separd y se concentrd. El resto resultante se volvié a suspender en diclorometano y se purificd por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice en un gradiente de etapa de MeOH al 0-10 % en diclorometano. Las
fracciones relevantes se combinaron y se concentraron para proporcionar el Compuesto 7 en forma de una espuma
de color blanco: 46 mg (21 %). Rr 0,15 (MeOH al 10 %/CH2Cl2). ES-MS m/z 1476,94 [M+H]".

Ejemplo 9 - Preparacién del éster t-butilico de MC-Val-Cit-PAB-MMAF 8
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El Compuesto 1 (83 mg, 0,11 mmol), Compuesto AB (85 mg, 0,12 mmol, 1,1 equiv.), y HOBt (2,8 mg, 21 umol, 0,2
equiv.) se recogieron en DMF seca (1,5 ml) y piridina (0,3 ml) en una atmésfera de argon. Después de 30 h, se
encontré que la reaccion esta basicamente completa por HPLC. La mezcla se evaporo, se recogié en una cantidad
minima de DMSO y se purifico por HPLC preparativa (columna C12-RP, 5 p, 100 A, gradiente lineal de MeCN en
agua (que contenia TFA al 0,1 %) del 10 al 100 % en 40 min seguido de 20 min al 100 %, a un caudal de 25 ml/min)
para proporcionar el Compuesto 8 en forma de un sélido de color blanco. Rendimiento: 103 mg (71 %). ES-MS m/z
1387,06 [M+H]*, 1409,04 [M+Na]*; Amax de UV 205, 248 nm.
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Ejemplo 10 - Preparacién de MC-val-cit-PAB-MMAF 9
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El Compuesto 8 (45 mg, 32 umol) se suspendio en cloruro de metileno (6 ml) seguido de la adicion de TFA (3 ml). La
solucion resultante se mantuvo durante 2 h. La mezcla de reaccion se concentr6 al vacio y se purificé por HPLC
preparativa (columna C12-RP, 5 u, 100 A, gradiente lineal de MeCN en agua (que contenia TFA al 0,1 %) del 10 al
100 % en 40 min seguido de 20 min al 100 %, a un caudal de 25 ml/min). Las fracciones deseadas se concentraron
para proporcionar maleimidocaproil-valina-citrulina-p-hidroximetilaminobenceno-MMAF (MC-val-cit-PAB-MMAF) 9 en
forma de un soélido de color blanquecino. Rendimiento: 11 mg (25 %). ES-MS m/z 1330,29 [M+H]*, 1352,24 [M+Na]*;
Amax de UV 205, 248 nm.

Ejemplo 11 - Preparacion de MC-val-cit-PAB-MMAF terc-butil amida 10

SN ¥ e AR R
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El Compuesto 3 (217 mg, 0,276 mmol, 1,0 equiv.), Compuesto AB (204 mg, 0,276 mmol, 1,0 equiv.), y HOBt (11 mg,
0,0828 mmol, 0.3 equiv.) se diluyeron con piridina/DMF (6 ml). A esta mezcla se afiadié DIEA (0,048 ml), y la mezcla
se agitd durante aproximadamente 16 h. los compuestos organicos volatiles se evaporaron al vacio. El resto en bruto
se purificé por Chromatotron® (cromatografia en capa fina radial) con un gradiente de etapa (metanol al 0-5-10 % en
DCM) para proporcionar MC-val-cit-PAB-MMAF terc-butil amida 10. Rendimiento: 172 mg (45 %); ES-MS m/z
1386,33 [M+H]*, 1408,36 [M+Na]*; Amax de UV 215, 248 nm.

Ejemplo 12 - Preparacion de AC10-MC-MMAE por conjugaciéon de AC10 y MC-MMAE

AC10, disuelto en borato sodico 500 mM y cloruro so6dico 500 mM a pH 8,0 se trata con un exceso de ditiotreitol 100
mM (DTT). Después de incubaciéon a 37 °C durante aproximadamente 30 minutos, el tampon se intercambia por
elucién sobre resina de Sephadex G25 y se eluyé con PBS con DTPA 1 mM. El valor de tiol/Ab se comprueba
mediante la determinacion de la concentracion de anticuerpo reducido a partir de la absorbancia a 280 nm de la
solucion y la concentracion de tiol por reaccion con DTNB (Aldrich, Milwaukee, WI) y determinacion de la
absorbancia a 412 nm. El anticuerpo reducido disuelto en PBS se enfria en hielo.

El reactivo de conector de farmaco, maleimidocaproil-monometil auristatina E, es decir MC-MMAE, disuelto en
DMSO, se diluye en acetonitrilo y agua a una concentracién conocida, y se afiade al anticuerpo reducido enfriado
AC10 en PBS. Después de aproximadamente una hora, se afiade un exceso de maleimida para inactivar la reaccién
y proteger cualquier grupo tiol del anticuerpo sin reaccionar. La mezcla de reaccién se concentra mediante un tipo de
ultrafiltraciéon en centrifuga y AC10-MC-MMAE se purifica y se desala por elucion a través de resina G25 en PBS, se
filtra a través de filtros de 0,2 um en condiciones estériles, y se congela para su almacenamiento.
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Ejemplo 13 - Preparacion de AC10-MC-MMAF por conjugacion de AC10 y MC-MMAF
AC10-MC-MMAF se preparoé por conjugacion de AC10 y MC-MMAF siguiendo el procedimiento del Ejemplo 12.
Ejemplo 14 - Preparacion de AC10-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugaciéon de AC10 y MC-val-cit-PAB-MMAE

AC10-MC-val-cit-PAB-MMAE se prepard por conjugacion de AC10 y MC-val-cit-PAB-MMAE siguiendo el
procedimiento del Ejemplo 12.

Ejemplo 15 - Preparacion de AC10-MC-val-cit-PAB-MMAF por conjugacion de AC10 y MC-val-cit-PAB-MMAF
©

AC10-MC-val-cit-PAB-MMAF se prepar6 por conjugacion de AC10 y MC-val-cit-PAB-MMAF (9) siguiendo el
procedimiento del Ejemplo 12.

Ejemplo 16 — Determinacion de citotoxicidad de compuestos seleccionados

La actividad de citotoxicidad de MMAF y los Compuestos 1-5 se evaluaron en las lineas celulares OVCAR-3
positivas para Lewis Y, las lineas celulares positivas para Lewis Y de carcinoma de mama H3396, carcinoma de
pulmén L2987 y carcinoma de colon LS174t se puede someter al ensayo para la citotoxicidad. Para evaluar la
citotoxicidad de los Compuestos 1-5, se puede sembrar células a aproximadamente 5 — 10.000 por pocillo en 150 pl
de medio de cultivo tratado a continuacién con dosis graduadas de los Compuestos 1-5 por cuadruplicado al
comienzo del ensayo. Los ensayos de citotoxicidad normalmente se realizan durante 96 horas después de la adicion
de los compuestos de ensayo. Cincuenta pl de colorante de resazurina se pueden afiadir a cada pocillo durante las
ultimas 4 a 6 horas de la incubacién para evaluar las células viables al final del cultivo. La reduccion del colorante se
puede determinar mediante espectrometria de fluorescencia usando las longitudes de onda de excitaciéon y de
emision de 535 nm y 590 nm, respectivamente. Para el analisis, el alcance de la reduccién con resazurina mediante
las células tratadas se puede comparar con el de las células de control sin tratar.

Para ensayos de exposicion de 1 h las células se pueden pulsar con el farmaco durante 1 h y a continuacion lavar; el
efecto citotoxico se puede determinar después de 96 h de incubacién.

Ejemplo 17 — cata citotoxicidad in vitro para compuestos seleccionados

La Tabla 10 muestra el efecto citotoxico de Conjugados de los Compuestos cAC10 7-10, sometidos al ensayo tal
como se describe en el Procedimiento General | en una linea celular Karpas 299 de CD30+. Se presentan los datos
de dos experimentos separados. Se encontro que los conjugados cAC10 de los Compuestos 7 y 9 eran ligeramente
mas activos que cAC10-val-cit-MMAE.

TABLA 10
Conjugado Clso (ng/ml)
cAC10-val-cit-MMAE 6
cAC10-7 1,0
cAC10-8 15
cAC10-9 0,5
cAC10-10 20

En otros experimentos, BR96-val-cit-MMAF era al menos 250 veces mas potente que el MMAF libre.

Procedimiento General | — Determinacion de citotoxicidad. Para evaluar la citotoxicidad de los Conjugados a
modo de Ejemplo 7-10, se sembraron celulasa aproximadamente 5 — 10.000 por pocillo en 150 pl de medio de
cultivo y a continuacion se traté con dosis graduadas de los Conjugados a modo de Ejemplo 7-10 por cuadruplicado
al comienzo del ensayo. Se realizaron ensayos de citotoxicidad durante 96 horas después de la adicion de los
compuestos de ensayo. Cincuenta pl de colorante de resazurina se afiadieron a cada pocillo durante las Ultimas 4 a
6 horas de la incubacion para evaluar las células viables al final del cultivo. La reducciéon del colorante se puede
determinar mediante espectrometria de fluorescencia usando las longitudes de onda de excitacion y de emision de
535 nm y 590 nm, respectivamente. Para el analisis, el alcance de la reduccién con resazurina mediante las células
tratadas se puede comparar con el de las células de control sin tratar.

141



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 605443 T3

Ejemplo 18 — Ensayo de proliferacion celular in vitro

La eficacia de ADC se puede medir con un ensayo de proliferacién celular usando el siguiente protocolo (Promega
Corp. Technical Bulletin TB288; Mendoza et al. (2002) Cancer Res. 62: 5485-5488):

1. Una alicuota de 100 pl de cultivo celular que contiene aproximadamente 10* células (SKBR-3, BT474, MCF7 o
MDA-MB-468) en medio se depositdé en cada pocillo de una placa de paredes opacas, de 96 pocillos.

2. Se prepararon pocillos de control que contenian medio y sin células.

3. Se anadié ADC a los concilios experimentales y se incubé durante 3-5 dias.

4. Las placas se equilibraron a temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos.

5. Se afadié un volumen de Reactivo CellTiter-Glo igual al volumen del medio de cultivo celular presente en cada
pocillo.

6. Los contenidos se mezclaron durante 2 minutos en un agitador orbital para inducir la lisis celular.

7. La placa se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizar la sefial de luminiscencia.

8. La luminiscencia se registré y se indicd en graficos como RLU = unidades relativas de luminiscencia.

Ejemplo 19 — Aclaramiento de plasma en ratas

La farmacocinética del aclaramiento de plasma de conjugados de anticuerpo y farmaco y anticuerpo total se
estudiaron en ratas Sprague-Dawley (Charles River Laboratories, 250-275 gramos cada una). Los animales se
dosificaron con inyeccién embolo en la vena de la cola (Impulso V). Se recogieron aproximadamente 300 ul de
sangre entera a través de canula yugular, o extraccion en la cola, en recipientes con anticoagulante de litio/heparina
en cada punto temporal: 0 (dosis previa), 10, y en 30 minutos; 1, 2, 4, 8, 24 y 36 horas; y 2, 3, 4, 7, 14, 21, 28 dias
después de la dosis. El anticuerpo total se midi6 por ELISA - ECD/GxhuFc-HRP. El conjugado de anticuerpo y
farmaco se midi6 por ELISA-MMAE/MMAF/ECD-Bio/SA-HRP.

Ejemplo 20 - Aclaramiento de plasma en monos

La farmacocinética del aclaramiento de plasma de conjugados de anticuerpo y farmaco y anticuerpo total se puede
estudiar en monos cynomolgus. La Figura 12 muestra un estudio en dos etapas de aclaramiento de la concentracion
en plasma después de la administracion de H-MC-vc-MMAE a monos Cynomolgus a diferentes dosis: 0,5, 1,5, 2,5, y
3,0 mg/kg, administradas el dia 1 y el dia 21. Las concentraciones de anticuerpo total y ADC se midieron con el
tiempo. (H = Trastuzumab).

Ejemplo 21 — Eficacia in vivo del volumen tumoral en ratones transgénicos con explantes

Los animales adecuados para experimentos transgénicos se pueden obtener en fuentes comerciales convencionales
tales como Taconic (Germantown, N.Y.). Muchas cepas son adecuadas, pero son preferentes los ratones hembra
FVB debido a su mayor susceptibilidad a la formacién de tumores. Los machos de FVB se pueden usar para
apareamiento y se pueden usar sementales CD.1 vasectomizados para estimular un pseudo-embarazo. Los ratones
vasectomizados se pueden obtener de cualquier proveedor comercial. Los fundadores se pueden criar con ratones
FVB o con ratones heterocigotos 129/BL6 x FVB p53. Los ratones con heterocigosidad en el alelo p53 se pueden
usar para aumentar potencialmente la formacion de tumores. Algunos tumores F1 son de cepas mixtas. Los tumores
en los fundadores solamente pueden ser FVB.

Los animales que tienen tumores (aloinjerto propagado de ratones transgénicos Fo5 mmtv) se pueden tratar con una
sola dosis o con multiples dosis por inyeccion [V de ADC. El volumen tumoral se puede evaluar en diversos puntos
temporales después de la inyeccion.

Ejemplo 22 - Sintesis de MC-MMAF a través de éster t-butilico

Sintesis 1:
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MaValk-Val-Ol-Dap-Pha-O1By, 1001

SO IVs oN P s

MEC-Meval-Val-Dil-Dap-Phs-OlBuy

MC-MMAF

MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OtBu (compuesto 1, 128,6 mg, 0,163 mmol) se suspendi6 en CH2Cl2 (0,500 ml). Se
afnadieron acido 6-maleimidocaproico (68,9 mg, 0,326 mmol) y 1,3-diisopropilcarbodiimida (0,05605 ml, 0,326 mmol)
seguido de piridina (0,500 ml). La mezcla de reaccion se dej6 en agitacion durante 1,0 h. El analisis de HPLC indico
consumo completo del compuesto de partida 1. Los compuestos organicos volatiles se evaporaron a presion
reducida. El producto se aislo por cromatografia en columna ultrarrapida, usando un gradiente de etapa de Metanol
al 0 a 5 % en CH2Cl2. Se recupero un total de 96 mg de MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OtBu (12) pura (rendimiento de
un 60 %). ES-MS m/z 981,26 [M+H]*; 1003,47 [M+Na]*; 979,65 [M-H].

MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OtBu (Compuesto 12,74 mg, 0,0754 mmol) se suspendié en CH2Cl2 (2,0 ml) y TFA (1
ml) a temperatura ambiente. Después de 2,5 h, el analisis de HPLC indic6 consumo completo del material de partida.
Los compuestos organicos volatiles se evaporaron a presién reducida, y el producto se aislé a través de RP-HPLC
preparativa, usando una Columna Synergi Max-RP Ci2 de 80 A de Phenomenex (250 x 21,20 mm). Eluyente:
gradiente lineal de MeCN del 10 % al 90 %/TFA al 0,05 % (ac.) durante 30 minutos, a continuacion MeCN al 90 %/
TFA al 0,05 % (ac.) isocratico para un periodo adicional de 20 minutos. ES-MS m/z 925,33 [M+H]*; 947,30 [M+Na]*;
923,45 [M-H]-.
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Ejemplo 23a - Sintesis de MC-MMAF (11) a través de éster dimetoxibencilico

Sintesis 2:
%\iﬂ q? i {@Qﬂ\ ElaNH/CHCly [ : q
Fmoc-Phe Fmoc-Phe-ODMB Phe-QDMS
oH
S aeucHon o
ﬁm}
OtH, O LN 00H, 3 LNy
Fmoc-Dap-Phe-ODMB " Dap-Phe0ODMB

O o Oy

Fmoc-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-O0MB

S YT N e - saas

MoVal-Val-0i-Dap-Phe-ODMB

L R —

MC-Mavat-val-Oi-Dap-Phe-ODME

[+

MC-MMAF

Preparacion de éster Fmoc-L-Fenilalanina-2,4-dimetoxibencilico (Fmoc-Phe-ODMB)

Un matraz de fondo redondo de 5 | de 3 bocas, se cargd con Fmoc-L-Fenilalanina (200 g, 516 mmol de Bachem),
10 alcohol 2,4-dimetoxibencilico (95,4 g, 567 mmol, Aldrich), y CH2Cl2 (2,0 I). Se afadio t-butil acetal de N,N-
dimetilformamida (155 ml, 586 mmol, Fluka) a la suspension resultante durante 20 min en atmésfera de N2, que dio
como resultado una solucion transparente. Después, la reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante una
noche, tras lo cual el analisis de TLC (0,42, Heptano/EtOAc = 2:1) indic6 que la reaccién era completa. La mezcla de
reaccion se concentré a presion reducida para dar un aceite de color amarillo claro, que se disolvi6 de nuevo en
15 CH2Cl2 (200 ml) y se purifico a través de un lecho corto de gel de silice (25 cm x 25 cm, CH2Clz) para dar una
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espuma incolora (250 g). Se afadi6 MeCN (1 I) en la espuma resultante, que disolvié totalmente el lote. A
continuacion se concentro a sequedad y se volvié a disolver en MeCN (1 1) y la suspension resultante se agitd
durante 1 h, se filtrd6 y la torta de filtro se aclar6 con MeCN (2 x 200 ml) para dar éster Fmoc-L-fenilalanina-2,4-
dimetoxibencilico en forma de un sélido de color blanco (113,58 g, 41 %, AUC de un 95,5 % por analisis de HPLC).
Datos: HPLC.

Preparacion Ester L-fenilalanina-2,4-dimetoxibencilico (Phe-ODMB)

Un matraz de fondo redondo de 500 ml se cargd con éster Fmoc-L-fenilalanina-2,4-dimetoxibencilico (26,00 g, 48,3
mmol), CH2Cl2 (150 ml) y dietilamina (75 ml, Acros). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente y la finalizacion se
control6 por HPLC. Después de 4 h, la mezcla se concentro (temperatura del bafio < 30 °C). El resto se volvié a
suspender en CH2Cl> (200 ml) y se concentrd. Esto se repitid una vez. Al resto se afadi6 MeOH (20 ml), que
provoco la formacion de un gel. Este resto se diluyé con CH2Cl2 (200 ml), se concentré y el aceite turbio se dejo
vacio durante una noche. El resto se suspendié en CH2Cl> (100 ml), a continuacién se afadié tolueno (120 ml). La
mezcla se concentro y el resto se dejé al vacio durante una noche.

Datos: HPLC, RMN 1H.
Preparacion de Fmoc-Dolaproina (Fmoc-Dap)

Boc-Dolaproina (58,8 g, 0,205 mol) se suspendié en HCI 4 N en 1,4-dioxano (256 ml, 1,02 mol, Aldrich). Después de
agitar durante 1,5 horas, el andlisis de TLC indicd que la reaccion era completa (MeOH al 10 %/CH2Cl2) y la mezcla
se concentro casi hasta sequedad. Se cargé 1,4-dioxano adicional (50 ml) y la mezcla se concentr6 a sequedad y se
secd al vacio durante una noche. El sélido de color blanco resultante se disolvié en H20 (400 ml) y se transfirié a un
to matraz de fondo redondo, de tres bocas, de 3 I, con un agitador mecanico y sonda de temperatura. Se afadioé
N,N-diisopropiletilamina (214,3 ml, 1,23 mol, Acros) durante un minuto, causando una exotermia de 20,5 a 28,2 °C
(interna). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié 1,4-dioxano (400 ml). Una solucién de Fmoc-OSu
(89,90 g, 0,267 mol, Advanced ChemTech) en 1,4-dioxano (400 ml) se afadié6 desde un embudo de adicion durante
15 minutos, manteniendo la temperatura de reaccién por debajo de 9 °C. La mezcla se dej6 calentar a temperatura
ambiente y se agité durante 19 horas, tras lo cual la mezcla se concentr6 por evaporacion rotatoria hasta una
suspension acuosa (390 g). La suspension se diluyd con H20 (750 ml) y Et20 (750 ml), provocando que se formara
un precipitado de color blanco abundante. Las fases se separaron, manteniendo los sélidos con la fase organica. La
fase acuosa se acidificé usando HCI conc. (30 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). Los extractos combinados se
secaron sobre MgSOQg, se filtr6 y se concentr6 para dar 59,25 g de un aceite de color amarillo A. El extracto de Et2O
se extrajo una vez con NaHCOs sat. (200 ml), manteniendo los s6lidos con la fase acuosa. La suspension acuosa se
acidificé usando HCI conc. (50 ml) y se extrajo con Et2O (50 ml) manteniendo los sélidos con la fase organica. La
fase organica se filtr6 y se concentrd para dar 32,33 g de un aceite de color amarillo B. Los dos aceites (A y B) se
combinaron y se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice eluyendo con CHxClz (3,5 1), a
continuacion MeOH al 3 %/CHzClz (9 ) para dar 68,23 g de Fmoc-dolaproina en forma de una espuma de color
blanco (81 %, pureza de un 97,5 % por HPLC (AUC)).

Preparacion de Fmoc-Dap-Phe-ODMB

Phe-ODMB en bruto (48,3 mmol) se suspendié en DMF anhidra (105 ml, Acros) durante 5 minutos y se afadio
Fmoc-Dap (19,80 g, 48,3 mmol). La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se afiadié6 TBTU (17,08 g, 53,20 mmol,
Matrix Innovations). Se afiadié N,N-diisopropiletilamina (25,3 ml, 145,0 mmol, Acros) mediante una jeringa durante 3
min. Después de 1 h, el bafio de hielo se retir6 y la mezcla se dej6 calentar durante 30 min. La mezcla se vertié en
agua (1 1) y se extrajo con acetato de etilo (300 ml). Después de separacion, la fase acuosa se extrajo de nuevo con
acetato de etilo (2 x 150 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (150 ml), se sec6 (MgSQOa) y
se filtrd (papel de filtro) para retirar las sustancias insolubles (compuestos inorganicos y algo de dibenzofulveno).
Después de concentracion, el resto (41 g) se adsorbié sobre silice (41 g) y se purificd por cromatografia (columna de
22 cm x 8 cm; Heptano al 65 %/EtOAc (2,5 I); Heptano al 33 %/EtOAc (3,8 I), para dar 29,4 g de producto en forma
de una espuma de color blanco (86 %, pureza de un 92 % por HPLC).

Datos: HPLC, RMN 1H, TLC (EtOAc a 1:1/Heptano Rf = 0,33, tinciéon con rojo en vanillina).

Preparacion de Dap-Phe-ODMB

Un matraz de fondo redondo de 1 | se cargd con Fmoc-Dap-Phe-ODMB (27,66 g), CH2Cl2 (122 ml) y dietilamina (61
ml, Acros). La solucién se agité a temperatura ambiente y la finalizacion se controlé por HPLC. Después de 7 h, la
mezcla se concentr6 (temp. del bafio < 30 °C). El resto se suspendidé en CH2Cl> (300 ml) y se concentrd. Esto se
repiti6 dos veces. Al resto se afiadi6 MeOH (20 ml) y CH2Cl2 (300 ml), y la solucién se concentro. El resto se
suspendié en CH2Cl2 (100 ml) y tolueno (400 ml), se concentrd, y el resto se dejo6 al vacio durante una noche para
dar un resto de color similar al crema.

Datos: HPLC, RMN 1H, MS.
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Preparacion de Fmoc-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB

Dap-Phe-ODMB en bruto (39,1 mmol) se suspendié en DMF anhidra (135 ml, Acros) durante 5 minutos y se afadio
Fmoc-MeVal-Val-Dil-OH (24,94 g, 39,1 mmol, véase el Ejemplo 2 para la preparacion). La mezcla se enfrié en un
bafio de hielo y se afiadié6 TBTU (13,81 g, 43,0 mmol, Matrix Innovations). N,N-Diisopropiletilamina (20,5 ml, 117,3
mmol, Acros) se afiadié6 mediante una jeringa durante 2 minutos. Después de 1 hora, el bafio de hielo se retir6 y la
mezcla se dejé calentar durante 30 min. La mezcla se vertié en agua (1,5 1) y se diluy6 con acetato de etilo (480 ml).
Después de reposar durante 15 minutos, las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (300
ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (200 ml), se secd (MgSOa) y se filtro (papel de filtro)
para retirar las sustancias insolubles (compuestos inorganicos y algo de dibenzofulveno). Después de concentracion,
el resto (49 g) se raspo del matraz y se adsorbi6é sobre silice (49 g) y se purificé por cromatografia (columna dia de
15 cm x 10 cm; EtOAc a2:1/Heptano (3 1), EtOAc (5 1); fracciones de 250 ml) para dar 31,84 g de Fmoc-MeVal-Val-
Dil-Dap-Phe-ODMB en forma de una espuma de color blanco (73 %, pureza de un 93 % por HPLC (AUC)).

Datos: HPLC, TLC (EtOAc a 2:1/heptano, Rf = 0.21, tincién con rojo en vanillina).

Preparacion de MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB

Un matraz de fondo redondo, de 1 | se cargé con Fmoc-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB (28,50 g), CH2Cl2> (80 ml) y
dietilamina (40 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una noche y después se concentré a presion
reducida. El resto se adsorbié sobre silice (30 g) y se purificd por cromatografia ultrarrapida (columna dia de 15 cm x
8 cm; MeOH al 2 %/DCM (2 I), MeOH al 3 %/DCM (1 1), MeOH al 6 %/DCM (4 1); fracciones de 250 ml) para dar
15,88 g de MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB en forma de una espuma de color blanco (69 %, pureza de un 96 % por
HPLC (AUC)).

Datos: HPLC, TLC (MeOH al 6 %/DCM, Rf = 0.24, tincién con rojo en vanillina).

Preparacion de MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB

Un matraz de fondo redondo, de 50 ml se cargd con MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB (750 mg, 0,85 mmol), DMF
anhidra (4 ml), acido maleimidocaproico (180 mg, 0,85 mmol) y TBTU (300 mg, 0,93 mmol, Matrix Innovations) a
temperatura ambiente. N,N-Diisopropiletilamina (450 pl, 2,57 mmol) se afiadid mediante una jeringa. Después de 1,5
horas, la mezcla se vertié en agua (50 ml) y se diluy6é con acetato de etilo (30 ml). NaCl se afiadié para mejorar la
separacion. Después de la separacion de las fases, la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (25 ml). Las fases
organicas combinadas se secaron (MgSOs), se filtr6 y se concentrd. El aceite resultante (1 g) se purifico por
cromatografia ultrarrapida [100 ml de silice; Heptano al 25 %/EtOAc (100 ml), Heptano al 10 %/EtOAc (200 ml),
EtOAc (1,5 I)] para dar MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB (13) en forma de una espuma de color blanco (621 mg,
57 %, pureza de un 94 % por HPLC(AUC)).

Datos: RMN 1H, HPLC.

Preparacion de MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OH (MC-MMAF) (11)

Un matraz de fondo redondo, de 50 ml se cargd con MC-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-ODMB (Compuesto 13,428 mg,
0,39 mmol) y se disolvio en TFA al 2,5 %/CH2Cl2 (20 ml). La solucién se volvié de color rosa-purpura durante 2 min.
La finalizacion se control6 por HPLC y TLC (MeOH al 6 %/DCM, tincion con KMnO4). Después de 40 min, se
afadieron tres gotas de agua y la mezcla de color rosa-purpura se concentré para dar 521 mg de un resto de color
rosa. La purificacion por cromatografia (IPA al 15 %/DCM) proporcioné 270 mg de MC-MMAF (73 %, pureza de un
92 % por HPLC) en forma de un sélido de color blanco.
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Ejemplo 23b - Sintesis de analogo de mc-MMAF

do - ST
e

MB-Mel-Val-Dil-Dap-Phe -OtBu

Ot S

MB-MMAF

MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OtBu (compuesto 1, 35 mg, 0,044 mmol) se suspendié en DMF (0,250 ml). Se afiadieron
acido 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-pirrol-1-il)-benzoico (11 mg, 0,049 mmol) y HATU (17 mg, 0,044 mmol) seguido de
DIEA (0,031 ml, 0,17 mmol). Esta mezcla de reaccion se dej6 en agitacion durante 2,0 h. El analisis de HPLC indicé
el consumo completo del compuesto de partida 1.

El producto se aisl6 a través de RP-HPLC preparativa, usando una Columna Synergi Max-RP C12 de 80 A de
Phenomenex (250 x 21,20 mm). Eluyente: gradiente lineal de MeCN de un 10 % a un 80 %/TFA al 0,05 % (ac.)
durante 8 minutos, a continuacién MeCN al 80 %/TFA al 0,05 % (ac.) isocratico durante un periodo adicional 12
minutos. Se aisl6 un total de 20 mg de producto puro (14) (0,02 mmol, rendimiento de un 46 %). ES-MS m/z 987,85
[M+H]*; 1019,41 [M+Na]*; 985,54 [M-H]-.

MB-MeVal-Val-Dil-Dap-Phe-OtBu (Compuesto 14,38 mg, 0,0385 mmol) se suspendié en CHzCl2 (1 ml) y TFA (1 ml).
La mezcla se agit6 durante 2,0 h, y a continuacion los compuestos volatiles se evaporaron a presion reducida. El
producto se purificé por RP-HPLC preparativa, usando una Columna Synergi Max-RP C12 de 80 A de Phenomenex
(250 x 21,20 mm). Eluyente: gradiente lineal de MeCN de un 10 % a un 80 % y TFA al 0,05 % (ac.) durante 8
minutos, a continuacion MeCN al 80 %/TFA al 0,05 % (ac.) isocratico durante un periodo adicional 12 minutos. Se
aislé un total de 14,4 mg de producto de MB-MMAF (0,015 mmol, rendimiento de un 40 %). ES-MS m/ z 930,96
[M+H]* 952,98 [M+Na]*; 929,37 [M-HJ-.
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Ejemplo 23c - Preparacion de MC-MeVal-Cit-PAB-MMAF (16)

QCH,

A una suspensién a temperatura ambiente de Fmoc-MeVal-OH (3,03 g, 8,57 mmol) y carbonato de N,N’-
disuccimidilo (3,29 g, 12,86 mmol) en CH2Cl2 (80 ml) se afiadi®6 DIEA (4,48 ml, 25,71 mmol). Esta mezcla de
reaccion se dejo en agitacion durante 3,0 h, y después se verti6 en un embudo de separacion en el que la mezcla
organica se extrajo con HCI 0,1 M (ac.). El resto organico en bruto se concentr6 a presion reducida, y el producto se
aisl6 por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice usando un gradiente lineal de acetato de etilo al
20-100 %/hexanos. Se recuperoé un total de 2,18 g de Fmoc-MeVal-OSu puro (4,80 mmoles, rendimiento de un 56
%).

A una suspensién a temperatura ambiente de Fmoc-MeVal-OSu (2,18 g, 4,84 mmol) en DME (13 ml) y THF (6,5 ml)
se afadié una solucion de L-citrulina (0,85 g, 4,84 mmol) y NaHCOs (0,41 g, 4,84 mmol) en H20 (13 ml). La
suspension se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 16 h, a continuacién se extrajo en ferc-
BuOH/CHCI3/H20, se acidificé a pH = 2-3 con HCI 1 M. La fase organica se separod, se seco y se concentré a presiéon
reducida. El resto se trituré con éter dietilico dando como resultado 2,01 g de Fmoc-MeVal-Cit-COOH que se uso6 sin
purificacién adicional.

El Fmoc-MeVal-Cit-COOH bruto se suspendi6 en CH2Cl/MeOH a 2:1 (100 ml), y se le afadi6 alcohol p-
aminobencilico (0,97 g, 7,9 mmol) y EEDQ (1,95 g, 7,9 mmol). Esta suspension se dej6 en agitacion durante 125 h, a
continuaciéon los compuestos organicos volatiles se retiraron a presion reducida, y el resto se purificd por
cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice usando MeOH al 10 %/CHzCl>. Se recuperé el Fmoc-
MeVal-Cit-PAB-OH puro (0,55 g, 0,896 mmol, rendimiento de un 18,5 %). ES-MS m/z 616,48 [M+H]".

A una suspension de Fmoc-MeVal-Cit-PAB-OH (0,55 g, 0,896 mmol) en CH2Cl2 (40 ml) se afadié
STRATOSPHERES!™ (unido a resina de piperazina) (> 5 mmol/g, 150 mg). Después de su agitacion a temperatura
ambiente durante 16 h la mezcla se filtr6 a través de celite (lavado previamente con MeOH), y se concentr6 a
presion reducida. El resto se triturd con éter dietilico y hexanos. El material solido resultante, MeVal-Cit-PAB-OH, se
suspendié en CHzClz2 (20 ml), y se le afiadié6 MC-OSu (0,28 g, 0,896 mmol), DIEA (0,17 ml, 0,99 mmol) y DMF (15
ml). Esta suspension se agité durante 16 h, pero el analisis de HPLC de la mezcla de reaccion indico reaccién
incompleta, de modo que la suspension se concentré a presién reducida hasta un volumen de 6 ml, a continuacién
se afiadié una solucién de NaHCOs (ac.) al 10 % y la suspension se agitd durante un periodo adicional de16 h. El
disolvente se retird a presién reducida, y el resto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de
silice usando un gradiente de MeOH al 0-10 %/CH2Cl2, dando como resultado 42 mg (0,072 mmol, rendimiento de
un 8 %) de MC-MeVal-Cit-PAB-OH.

A una suspension de MC-MeVal-Cit-PAB-OH (2,37 g, 4,04 mmol) y bis(nitrofenil)carbonato (2,59 g, 8,52 mmol) en
CH2Cl2 (10 ml) se afiadié DIEA (1,06 ml, 6,06 mmol). Esta suspensién se agité durante 5,5 h, se concentré a presion
reducida y se purifico por trituracion con éter dietilico. MC-MeVal-Cit-PAB-OCO-pNP (147 mg, 0,196 mmol) se
suspendié en una solucién de piridina a 1:5/DMF (3 ml), y se le se afadié HOBt (5 mg, 0,039 mmol), DIEA (0,17 ml,
0,978 mmol) y MMAF (compuesto 2, 150 mg, 0,205 mmol). Esta mezcla de reacciéon se agité durante 16 h a
temperatura ambiente, y a continuacion se purificé por RP-HPLC preparativa (x 3), usando una Columna Synergi
Max-RP C12 de 80 A de Phenomenex (250 x 21,20 mm). Eluyente: gradiente lineal de MeCN de un 10 % a un 90
%/TFA al 0,05 % (ac.) durante 30 minutos, a continuacién MeCN al 90 %/TFA al 0,05 % (ac.) isocratico durante un
periodo adicional de 20 minutos. MC-MeVal-Cit-PAB-MMAF (16) se obtuvo en forma de un solido de color
amarillento (24,5 mg, 0,0182, rendimiento de un 0,45 %). ES-MS m/z 1344,95 [M+H]*; 1366,94 [M+Na]*.
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Ejemplo 23d - Preparacion de éster de succinimida de suberil-Val-Cit-PAB-MMAF (17)

hw;[uﬁm*ﬁ"f?ﬁ%ﬁ?

Dy

Nty

Compuesto 17

El Compuesto 1 (300 mg, 0,38 mmol), Fmoc-Val-Cit-PAB-pNP (436 mg, 0,57 mmol, 1,5 equiv.) se suspendieron en
piridina anhidra, 5 ml. Se anadié HOBt (10 mg, 0,076 mmol, 0,2 equiv.) seguido de DIEA (199 ul, 1,14 mmol, 3
equiv.). La mezcla de reaccion se sonicé durante 10 min, y a continuacion se agité durante una noche a temperatura
ambiente. Piridina se retirdé a presién reducida, el resto se volvié a suspender en CH2Clz2. La mezcla se separd por
cromatografia ultrarrapida en gel de silice en un gradiente de etapa de MeOH, de un 0 a un 10 %, en CH2Cl2. Las
fracciones que contenian el producto se combinaron, se concentraron, se sec6 al vacio durante una noche para dar
317 mg (rendimiento de un 59 %) de Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAF-OtBu. ES-MS m/z 1415,8 [M+H]".

Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAF-OtBu (100 mg) se agité en TFA al 20 %/CH2Cl2 (10 ml), durante 2 h. La mezcla se diluy6o
con CH2Cl2 (50 ml). La fase organica se lavd sucesivamente con agua (2 x 30 ml) y salmuera (1 x 30 ml). La fase
organica se concentro, se cargo sobre un lecho de gel de silice en MeOH al 10 %/CH2Clz. El producto se eluy6 con
MeOH al 30 %/CH2Cl2. Después de secar al vacio durante una noche se obtuvo, Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAF en forma
de un solido de color blanco, 38 mg, rendimiento de un 40 %. ES-MS m/z 1357,7 [M-H]~.

Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAF, 67 mg, se suspendié en CH2Clz (2 ml) dietilamina (2 ml) y DMF (2 ml). La mezcla se agit6
durante 2 horas a temperatura ambiente. El disolvente se retiré a presion reducida. El resto se co-evapor6é con
piridina (2 ml), a continuacion con tolueno (2 x 5 ml), se secé al vacio. Se obtuvo Val-Cit-PAB-MMAF en forma de un
aceite de color parduzco, y se us6 sin purificacién adicional.

Todo el Val-Cit-PAB-MMAF preparado a partir de 67 mg de Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAF, se suspendié en piridina (2
ml), y se afiadié a una solucién de suberato de disuccinimidilo (74 mg, 0,2 mmol, 4 equiv.), en piridina (1 ml). La
mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente. Después de 3 horas, se afadié éter (20 ml). El precipitado se
recogio, se lavé con una cantidad adicional de éter. Un so6lido de color rojizo se suspendié en MeOH al 30 %/CH2Clz,
se filtra a través de una capa de gel de silice con MeOH al 30 %/CH2Cl2 como eluyente. Se obtuvo el Compuesto 17
en forma de un sélido de color blanco, 20 mg (rendimiento de un 29 %). ES-MS m/z 1388,5 [M-H]~.

Ejemplo 24 — Eficacia in vivo de Conjugados de Anticuerpo-Farmaco de mcMMAF

Eficacia de cAC10-mcMMAF en xenoinjertos de ALCL de Karpas-299: Para evaluar la eficacia in vivo de cAC10-
mcMMAF con un promedio de 4 restos de farmaco por anticuerpo (cAC10-mcF4), células ALCL humanas de Karpas-
299 se implantaron por via subcutanea en ratones C.B-17 SCID inmunodeficientes (5 x 10° células por raton). Los
voliumenes tumorales se calcularon usando la férmula (0,5 x L x W2) en la que L y W son la medida mas larga y mas
corta de dos medidas bidireccionales. Cuando el volumen tumoral medio en los animales de estudio alcanzé
aproximadamente 100 mm? (intervalo de 48-162), los ratones se dividieron en 3 grupos (5 ratones por grupo) y se
dejaron sin tratar o se dosificaron con una sola inyeccion intravenosa a través de la vena de la cola de 1 0 2 mg/kg
de cAC10-mcF4 (Figura 1). Los tumores en los ratones sin tratar crecieron rapidamente hasta un volumen medio de
> 1.000 mm? en 7 dias del comienzo de la terapia. Por el contrario, todo el tumor tratado con cAC10-mcF4 mostrd
una rapida regresién con 3/5 en el grupo de 1 mg/kg y 5/5 en el grupo de 2 mg/kg que obtuvo una respuesta total del
tumor. Aunque el tumor en uno de los pacientes con respuesta total en el grupo de 2 mg/kg recurrié
aproximadamente 4 semanas mas tarde, no hubo tumores detectables en los 4/5 pacientes restantes en este grupo
y en los 3 pacientes de respuesta total en el grupo de 1 mg/kg a las 10 semanas después de la terapia.

Eficacia de cBR96-mcMMAF en xenoinjertos de NSCLC L2987: cBR96 es un anticuerpo quimérico que reconoce el
antigeno Le". Para evaluar la eficacia in vivo de cBR96-mcMMAF con 4 farmacos por anticuerpo (cBR96-mcF4),
fragmentos de tumor de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) L2987 se implantaron en ratones
atimicos desnudos. Cuando los tumores tenian un tamafio medio de aproximadamente 100 mm?3, los ratones se
dividieron en 3 grupos: sin tratar y 2 grupos de terapia. Para la terapia, tal como se muestra en la Figura 3a, se
administré6 cBR96-mcF4 a los ratones a 3 o 10 mg/kg/inyeccién cada 4 dias para un total de 4 inyecciones (q4dx4).
Tal como se muestra en la Figura 3b, se administr6 cBR96-mcF4 a los ratones o un conjugado de control de no
unién, cAC10-mcF4, a 10 mg/kg/inyeccion cada 4 dias para un total de 4 inyecciones (q4dx4). Tal como se muestra
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en las Figuras 3a y 3b, BR96-mcF4 produjo un retraso del crecimiento tumoral pronunciado en comparacion con los
controles.

La Figura 2 muestra an un ensayo de eficacia, de una sola dosis, in vivo, de cAC10-mcMMAF en L540CY
subcutaneo. Para este estudio habia 4 ratones en el grupo sin tratar y 10 en cada uno de los grupos de tratamiento.

Ejemplo 25 — Eficacia in vitro de Conjugados de Anticuerpo-Farmaco de MC-MMAF

Actividad de conjugados de cAC10-anticuerpo-farmaco frente a lineas celulares CD30*. Las Figuras 4a y 16b
muestran curvas de dosis-respuesta a partir de un experimento representativo en el que se incubaron cultivos de
Karpas 299 (linfoma anaplasico de células grandes) y L428 (Linfoma Hodgkin) con diluciones en serie de cAC10-
mcMMAF (Figura 4a) o cAC10-veMMAF (Figura 4b) durante 96 horas. Los cultivos se marcaron durante 4 horas con
resazurina 50 uM [10-6xido de 7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona] y se midi6 la fluorescencia. Los datos se redujeron en
GraphPad Prism version 4.00 usando el procedimiento de ajuste de curvas de dosis-respuesta de 4 parametros. Los
valores de Clso se definen como la concentracion en la que el crecimiento se reduce al 50 % en comparacion con
cultivos de control sin tratar. Cada concentracion se sometié a ensayo por cuadruplicado.

Actividad de conjugados de cBR96-anticuerpo-farmaco frente a lineas celulares Le’*. Las Figuras 5a y 5b muestran
curvas de dosis-respuesta a partir de un experimento representativo en el que se incubaron cultivos de H3396
(carcinoma de mama) y L2987 (carcinoma de pulmoén de células no pequefas) con diluciones en serie de cBR96-
mcMMAF (Figura 5a) o -veMMAF (Figura 5b) durante 96 horas. Los cultivos se marcaron durante 4 horas con
resazurina 50 uM y se midi6 la fluorescencia. Los datos se redujeron en GraphPad Prism version 4.00 usando el
procedimiento de ajuste de curvas de dosis-respuesta de 4 parametros. Los valores de Clso se definen como la
concentracion en la que el crecimiento se reduce al 50 % en comparacion con cultivos de control sin tratar. Cada
concentracion se sometié a ensayo por cuadruplicado.

Actividad de conjugados c1F6-anticuerpo-farmaco frente a lineas celulares de carcinoma de células renales CD70".
Las Figuras 6a y 6b muestran curvas de dosis-respuesta a partir de un experimento representativo en el que se
incubaron cultivos de células Caki-1 y 786-O con diluciones en serie de c1F6-mcMMAF (Figura 6a) o -vcMMAF
(Figura 6b) durante 96 horas. Los cultivos se marcaron durante 4 horas con resazurina 50 UM y se midi6 la
fluorescencia medido. Los datos se redujeron en GraphPad Prism version 4.00 usando el procedimiento de ajuste de
curvas de dosis-respuesta de 4 parametros. Los valores de Clso se definen como la concentraciéon en la que el
crecimiento se reduce al 50 % en comparacién con cultivos de control sin tratar. Cada concentracién se someti6é a
ensayo por cuadruplicado.

Ejemplo 26 - Purificacion de trastuzumab

Un vial que contiene 440 mg de HERCEPTIN® (huMAb4D5-8, rhuMAb HER2, Patente de Estados Unidos N°
5821337) anticuerpo) se disolvié en 50 ml de tampon MES (MES 25 mM, NaCl 50 mM, pH 5,6) y se cargé en una
columna de intercambio catiénico (Sepharose S, 15 cm x 1,7 cm) que se habia equilibrado en el mismo tampoén. La
columna se lavé a continuacion con el mismo tampén (5 volumenes de columna). Trastuzumab se eluy6
aumentando la concentracion de NaCl del tampon a 200 mM. Las fracciones que contenian el anticuerpo se
combinaron, se diluyé a 10 mg/ml, y se dializé en un tampén que contenia fosfato potasico 50 mm, NaCl 50 mM,
EDTA2 mM, pH 6,5.

Ejemplo 27 - Preparacion de trastuzumab-MC-MMAE por conjugacion de trastuzumab y MC-MMAE

Trastuzumab, disuelto en borato sédico 500 mM y cloruro sodico 500 mM a pH 8,0 se trata con un exceso de
ditiotreitol 100 mM (DTT). Después de incubacién a 37 °C durante aproximadamente 30 minutos, el campo se
intercambia por elucién sobre resina Sephadex G25 y eluyendo con PBS con DTPA 1 mM. El valor de tiol/Ab se
comprueba mediante la determinaciéon de la concentraciéon de anticuerpo reducido a partir de la absorbancia a 280
nm de la solucién y la concentracién de tiol por reaccion con DTNB (Aldrich, Milwaukee, WI) y la determinacion del
absorbancia a 412 nm. El anticuerpo reducido disuelto en PBS se enfria en hielo.

El reactivo de conector del farmaco, maleimidocaproil-monometil auristatina E (MMAE), es decir MC-MMAE, disuelto
en DMSO, se diluye en acetonitrilo y agua a una concentraciéon conocida, y se afiade al anticuerpo trastuzumab
reducido enfriado en PBS. Después de aproximadamente una hora, se afiade un exceso de maleimida para inactivar
la reaccion y se protege cualquier grupo tiol del anticuerpo sin reaccionar. La mezcla de reaccién se mediante un
ultrafiltraciéon en centrifuga y trastuzumab-MC-MMAE se purifica y se desala mediante elucién a través de resina G25
en PBS, se filtro a través de filtros de 0,2 um en condiciones estériles, y se congelé para su almacenamiento.

Ejemplo 28 - Preparacion de trastuzumab-MC-MMAF por conjugacién de trastuzumab y MC-MMAF

Trastuzumab-MC-MMAF se prepar6 por conjugacion de trastuzumab y MC-MMAF siguiendo el procedimiento del
Ejemplo 27.
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Ejemplo 29 - Preparacion de trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAE por conjugacion de trastuzumab y MC-val-
cit-PAB-MMAE

Trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAE se preparé por conjugacién de trastuzumab y MC-val-cit-PAB-MMAE siguiendo
el procedimiento del Ejemplo 27.

Ejemplo 30 - Preparacion de trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF por conjugacion de trastuzumab y MC-val-
cit-PAB-MMAF 9

Trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF se prepard por conjugacion de trastuzumab y MC-val-cit-PAB-MMAF 9
siguiendo el procedimiento del Ejemplo 27.

Ejemplo 31 — Toxicidad en ratas

El perfil de toxicidad aguda de farmacos libres y ADC se evalu6 en ratas Sprague-Dawley adolescentes (75-125
gramos cada una, Charles River Laboratories (Hollister, CA). Los animales fueron inyectados el Dia 1, se obtuvieron
perfiles completos de quimica y hematologia en la medida inicial, el dia 3 y el dia 5 y se realizé6 una necropsia
completa el Dia 5. Se realizaron medidas de enzimas hepaticas en todos los animales e histologia de rutina tal como
se realiza en tres animales aleatorios para cada grupo para los siguientes tejidos: esternén, higado, rifién, timo,
bazo, intestino grueso y delgado. Los grupos experimentales fueron como sigue a continuacién:

Grupo Administrado mg/kg g de MMAF/m?> MMAF/MAb  N/Sexo
1 Vehiculo 0 0 0 2/F
2 trastuzumab-MC-val-cit-MMAF 9,94 840 4,2 6/F
3 trastuzumab-MC-val-cit-MMAF 24,90 2105 4,2 6/F
4 trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF 10,69 840 39 6/F
5 trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF 26,78 2105 39 6/F
6 trastuzumab-MC-MMAF 10,17 840 41 6/F
7 trastuzumab-MC-MMAF 25,50 2105 41 6/F
8 trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF 21,85 2105 4,8 6/F

Para trastuzumab-MC-val-cit-MMAF, trastuzumab-MC(Me)-val-cit-PAB-MMAF,  trastuzumab-MC-MMAF vy
trastuzumab-MC-val-cit-PAB-MMAF, el término ug de MMAF/m? se calculé usando 731,5 como el PM de MMAF y
145167como el PM de Herceptin.

El area de superficie corporal se calculé como sigue a continuacién: [{(peso corporal en gramos a potencia 0,667) x
11,8}/10000]. (Guidance for Industry and Reviewers, 2002).

Las soluciones de dosis se administraron mediante una sola inyeccién en bolo intravenoso en la vena de la cola el
Dia del Estudio 1 con un volumen de dosis de 10 ml/kg. Los pesos corporales de los animales se midieron antes de
la dosis El Dia del Estudio 1 y diariamente a partir de ese momento. Se recogié sangre entera en tubos que
contenian EDTA para analisis de hematologia. La sangre entera se recogié en tubos separadores de suero para
analisis clinico de quimica. Las muestras de sangre se recogieron antes de la dosis el Dia del Estudio -4, Dia del
Estudio 3 y Dia del Estudio 5. Ademas, se recogié sangre entera en tubos que contenian heparina sédica en el
momento de la necropsia del plasma se congel6 a -70 °C para un posible analisis posterior. Los siguientes tejidos se
recogieron y se colocaron en formalina tamponada neutra en el momento de la necropsia: higado, rifiones, corazén,
timo, bazo, cerebro, esterndn secciones del tracto Gl, que incluyen estébmago, intestino grueso y delgado. Se
examinaron el esternén, intestino delgado, intestino grueso, higado, timo, bazo y rifién.

Los niveles de enzimas en suero asociados al higado en cada punto temporal se compararon con un intervalo
(percentil 5° y 95°) a partir de ratas Sprague-Dawley hembra normales. Recuentos de glébulos blancos y plaquetas
en cada punto temporal se compararon con un intervalo (percentil 5° y 95°) a partir de ratas Sprague-Dawley hembra
normales.

Estudio de dosis elevada en ratas Sprague-Dawley hembra normales:
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Grupo 1:  Vehiculo

Grupo 2:  trastuzumab-MC-MMAF, 52,24 mg/kg, 4210 ug/m?
Grupo 3:  trastuzumab-MC-MMAF, 68,25 mg/kg, 5500 ug/m?
Grupo 4:  trastuzumab-MC-MMAF, 86,00 mg/kg, 6930 ug/m?

Tejidos de 11 animales se sometieron a histologia de rutina. Estos animales habia sido parte de un estudio de
toxicidad aguda de dosis variadas usando un inmunoconjugado de trastuzumab-MC-MMAF. Se observd a los
animales durante 12 dias después de la dosificacion.

Ejemplo 32 — Toxicidad/Seguridad en Mono Cynomolgus
Tres grupos de cuatro (2 machos, 2 hembras) Macaca fascicularis (mono cynomolgus) sin tratamiento previa se

estudiaron para trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAE y trastuzumab-MC-vc-PAB-MMAF. La administracion intravenosa
se realizé los dos dias 1 y 22 de los estudios.

Muestra Grupo Dosis
. 1 dia 1
Vehiculo IMAF  |dia 22
. . MOy ) 2 180 ug/m? (0,5 mg/kg) el dia 1
Ejemplo de referencia de H-MC-vc-PAB-MMAE OM/2F 1100 pg/m? (3,0 mg/kg) el dia 22
3 550 pg/m? (1,5 mg/kg) el dia 8

Ejemplo de referencia de H-MC-vc-PAB-MMAE OM/2F 550 ug/m? (1.5 mglkg) el dia 29

4 880 ng/m? (2,5 mg/kg) el dia 15
2M/2F 880 ng/m? (2,5 mg/kg) el dia 36

Ejemplo de referencia de H-MC-vc-PAB-MMAE

Muestra Grupo | Dosis

Vehiculo WAF | dia22

H-MCVe-PAB-MMAF |2 1?80“%7;2(355,0"%'7%5 le?:;; 22

HAMCAGPABMMAF (D10 | 3800 1 ke o i 22
4 880 pg/m? (2,5 mg/kg) el dia 1

H-MC-ve-PAB-MMAF | o\ 1ok | 880 pg/m? (2.5 mgkg) el dia 22

H = trastuzumab

La dosificacién se expresa en el area superficial de un animal con el fin de ser relevante para otras especies, es
decir la dosificacion en pg/m? es independiente de las especies y por lo tanto comparable entre especies. Las
formulaciones de ADC contenian PBS, fosfato sédico 5,4 mM, fosfato potasico 4,2 mM, cloruro sédico 140 mM, pH
6,5.

Se recogié sangre para dosis previa de analisis de hematologia, y alos 5min, 6 h, 10 h,yalos 1, 3, 5, 7, 14, 21 dias
después de cada dosis. Los recuentos de eritrocitos (RBC) y de plaquetas (PLT) se midieron con el método de
dispersion de luz. El recuento de leucocitos (WBC) se midi6 con el método de peroxidasa/basofilos. El recuento de
reticulocitos se midié con el método de dispersién de luz con tinte catidnico. Los recuentos celulares se midieron en
un aparato Advia 120. ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato aminotransferasa) se midieron en U/L con
UV/NADH; metodologia IFCC en un aparato AU400 de Olympus, y usando ensayos de Ab ELISA - ECD/GxhuFc-
HRP. Conj. Ab ELISA-MMAE/MMAF//ECD-Bio/SA-HRP Total.

Ejemplo 33 - Produccion, Caracterizacion y Humanizacion de Anticuerpo Monoclonal 4D5 Anti-ErbB2
El anticuerpo monoclonal 4D5 de murino que se une especificamente al dominio extracelular de ErbB2 se produjo tal
como se describe en Fendly et al. (1990) Cancer Research 50: 1550-1558. En resumen, células NIH 3T3/HER2-3400

(que expresan aproximadamente 1 x 10° moléculas de ErbB2/célula) se produjeron tal como se describe en Hudziak
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 84: 7158-7163 (1987) y se cosecharon con solucion salina tamponada con fosfato
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(PBS) que contenia EDTA 25 mM y se us6 para inmunizar ratones BALB/c. Se administraron inyecciones i.p. a los
ratones de 107 células en 0,5 ml de PBS en las semanas 0, 2, 5 y 7. A los ratones con antisueros que
inmunoprecipitaban ErbB2 marcado con %P se les administraron inyecciones i.p. de un extracto de membranas de
ErbB2 purificado con aglutinina-Sepharose de germen de trigo (WGA) en las semanas 9 y 13. Esto fue seguido de
una inyeccion i.v. de 0,1 ml de la preparacion de ErbB2 y los estrenos y dos se fundieron con linea de mieloma de
ratdbn X63-Ag8.653. Dos sobrenadantes de hibridoma se identificaron sistematicamente para la union a ErbB2 con
ELISA y radioinmunoprecipitacion.

Mapeo y caracterizacion de epitopos

El epitopo de ErbB2 unido mediante el anticuerpo monoclonal 4D5 se determiné mediante un analisis de unién
competitiva (Fendly et al. Cancer Research 50: 1550 -1558 (1990)). Se realizaron estudios de bloqueo cruzado
mediante florescencia directa en células intactas usando la Maquina de Identificacion Sistematica PANDEX™ para
cuantificar la fluorescencia. El anticuerpo monoclonal se conjugé con isotiocianato de fluoresceina (FITC), usando
procedimientos establecidos (Wofsy et al. Selected Methods in Cellular Immunology, p. 287, Mishel y Schiigi (eds.)
San Francisco: W.J. Freeman Co. (1980)). Las monocapas confluentes de células NIH 3T3/HER2-3400 se
tripsinizaron, se lavaron una vez, y se volvieron a suspender a 1,75 x 10° células/ml en PBS frio que contenia
albumina de suero bovino al 0,5 % (BSA) y NaNs al 0,1 %. Se afiadi6é una concentracion final de particulas de latex
al 1 % (IDC, Portland, OR) para reducir la obstruccién de las membranas de placa PANDEX™. Células en
suspension, 20 ul, y 20 pl de anticuerpos monoclonales purificados (de 100 pg/ml a 0,1 ug/ml) se afadieron a los
pocillos de la placa PANDEX™ y se incubd en hielo durante 30 minutos. Una dilucién predeterminada del anticuerpo
monoclonal marcado con FITC en 20 pl se afadio a cada pocillo, se incub6 durante 30 minutos, se lavo, y la
fluorescencia se cuantificd con la PANDEX™. Se consider6 que los anticuerpos monoclonales compartian un
epitopo si cada uno bloqueaba la unién del otro en un 50 % o mas en comparacién con un anticuerpo monoclonal de
control irrelevante. En este experimento, al anticuerpo monoclonal 4D5 se le asign6 el epitopo | (restos de
aminoacidos de aproximadamente 529 a aproximadamente 625, inclusive dentro del dominio extracelular de ErbB2.

Las caracteristicas inhibidoras de crecimiento del anticuerpo monoclonal 4D5 se evaluaron usando la linea celular de
tumor de mama, SK-BR-3 (véase Hudziak et al. (1989) Molec. Cell. Biol. 9 (3): 1165-1172). En resumen, se
separaron células SK-BR-3 usando tripsina al 0,25 % (vol/vol) y se suspendieron en medio completo a una densidad
de 4 x 10° células por ml. Se sembraron alicuotas de 100 pl (4 x 10 células) en placas de microdilucion de 96
pocillos, se permitié que las células se adhirieran, y se afiadieron a continuacion 100 ul de de ellos solos o medios
gue contenian anticuerpo monoclonal (concentracion final de 5 ug/ml). Después de 72 horas, las placas se lavaron
dos veces con PBS (pH 7,5), se tifieron con violeta de cristal (0,5 % en metanol), y se analizaron para la proliferacion
celular relativa tal como se describe en Sugarman et al. (1985) Science 230: 943-945. El anticuerpo monoclonal 4D5
inhibié la proliferacion celular relativa de SK-BR-3 en aproximadamente un 56 %.

Ademas, se evalué la capacidad del anticuerpo monoclonal 4D5 para inhibir la fosforilacién de tirosina estimulada
por HRG de proteinas en el intervalo Mr 180.000 a partir de lisados de células enteras de células MCF7 (Lewis et al.
(1996) Cancer Research 56: 1457-1465). Se indica que las células MCF7 expresan todos los receptores conocidos
de ErbB, pero a niveles relativamente bajos. Dado que ErbB2, ErbB3, y ErbB4 tienen tamafios moleculares casi
idénticos, no es posible discernir que proteina se esta convirtiendo en tirosina fosforilada cuando se evaltan lisados
de células enteras mediante analisis de transferencia de Western. Sin embargo, estas células son ideales para
ensayos de fosforilacion con tirosina mediante HRG debido a que en las condiciones de ensayo usadas, en ausencia
de HRG afnadida de forma exégena, presenta niveles de bajos a indetectables de proteinas de fosforilacién de
tirosina en el intervalo de M: 180.000.

Se sembraron células MCF7 en placas de 24 pocillos y se afadieron anticuerpos monoclonales a ErbB2 a cada
pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente; a continuacion se afiadié rHRGB 1177244 a cada
pocillo hasta una concentracion final de 0,2 nM, y la incubacién continu6 durante 8 minutos. Los medios se aspiraron
cuidadosamente de cada pocillo, y las reacciones se detuvieron mediante la adicién de 100 pl de tampén de muestra
de SDS (SDS al 5 %, DTT 25 mM, y Tris-HCI 25 mM, pH 6,8). Cada muestra (25 pl) se sometié a electroforesis en
un gel de gradiente al 4-12 % (Novex) y a continuacion se transfirieron electroforéticamente a membranas de difluoro
de polivinilideno. Se desarrollaron inmunotinciones con antifosfotirosina (4G10, de UBI, usada a 1 pg/ml), y la
intensidad de la banda reactiva predominante a M- 180.000 se cuantificé mediante densitometria de reflectancia, tal
como se ha descrito anteriormente (Holmes et al. (1992) Science 256: 1205-1210; Sliwkowski et al. J. Biol. Chem.
269: 14661-14665 (1994)).

El anticuerpo monoclonal 4D5 inhibi6é significativamente la generacién de una sefial de fosforilacion de tirosina
inducida por HRG a M: 180.000. En ausencia de HRG, pero fue incapaz de estimular la fosforilaciéon de tirosina de
proteinas en el intervalo de M: 180.000. Ademas, este anticuerpo no tiene reaccién cruzada con EGFR (Fendly et al.
Cancer Research 50: 1550-1558 (1990)), ErbB3, o ErbB4. El anticuerpo monoclonal 4D5 fue capaz de bloquear la
estimulacion con HRG de la fosforilacion de tirosina en un 50 %.

Se evaluo el efecto inhibidor del crecimiento de anticuerpo monoclonal 4D5 en células MDA-MB-175 y SK-BR-3 en
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presencia o ausencia de rHRGp1 exdgeno (Schaefer et al. Oncogene 15: 1385-1394 (1997)). Los niveles de ErbB2
en células MDA-MB-175 son 4-6 veces mas elevados que el nivel encontrado en células epiteliales de mama
normales y el receptor ErbB2-ErbB4 es constitutivamente tirosina fosforilada en células MDA-MB-175. El anticuerpo
monoclonal 4D5 fue capaz de inhibir la proliferacion celular de células MDA-MB-175, tanto en presencia como en
ausencia de HRG exdgena. La inhibicion de proliferacion celular por 4D5 es dependiente del nivel de expresion de
ErbB2 (Lewis et al. Cancer Immunol. Immunother. 37: 255-263 (1993)). Se podria detectar una inhibicion maxima de
un 66 % en células SK-BR-3. Sin embargo, este efecto se podria superar con HRG exégeno.

El anticuerpo monoclonal 4D5 de murino se humaniz6, usando una estrategia de "mutagénesis de conversiéon
genética", tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5821337, cuya divulgacion completa se
incorpora expresamente por la presente por referencia. El anticuerpo monoclonal 4D5 humanizado usado en los
siguientes experimentos se denomina huMAb4D5-8. Este anticuerpo es de isotipo 1IgG1.
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Ser Gly

Trp Pro

Leu Val

Thr Pro

Leu Phe

Ser Leu

Ser RAsp

Ala Ile

Ile Ser

Glu Pro

Lys Asp

Arg Tle

Glu Thr

Thr Val

Met Thr

Ser ‘Thr

Ser Thr

Thr Gln

Leu Asp

Ser Gln
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Pro

Met

Ser

Ser

Ser

Thx

Glu

Glu

Gln

Ala

Serx

Ile

Gin

Serxr

Pro

Gln

Met

Ser

Thr

Thr

Gly

Gly
520

Thr
53%
550

Leu
565

Glu
580

Pro

595

Pro
610

Ser
625

Leu
640

Arg
655

Lys
670

val
685

Met
700

Thr
715

Tyx
730

val
745

Ser
760

Pro
775

Gly
790

Ser
805

Phe

Thr
Thx
Pro
Ser
Ser
Val
Val
Leu
Ser
Gln
Val
Ser
Glua
Ser
Lys
Met
Gln
Ile
Sex
Thx

Sarx

His

Pro

Serxr

Ala

Ser

Met

Thr

Ala

Glu

Glu

Thr

Thr

Ser

G1ln

Ala

Ser

Asp

Lys

Pxo

Thr

His

Ser

Metl

Val

Val

His

Met

Thy

Thr

Aszn

Phe

Ser

Thr

Thx

Glu

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

Phe

Ser

Ala

Ser

Glu

Thr

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

Tyx

Pro

Ile

Ser

Ile

Thr

Ser

Ser

Glu

Bla

Met

Gln

Ala
525

Arg
540

Lys
555

Ser
570

Ser
585

Thr
600

Pro
615

Lys
630

Ala
645

Ser
660

Val
675

Pro
690

Thr
705

His
720

Ser
735

Arg
750

Thr
765

Ser
780

Thr
795

Ser
810

Met



Thr

His

Ser

Ser

Pro

Ile

Met

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

Gly

Arg

Thr

Lys

Gly

Ala

Arg

Ala

Pro

Pro

Ser

Gly

Glu

Len

Thr

Val

ITle

Leu

Ser

Ala

Thr

Ser

Glu

Ala

Ser

Ser

Leu
Ser
Val
Tle
Leu
Thr
Ala
Asn
Leu
Thr
Phe
Thr
Ala
Thr
Ser
Met
Ser
Thr
Txp

Val
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815

Met Ser
830

Val Glu
g45

Met Thr
860

His Ser
875

Val Lys
890

Ser Ser
905

Thr Thr
920

Val val
335

Ala Asp
950

Tyr Pro
965

Ser Asp
980

Pro Gly
995

Thr Glu
1010

Thr Glu
1025

Tle Pro
1040

Glu Thr
1055

Thr Asp
1070

Ser Gln
1085

FPro Gly
1100

Val Thr
1115

Arg

Glu

Ser

Ser

Thx

Pro

Glu

Thr

Ser

Thr

Thx

Leu

Lys

Val

Gly

Ile

Met

Gly

Thx

Thr

Thr

Ala

Ser

Ser

Thr

Pro

val

Ser

Val

Gly

Ser

Met

Ser

Ser

Pro

Thx

Ala

Thr

His

Pro

Pro

Ser

Ser

Leu

Glu

Asn

Thr

Gly‘

Thx

Asp

Arg

Glu

Thx

Arg

Ala

Arg

Ile

Phe

Ser

Met
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820

Gly Glu
835

Ser Ala
850

Pro val
865

Pro val
880

Leu Leun
895

Leu Ser
810

Thr Asp
925

Tyr Thr
2940

Thr Lys
935

Thr Asn
970

Ile Gln
ags

Thr Ser
1000

Val Leu
1015

Thr Glu
1030

Gln Sex
1045

Ile Serx
1060

Thr Pro

1975

Thr Leu
1080

Ala Thr
1105

Ser Arg
1120

Val

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

Thy

His

Ala

val

Thr

Ile

Ser

Ala

Thr

Thr

Lys

Asp

Thr

Gly

Pro

FPhe

Ser

Ser

Thr

Thr

GlLu

Glu

Thx

Leu

Lys

Ser

Ser

Ile

Met

Pro

Thr

Ser

Gln

Pro

Trp

Ser

Thr

Ser

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

Ser

Glu

Val

Ser

Ser

Leu

Gly

Ser

Arg

Glu

825

Leu Ser
B4Q

Leu Ser
855

Leu Pro
870

Leu Thr
885

Ser Gla
300

Ala Glu
915

Leu Gln
830

Pro Ser
945

Sexr Met
960

Ser Thr
975

Lys Leu
990

Glu Thr
1005

Pro Thr
1020

Ser Ser
1035

Ser Asp
1050

Thr Arxg
1065

Pro Ser
1080

Sexr Thr
1085

Phe Pro
11190

Asp Val
1125



Ser
Ser
Ser
Ser
Ala
Thr
Gluv
Thr
Ser
Ile
Ile
Leu
Thr
val
Gly
Val
Ile
Val
His

Len

Trp

Len

Thr

Leu

Serx

Sar

Ala

Thr

Glu

Arg

Thr

Arg

Ser

Ser

Pro

Thr

Thr

Thr

Ser

Met

Pro

Val

Pro

Phe

Leu

Asp

Ile

Ser

Pro

Asp

Arg

Glu

Thr

Axg

Ala

Arg

Ile

Leu

Thr

Ser
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Ser Pro
1130

Ser Ser
1145

Ser Gly
1160

Thr Ser
1175

Glu Pro
1190

Gln Ser
1205

His val
1220

Ala Thr
1235

Thr Lys
1250

Asn Met
1265

Ile Glu
1280

Thr Arg
1295

Val Leu
1310

Thr Glua
1325

Gln Sex
1340

Leu Ser
1355

Thr Thr
1370

Pro Leu
1385

Met Ser
1400

Arg Gly
1415

Leu

Ser

Ser

Ile

Glu

Len

Phe

Glu

val

Val

Ile

Thy

Tyr

Val

Thx

Thr

Gln

Gly

Gln

Pro

Ser

Ser

Ser

Met

Thr

Ala

Glu

Glu

Ile

Ser

Glu

Ser

Lys

Met

Met

Ser

Thr

Thr

Gly

Glu

Val

Val

His

Met

Thx

Ala

Asn

Leun

Ser

Thr

Ser

Gln

Met

Pro

Ser

Pro

Gly

Ser

Leu

Sex
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Glu Lys
1135

Thr Ser
1150

Ser Serx
1165

Lys Ala
1180

Ser Ala
1195

Ser Lys
1210

Thr Ala
1225

Tyr Ser
1240

Pro Val
1255

Thr Met
1270

Met Ser
1285

Asp Ile
1300

Pro Ser

Asu

Pro

Pra

Thr

Pro

Ala

Ala

Ser

Val

Pro

Ser

Thr

Gly

1315 .

Ser Ser
1330

Leu Asp
1345

Ile Met
1360

Tyr Ser

Arg

Ile

Thx

Lap

1375 -

Met Thr
1390

Ser His
1405

Leu Ser
1420

Phe

Ser

Txrp

Ser

Ser

val

Asp

Asn

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Leu

Ser

Ala

Thr

Ser

Glu

Ala

Leu

Glu

Thr

Pro

Pro

Pro

Met

Met

Thr

His

Pro

Ser

Ser

Thr

Ser

Thx

Ser

Asp

Ser

Thr

Ser

Met

Sex

Pro Ser
1140

Leu Tyrxr
1155

Val Thr
1170

Leu Asp
1185

Asn Ile
1200

Glu Thr
1215

Val Glu
1230

Gly Fhe
1245

Ser Ser
1260

Ser Gly
1275

Pro Gly
1290

Thr Glu
1305

Pro Glu
1320

Ile Pro
1335

Glu Val
1350

Ala Glu
1365

Ser Gln
1380

Gly Thr
1395

Thr Asn
1410

Pro Arg
1425



Phe

Leu

Ser

Leu

Thr

Ala

Ser

Glu

Ile

Phe

Glu

Ser

Gly

Met

Mat

Ser

Lys

Thr

Glu

Ser

Val
Thr
Pro
Val
Ser
Thr
Asn
Ser
Pro
Thr
Pro
Glu
Va;
Ser
Ser
Ser

Ser

Phe
Asn

Ser

Glu

Thxy

Ser

Lys

Ser

Ser

Thr

His

Ser

Ser

Thr

Glu

Pro

Ser

Pro

Mat

Serx

Thr

Leu

Prxo

Ser
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Thr Thr
1430

Ser Leu
1445

Ser Pro
1460

Thr Thr
1475

Ser Pro
1490

Glu Ile
1505

Ala Vval
1520

Ser Ser
1535

Met Gly
1550

Asn Pro
1565

Phe Ser

Arg

Ser

Leu

Glu

Asn

Met

Ala

val

Ile

Ala

Leu

1580

Thr Thrx
" 1595

Thr Ser
1610

Asn Arg
1625

Asp lle
1640

Met Ser
1655

‘Pro Gly

1670

Aia Pro
1685

His Ser
1700

Ser Trp
1715

Ser Leu

Ser

Ala

Thr

Ile

Glu

Ala

Leu

Glu

Lys

Leu

Ser Ser

Pro Val

Pro Val

Val Leu

Leu Ser

Thr Asp

Lys Val

Leu Ala

Thx Ser

Phe Ser

Thr Pro

Ile Thr

Thr Thr

His Ile

Thr Glu

Ser Thr

Thr Ala

Ala Arg

Met Thr

Ser Ser

Ser Lau

165

Ser Ser
1435

Ser Ser
1450

Thr Ser
1465

Asp Thr
1480

Ser Thr
1495

Thr Glu
1510

Arg Thr
1525

Asp Ser
1540

Ala Val
1555

@lu Thr
1570

Gly Fhe
1585

Giu Thr
1600

Glu Val
1615

Pro Asp
1630

Val Ile
14845

Gln Met
1660

Gln Ser
1675

Thr His
1690

Thr Leu
1705

Pro Phe
1720

Pro Val

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser

Glu

Glu

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

Thr

Thr

Thr

Ser

Met

vVal

Thr

Thx

Leu

Ile

Ser

Val

Ile

Ser

Thr

Asp

Arg

Glun

Ala

Melk

Asp

Arg

Tle

Leu

Thr

Ser

Glu

Thr

Ser

Leu

Leu

Glu

Glu

His

Ser

Thr

Thx

Ile

Thr

Val

Thr

Gln

Leu

Thr

Thr

Val

Arg

Lys

Ser

Leuy Pro
1440

Asp Ser
1455

Pro Gly
1470

Pro Lys
1485

Ile Pro
1500

Pro Ser
1515

Val His
1530

Ile Thr
1545

Thr Val
1560

Pro Thr
1575

Ser Thr
1590

Leu Phe
1605

Glu Ile
1620

Ser Thr
1635

Ser Ser
1650

Thr Gln
1665

Leu Ala
1680

Pro Pro
1595

Ser Pro
1710

Thr Ser
1725

FPro Ser



Val

Val

Ser

Ser

Lys

Thx

Glu

Ala

Thr

aArg

Asn

Lys

Pro

Pro

Ser

His

Thr

Ala

Phe

Tle

Sgr
Thx
Thr
val
Ile
Ser
Pro
Glu
Gly
Lys
Thr
Thr
Pro
Phe
Phe
His
Gly
Thr
Ser

Ala

Ser

Ser

Glu

Giu

Bis

Ser

Ser

Thr

Phe

Thr

Pro

Asp

Ala

Asn

Pro

Leu

Thr

Thr

Rxg

Glu
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1730

Thr Leun
1745

Leu Leu
1760

Pro Gly
1775

Ile Leu
1790

Pro Ser
1805

Gly His
1820

Lys Bla
1835

Ser Ile
1850

Glu Ala
1865

Asn Met
' 1880

Ser Ser
1895

Phe Thr
1910

Sex Gln
1925

Ala Ser
1940

Glﬁ Ser
1955

Ser Thr
1970

Val Met
1985

Gly val
- 2000

Thr Glu
2018

Ser Leu
2030

Pro
The
Thr
Ala
Ser
Glu
Thr
Ser
Glu
Ser
Pro
Ser
Tyr
Pro
A;g
Asp
Pro
Pro
Ser

Pro

Gln

Pro

Ser

Ala

Ser

Len

Tyr

Thr

Pro

Leu

Gly

Ser

Thr

Ser

Phe

Len

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser
Gly
Leu
Ser

Met

Pro
Ser
Phe
Asp
Ser
Ala
Glu
Ile
Thr
Leu
Leu
Ala
EFro

Ser
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1735

Ile Pro
1750

Met Val
1765

Ser Pro
1780

Gla Val
17495

Ala Val
1810

Ser Ser
1825

Val Gly
1840

Met Pro
1855

Ser His
1870

Thr Ser
1885

Thr His
1900

Lys Thr
1915

Ile Pro
1830

Thr Glu
1945

Met Ser
1960

Fro Serx
1975

Ser Glu
1950

Ile Ser
2005

Gly Asp
2020

Thxr Pro
2035

Ser

Lys

Asn

Thx

Thr

Val

Thr

Ala

Leu

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Val

Ala

Ala

Gly

Ala

Val

Sex

Thx

Leu

Thr

Asn

Ser

Pro

Asn

Thx

Val

Leu

Ser

Asp

Thr

Thr

Glu

Met

Ser

Thr

Bro

Sex

Thr

Ser

Asp

Val

Ile

Ser

Phe

Ser

Thxr

Gln

Pro

Ile

Gly

Glu

Thr

Thrx

Gly

Leu

Phe

1740

Phe Ser
1755

Asp Thr
1770

Gly Thr
1785

Thr Glu
1800

Gly Thr
1815

His Ser
1830

Ser Mot
1845

Glu Thr
1860

Gly Lau
1875

Pro Thr
1890

Ser Ser
1305

Asp Trp
1920

Ile Thr
1935

Ile Thr
1950

Sar Thr
1965

Ile Ser
1980

Ser Phe
1995

Ser Pro
2¢10

Ser Thr
2025

Ser Ser
2040



Ser.

Glu

Leu

Ser

Pro

Val

Arg

Ala

Ser

Lys

Ala

Thr

Met

val

Leu

Val

Ser

Ser

Glu

Ser

fle
Gly
Thr
Ile
Thr
Thx
ala
Thr
Arg
Leu
Pro
Ala
Phe
Gly
Phe
Gly
Ser
Thr

Glu

Fhe
Thr
Thr
Leu
Lau
Ser
Asp
Hi;
Ser
Met
Lys
Thx
Ser
Pro
Ala
Asn
Ala
Glu
Ile

Leu
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Thr Thr
2045%

Ser Ser
2060

Glu Ser

2075.

Asp Thr
2090

Asp Thr
2105

Ala Tyr
2120

Gly Ile
2135

Arg Gly
2150

Pro Ala
2165

Glu Thr
2180

Thr Thr
2195

Leu Gly
2210

Thr Ile
2228

Asp Val
2240

Glu Thr
2255

Arg Glu
2270

Glu Arg
2285

Pro Asp
2300

Pro Thr
2315

Asp Thx
2330

Thr
Ser
Ser
Ser
Arg
Gin
Met
Thr
Ser
Thrx
Ser
Thr
PrQ
Pro
Ser
Ser
Ser
Thr
Val

Val

Asp

Ala

Thr

Ser

Met

Val

Glun

Ile

Pro

Thr

Arqg

Leu

Thr

Glu

Thr

Glu

Pro

Thr

Ser

Ser

Ser

Thr

Thr

Gln

Thr

Pro

His

Arg

Lys

Thr

Ala

Thr

Glu

Thr

Ala

Thr

Val

Ala

Lys

Ser
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Ser Thr
2050

Pro Tyr
2085

Glu Gly
2080

Pro Gly
2095

Glu Ser
2110

Ser Leu
2128

lle Thr
2140

Pro Val
2155

Gly Leu
2170

Ala Leu
2185

Thr Leu
2200

Pro Leu
2215

Met Met
2230

Thr Ser
2245

Len Pro
2260

Thr Ala
2275

Ile Gln
2290

Ser Trp
2305

Thr Thr
2320

Thr Ala
2335

Ile

Arg

Arg

Arg

val

Ser

Lys

Lys

His

Lys

Thr

Asn

Ile

Ser

Arg

Ser

Thr

Val

Pro

Thr

Bro

Val

Leu

Thr

Glu

Thr

Ile

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Thr

Leu

Thr

Leu

Len

Ile

Asn

Ser

Ala

Asp

Val

Ser

Leu

Arg

Pro

Pro

Gly

Thr

8er

Ser

Thr

Ala

Thx

Val

Asp

His

Phe

His

Leu His
2055

Thr Ser
2070

Met val
2085

Ser Ser
2100

Gly Thr
2115

Leu Thr
2130

Asn Glu
2145

Gln Thr
2160

Gly Thr
2175

Thr Thr
2150

Vval Tyr
2205

Met Gln
2220

Pro Tyr
2235

Thr Ser
2250

Pro Ser
2265

Ser Arg
2280

Val Ser
2295

Pro Ala
2310

Phe His
2325

Gly Ala
2340



Asp

Asp

Thr

Pro
Pro
Pro
Gln
Leu
Thr
Ile
Leu
Bro
Gln
Ser
Glu
Pro
Ser
Thr
Ala

Thr

Val

Ala

Thr

Thx

Arg

Ser

Ile

Val

Thx

His

Ser

Bla

Gly

Thr

Lys

Ser

Gly

Thr

Thr

Ile

Ser

Sexr

Leu

Phe

Thr

Thr
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Ser Ala
2345

Thr Pro
2380

Pro Thr
2375

Trp Leu
2390

Ile Pro
2405

1le Ala Thr

Met

Thx

Leu

Pro

Pro

Ala

Glu

Ser

Ser

Ser

Val

Thr

Pro

Pro

Len

2420

Thr Val
243%

Ser Ser
2450

Ser Pro
2465

Glu Ala
2480

Ala Val
. 2495

Lys Thx
2510

Pro Ala
2525

Pro Thr
2540

Asp Thr
2585

Sex Ala
2570

Val Thr
2585

Ile Pro
2600

Ser Met
2615

Thr Pro
2630

val Thr

Ile
Leu
Leu
Thr
Asn
Ser
Ser
Gly
Gly
Gln
Ser
Ser
Thr
Val
Thr
Val
Pro
Ile
Ala
Thr

Sex

Pro Thr
Val Thr
Thr Lys
His Pro
Phe Ser
Pro Gly
Pro Gly
Thr Asp
Glu Pro
Thr Ser
Arg Leu
Thr Thx
Thr Val
Pro Trp
Prxo Ser
Pro Thr
Leu Val
Leu Thr
Thr Ser
Val Ser

Ser Arg
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Asn Ile
2350

Ile Ser
2365

Ser Pro
2380

Ala Glu
2395

His His
2410

Ala Glu
2425

aAla Glu
2440

Arg Rsn
2435

Lys Thr
2470

Ser Rla
2485

Val Thr
2500

Asn Arg
2515

Ser Leu
2530

Thr Thr
2545

Met Thr
2560

Pxo Thx
2575

Thr Ser
2590

Leu Ser
2605

His Gly
2620

Pro Gly
2635

Ala Val

Ser Pra

Gly Thr

His Glu

Thx Ser

Glu Ser

Thr Ser

Asp Leu

Met Thx

Tle Ala

Ile Pro

Ser Met

Ala Leu

Val Thr

Ser Ile

Thr Ser

Val Ser

Ser Arg

Pro Gly

Glu Glu

Val Pro

Thr Ser

Ser

Asp

Thr

Ser

Rsp

Ser

Val

Ile

Ser

Thr

Val

Thx

His

Pha

His

Thr

Ala

Glu

Ala

Gly

Thr

Glu Len
2355

Thx Sexr
2370

Glu Thr
2385

Th; Ile
2400

Ala Thr
2415

Ala Ile
2430

Thr Ser
2445

Pro Thr
2460

Leuw Val
2475

Ser Thr
2490

Thr Ser
2505

Asn Ser
2520

Ser Ala
2535

Phe His
2550

Gly Ala
2565

Glu Val
2580

Val Ile
2595

Pro Glu
2610

Ser Ser
2625

Val val
2640

Thr Ile



Pro

Met

val

Ser

Pro

Ala

Gly

Thr

Thr

Val

Pro

Ile

Ala

Ser

Asp

Lys

Gln

Ser

Ile

Ile

Leu

Arg

Gly

Glu

Val

Ser

Pro

Pro

Len

Leu

Thr

Pro

Ala

Glu

Met

Gly

Bla

Asp

Leu

Thr

Pro

Ala

Glu

Ala

val

Ile

Ser

Thr

Val

Thr

Sex

Glu

Val

Pro

Ile

Len

Phe

Ser
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2645

Thr Fhe
2660

Ser His
2675

Glu Val
2690

val Thr
2705

Fro Glu
2720

Ser Ser
2735

Thr Ser
2750

Pro Thr
2785

Met Ala
27180

Pro Thr
2795

Thr Ser
28190

Leu Ser
2825

His Gly
2840

Val Pro
2855

Thr Ser
2870

Glu Thr
2885

Ser Ala
2800

val Thr
2915

Ser Asn
2930

Trp Val
2945

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr

Thr

Leu

Leu

Thx

Val

Ser

Ser

val

Gly

Thr

Thr

Ile

Ser

Len

Ala

Leu

Thr

Gly

Thr

Thr

Val

Val

Ile

Ser

Ser

Arg

Ser

Glu

Met

Thr

Thr

Fro

Leu

Thr

His

Gly

Glu

Met

Thr

Pro

Pro

Thr

Leu

His

Pro

Ala

Glu

Ala

Val

Ile

Ser

Thr'

Val

Val

Pro
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2650

Glu Pro
2665

Ala Gly
2680

Val Thr
2695

Leu Pro
2710

Ser Mat
2725

Thr Val
2740

Sexr Ser
2755

Ser Pro
2770

Gly Ala
2785

Gly val
2800

Val Thr

2815

Pro Glu
2830

Ser Ser
2845

Thr FPhe
2860

Pro Thr
2875

Leu Val
2890

Leu Gly
(2905

Thr Serx
2920

Ala Ser
2935

Gly Thr
2950

Glu

Ser

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

Gly

Glu

Ser

Ser

Thr

Ala

Leu

Leu

Thr

Val

Ser

Ser

Glu

Thr
Ala
Leu
Leu
Thr
Pro
Gly
Glp
Ala
Gly
Thr
Thr
Val
Val
Thr
His
Ser
Gly
Gln

Ala

Thr

Val

Val

Thx

Sar

Glu

Val

Leu

Ser

Val

Thx

Pro

Leu

Thr

Ile

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

2655

Pro Ser
2670

Pro Thx
2685

Ala Ser
2700

Leu Ser
2715

His Gly
2730

vVal Pro
2745

Asn Ser
2760

Glu Thx
2775

Ser Ala
2780

Val Thr
2805

Ile Pro
2820

Ser Met
2835

Thr Val
2850

Ser Ser
2B65

Ser Ser
2880

Glu Ala
2895

Thr Val
2910

Glu Thr
2925

Glu Thr
2940

Sar Val
2955



Val

Sar

Thr

Thr

Thr

Ser

Ser

Ala

His

Ala

Val

Thr

Glu

Ser

Len

Phe

Ile

Thr

Val

Thr

Pro
Len
Thr
Val
Ile
Ser
Pro
val
Ser
Glu
Pro
Ser
Thr
Ala
Thr
Pro
Gln
Thr
Ala

Thr

Thr

Val

Ser

Thr

Ser

Gly

His

Thr

Glu

Ala

Asp

Ile

Thr

Ile

Ser

Thr

Leu

Pro

Ile

Thy
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Leu Thr
2960

Thr His
2975

Arg Phe
2930

Ser Pro
3005

Pro Gly
3020

Arg Asp
3035

Glu Ser
3050

Ser Thr
3065

Pro Asp
3080

Thr Serx
3095

Met Val
3110

Thr Ile
3125

Thr Ser
3140

Pro Thr
3155

Leu Val
3170

L.ea Thr
3185

Ile His
3200

Lys Phe
3215

Thr Ser
3230

Ile Ser
3245

Val

Pro

Ser

Glu

Ile

Ile

Glun

Thr

Thr

Asp

Thr

Pro

Phe

Lieu

Ile

Glu

Pro

Ser

Pro

Pro

Ser

Ala

Risg

Ala

Pro

Ser

Ala

val

Thr

Phe

Ser -

Thr

Ile

Pro

Ser

Thr

Ala

His

Gly

Asp

Thr
Glu
Ser
_Glu
Gly
Ala
Thr
Pro
Pro
Pro
Gln
Len
Thr
Val
Ser
Pro
Glu
Ser
Pro

Mel
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Gly Glu
2965

Ser Ser
2980

Glu Leu
2995

Ser Ser
3010

val Leu
3025

Thr Phe
3040

Ala Ser
3055

Arg Thr
3070

Sexr Ile
3085

Thr Ile
3100

Val Thr
3115

Thr Leu
3130

Tyr Sex
3145

S5er Pro
3160

Gly Thr
3175

Tyr Glu
3150

Thr Asn
3205

Lys Ser
3220

Glu Ala
3235

Ser Asp
3250

Pro
Ser
Asp
Ser
Thr
Pro
Trp
Thr
Ala
Thr
Ssr
Ser
Glu
Asp
Asp
Pré
Thr
Asp
Ser

Leu

Phe

Thr

Thr

Ala

Serx

Thr

Val

Pro

Thr

Val

Ser

Ser

Thx

Ala

Ser

Glu

Met

Thr

Ser

Val

Thr

Leu

Met

Ile

Ley

Val

Thr

ASN

Ser

Ser

Gly

-Gly

His

Ser

Thr

Thr

Val

Thx

Ala

Thr

Bsn Ile
2970

Pro Arg
2985

Pro Ser
3000

Ser Thr
3015

Val Thr
3030

Pxo Glu
3045

His Pro
3060

Tyr Ser
3075

Pro Gly
3090

Pro Asp
3105

Thr Asp
3120

Glu Pro
3135

Thr Ser
3150

Lys Met
3165

Thx Thr
3180

Thr Ala
3185

Pro Arg
3210

Leu Pro
3225

Val Ser
3240

Ser Leu
3255



Val

Ser

Kis

Phe

Pro

Pro

Thx

Glu

Thr

Asp

Pro

Ala

Ala

Ser

Thr

Ser

Thx

Arg

Ser

Leu

Leu

Glu

Pro

Serx

Gly

Ser

Asp

Pro
Gly
Thr
Yal
Thr
Val
Gln
Leu
Thr
Val
Pro
Ser
Ser

Ser

Ser

Thr

Ala

His

Vval

Ile

Thr

Glu

Fhe

Met

Ser

PFro

Leu

Ile

Thx

His

Phe

Gly

Leu

Fro

Thr
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Ser Gly
3260

Pro Tyr
3275

Glu Thr
3290

Arg Gly
3305

Asp Thr
3320

Pro Gly
3335

Ser Thr
3350

Thr Thr
3365

Thr Val
3380

Bla Serx
3385

Arg Thr
3410

Val Met
3425

Thx Thx
3440

Thr Ser
3455

His Ser
34170

Fro Arg
3485

Pro Gln

3500

Ala Glu
3515

Phe Thx
3530

Thr Ala
3545

His Pro

Thr

Glu

Ser

Ser

Axg

val

Ala

Ala

Pro

Txp

Thr

Ala

Ile

Ser

Pro

Thr

Val

Thr

Leu

Ser

Gly

Asp Thr
Pro Glu
Thr Thr
Asp Thr
Ser Gly
val Thr
Ile Pro
Sér Ser
Ile Arg
VallThr
Ser Ser
Thr Ser
Ser Pro
Gly Ala
Gly Met
Glu Thx
Ser Glu
Ser Thr
Leu Val
Pro Gly

Thr Glu
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Ser Thx
3268

Thr Thr
3280

Val Sex
3295

Bla Pro
3310

Val Pro
3325

Ser Gln
3340

Thr Leu
3359

Ala Thr
3370

Thr Val
3385

His Pro
3400

Phe Ser
3415

Pro Arg
© 3430

Gly Ala
3445

Ala Thr
3460

Bro Glu

3475,

Ser Lys
3490

Thr Thr
3505

Ala Leu
3520

Thr Gly
3535

Val Ser
3550

Thr Ser

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Val

Thr

His

Pro

Pro

His

Thr

Pro

Ser

Thr

Thr

Ala

Pro

Thr

Ala

Thr

Phe
Thr
Thr
Met
Thr
Thr
Prq
Pro
Ser
Gln
Ser
Glu
Glu
Thr
Thr
FPhe
Ser
Thr
Ser
Lys

Met

Pro

TIp

Ile

Val

Thr

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

Ser

Ala

Met

Thr

Ala

Pro

Leu

Gln

Arg

Thr

Ile

Thr Leu
3270

Leu Thr
3285

Pro Asn
3300

Thr Ser
3315

Ile Pro
3330

Ser Ala
3345

Pro Gly
3360

Thr Gln
3375

Glu Pro
3390

Ser Thr
3405

Pro Asp
3420

Ser Sex
3435

Val Thr
3450

Val Pro
3465

Leu Leu
3480

Ala Ser
3485

Thr Ile
3510

Thr Thr
3525

Val Asp
3540

Ala Pro
3555

Pro Thr



Ser
Thr

Val

Ser
Gly
Lys
Thr
Prs
Ser
Ser
Ile
Thx
Ser
Pro
Asp
Glu
Glu
Lys

Pro

Thr

Serx

Ser

Lys

Val

Thy

Thy

Thr

Leu

Glu

Ser

Ser

Sarx

Phe

Met

Leu

Tyx

Asp

Asp

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

Thr

Ser

Met

Val

Phe

Ser

.Thr

Thr

Ile

Thr

Arg

Gln

Leu

Ser

Pro
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3580

Ser Leu
3575

Ser Ala
3590

Bla val
3605

Gln Thr
3620

Ser Val
3635

Met Thrx
3650

His Gly
3665

Val Glu
3680

Ala Lys
3695

Thr Pro
3710

Val Thr
3725

Thr Ser
3740

Pro Val
3755

Pro Ser
3770

Leu Asn
3785

His Pro
3800

Gly Leu
3815

Tyr Ser
3930

Ser Ala
3845

Glu Asp
3860

Gly
Glu
Ser
val
Gly
Leu
Glu
Ala
Thr
Lem
Ser
Sex
Thx
Ser
Phe
Gly
Leu
Gly
Thr

Leu

Thz

Gly

Thr

Pro

Ile

Gly

Thr

Thr

Thr

Arg

Tyr

Ser

Thr

Thr

Sex

Lys

Cys

Ala

Gly

Leu

Ser

Val

Asn

Thr

Thr

Asn

Thr

‘Ala

Ile

Arg

Pro

Arg

Val

Leu
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3565

Glu Thr
3580

Thr Ser
3595

Ser Ser
3610

Trp Asn
3625

Glu Phe
3640

Ser Glu
3655

Ser Pro
3670

Leu Ala
3685

Thr Phe
3700

Pro Gly
3715

Ser Tyr
3730

Arg Arg
3745

Phe Ser
3760

Ala Thr
3775

Thr Asn
3790

Lys Phe
3805

Leu Phe
3820

Leu Ala
3835

Asp Ala
3850

Asp Arg
3865

Thr

Thr

Ala

Thy

Ser

Met

Thr

Thr

Asn

Met

Asn

Tyr

Pro

Val

Leu

Asn

Arg

Ser

Ile

Glu

Gly

Leu

Ser

Glu

Arg

Pro

Thr

Thr

Thr

Ser

His

Trp

Gly

Pro

Gln

Ala

Asn

Leu

Cys

Arg

Leu

Thr

Ile

Thr

Thr

Thr

Ile

Gly

Leun

Thr

Arg

Thr

Ile

Phe

Tyr

Thr

Ser

Arg

Thr

Leu

3570

Len Ala
3585

Leu Thr
3600

Thr Thr
3615

Ser Pro
3630

val Thr
3645

Pro Pro
3660

Leu Arg
3675

Ser Serx
3690

Ala Gly
3705

Leu Ala
3720

Ser Tip
3735

Pro Ala
3750

Sexr Thr
3765

Met Val
3780

Glu Glu
3795

Glu Arg
3810

Ser Leu
3825

Pro Glu
3840

His Arg
3855

Tyr Trp
3870



Glu
Thr
Sex
val

Ala

Phe
FPhe
Thr
Ala
Arg
Glu
Asn
Gly
Leu
Phe
Met
Leu
Pro

Asp

Leu
Leu
Sex
Gly
Gly
Leu
Asn
Lys
Leu
Ile
Glu
Glu
Gly
Thr
Ser
The
Gly
Gln
Leun

Gly

Ser

Asp

Thr

Pro

Gln

Thr

Asn

Leun

Cys

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser

Leu

His

Gly

Tyr

Ala

ES 2 605443 T3

Asn Leu
3875

Arg Asn
3890

Pxo Thr
3908

Ser Gly
3920

Lea Leu
3535

Tyr Glu
3950

Met Glu
3965

Thr Ser
3580

Arg Pro
3995

Thr His
4010

Leu Tyr
4025

Gly Pro
4040

Thr His
4055

Thr Val
4070

Pxo Thr
4085

Asn Phe
4100

Pro Gly
4115

Leu Leu
4130

Ser Gly
4145

Ala Thr
4160

Thr

Ser

The

Thr

Met

Glu

Ser

Val

Glu

Arg

Trp

Tyr

Gln

Asp

Ile

Thr

Ser

Gly

Cys

Gly

Asn

Len

Ser

Pro

Pro

Asp

Val

Gly

Lys

Leu

Glua

Thr

Serx

Met

Ile

Arg

Pro

Arg

val

Gly

Tyr

Thr

Ser

Phe

Mgt

Leu

Pro

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

Arg

Thr

Lys

Ile

Leu

asp
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Ile Gln
3880

Val Asn
3895

Pro Gly
3910

Ser Ser
3925

Thr Leu
3940

Arg Arg
3955

Gln Gly
3970

Leu Tyr
3985

Gly Ala
4000

Pro Lys
4015

Ser Lys
4030

Asp Arg
4045

Val Ser
4060

Thr Ser
4075

Ala Gly
4030

Asn Leu
4105

Phe Asn
4120

Phe Lys
4135

Thr Ser
4150

Ala Ile
4165

Glu

Gly

Thr

Pro

Asn

Thr

Leu

Sexr

Ala

Ser

Leu

Asn

Thr

Gly

Pro

Gln

Thr

Asn

Leun

Cys

Leu

Phe

Ser

Ser

fhe

Gly

Len

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr

Leu

Tyx

Thr

Thx

Arg

Ile

Gly
Thr
Thr
Pro
Thr
Ser
Lys
Cys
Gly
Gly
Asn
Leu
Ser
?ro

Leu

Gly

Glu

Ser

Ser

His

Pro Tyr
3885

His Arg
3%00

Val Asp
3915

Thr Thr
3930

ile Thr
3845

Arg Lys
3960

Pro Leu
3975

Arg Leu
3990

Val Asp
4005

Leu Asn
4020

Asp Ile
4035

Tyr Val
4050

Thr Pro
403€5

Sexr Sar
4080

Val Pro
4095

Glu Asp
4110

Arg Val
4125

Val Gly
4140

Glu Lys
4155

His Leu
4170



Asp

Leu

Leu

Ser

Gly

Gly

Len

Asn

Lys

Leu

Ile

Glu

Glu

Gly

Thr

Ser

Leu

Cys

Ser

Tyr

Ala

P?o
Ser
Asp
Val
Thr
Pro
Lys
Thr
Asn
Leu
Cys
Gln
Leu
Phe
Sex
Pro
Asn
Pro
Leu
Ser

Ala

Lys

Gln

Arg

Pro

Ser

Leun

Tyr

Thr

Thr

Arg

Thr

Leu

Thr

Thr

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

Thr

ES 2 605443 T3

Ser Pro
4175

Leu Thr
4150

Asn Ser
4205

Thr Thr
4220

Gly Thx
4235

Leu Val
4250

Glu Glu
4265

Glu Arg
4280

Ser Val
4295

Ser Glu
4310

His Arg
4325

Tyr Trp
4340

Pro Tyr
4355

His Trp
4370

Val Asp
4385

Sexr Ala
4400

Thr Ile
4415

Ser Arg
4430

Gly Pro
4445

Cys Arg
4460

Gly Val

Gly Leu Asn
Asn Gly Ile
Leu Tyr Val
Ser Thr Pro
Pro Phe Ser
Leu Phe Thr
Asp Met His
Val Leu Gln
Gly Leu Leu
Lys Asp Gly
Lsu Asp Pro
Glu Leu Ser
Thr Leu Asp
Ile Pro Val
Leu Gly Ser
Thr Ala Giy
Thr Asn Leu
Lys Phe Asn
Met Phe Lys

Leu Thr Leu

Asp Ala Ile
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Axrg Glu
4180

Lys Glu
4195

Asn Gly
4210

Gly Thr
4225

Legu Pro
4240

Leu Asn
4255

Arg Pro
4270

Thr Leu
4285

Tyr Ser
43430

Ala Ala
4315

Lys Sex
4330

Gln Leu
4345

Arg Asn
4360

Pro Thr
4375

Gly Thr
4380

Pro Leu
4405

Lys Tyr
4420

Thr Thr
4435

Asn Thr
4450

Leu Arg
4465

Cys Thr

Arg

Leu

Phe

Ser

Ser

Fhe

Gly

Val

Gly

Thx

Pro

Thr

Ser

Ser

Pro

Leu

Glu

Glu

Ser

Ser

Ris

Leau

Gly

Thx

Thr

Pro

Thr

Ser

Gly

Cys

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

Ser

Val

Glu

Arg

Val

Glu

Arg

Tyr

Pro

His

Val

Ala

Ile

Brg

Pro

Arg

Val

Val

Gly

Tyr

Thr

Ser

Pro

Asp

Val

Gly

Lys

Trp Glu
4185

Tyr Thr
4200

Arg Thy
4215

Asp Leu
42390

Thr Ala
4245

Thr Asn
4260

Lys FPhe
4275

Met Phe
4290

Leu Thx
4305

Asp Ala
4320

Asp Axg
4335

Ile Lys
4350

Val Asn
4365

Fro Gly
4380

Leu Pro
4395

Phe Thr
4410

Met His
4425

Leu Gln
4440

Pro Leu
4455

Asp Gly
4470

Asp Pro



Lys
Gln
Arg
Pro
Sex
Leu
Tyx
Thr
Thx
Arg

Ser

Gly
Thr
fhr
Pro
thr
Ser
Gly

Cys

Ser

Leu

Asn

Asn

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

Pro

His

Tyr

Pro

His

Val

Thy

Ile

Arg

Pro

Arg

Pro

Thx

Ser

Thr

Thr

Val

Glu:

Axg

Val

Glu

Arg

Trp

Tyr

Arg

Asp

Thy

Thr

Lys

Leu

Leu
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4475

Gly val
4490

Asn Gly
4505

Len Tyrx
4520

Ser Thr
4535

Pro Ser
4550

Pro Phe
41565

Asp Met
4560

Val Leun
4595

Gly Leu
4610

Lys Asn
4625

leun Asp
4640

Glu Leu
4655

Thr Leun
4670

Ser Ser
4685

Leu Gly
4700

Ala Val
4715

Asn Leu
4739

Phe Asn
4745

Phe Lys
4760

Ile Serx
4775

Asp

Ile

Val

Pro

Ser

Thr

His

Gln

Leu

Gly

Pro

Ser

Asp

Val

Thr

Pro

Gln

Thr

Asn

Len

Axrg
Lys
Asn
Gly
Leu
Leu
His
Gly
Tyx
Ala
Lyé
Gln
Arg
Ala
Ser
Leu
Tyr
Thr
Ser

Arg

Glu

Gly

Thy

Pro

Asn

Pro

Leu

Ser

Ala

Ser

Leun

Asn

Pro

Gly

Leu

Gly

Glu

Ser

Ser
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4480

Gln Leu
4495

Leu Gly
4510

Phe Thr
4525

Ser Thr
4540

Ser Pro
4555

Bhe Thr
4570

Gly Ser
4585

Leu Gly
4600

Gly Cys
4615

Thr Gly
4630

Pro Gly
4645

Thr His
4660

Ser Leu
4675

Thr Ser
4690

Thr Pro
4705

Val Pro
4720

Glu Asp
4735

Arg Val
4750

Val Gly
4765

Glu Lys
4780

Tyr

Pro

His

Val

Thr

Ile

Arg

Pra

BArg

Met

Leu

Gly

Tyx

Thr

Ser

Phe

Met

Leu

Pro

Asp

Trp

Tyr

Gln

Asp

Ser

Thr

Lys

Met

Leu

Asp

Asn

Ile

Val

Pro

Ser

Thr

Arg

Gin

Leu

Gly

Glu
Thr
Thr
Leu
Ala
Asn
Phe
Phe
Thr
Ala
Arg
Lys
Asn
Gly
Leu
Leu
His
Gly
Tyr

Ala

44835

Leu Ser
4500

Leu Asp
1515

Ser Ala
4530

Gly Thr
4545

Gly Pro
4560

Leu Gln
4575

Asn Thr
4590

Lys Asn
4605

Leu Leu
1620

Ile Cys
4635

Glu Gln
4650

Glu Leu
41665

Gly Phe
4680

Thr Ser
41695

Pro Ser
4710

Asn Phe
4725

Pro Gly
4740

Leu Leu
4755

Ser Gly
4770

Ala Thr
4785



Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

Pro

Pro

Asp

Val

Gly

Lys

Pro

Gln

Ser

Asn

Trp

Pro

Asn

Phe

Phe

Val

Leu

Gly

TyT

Thx

Ser

Phe

Met

Leu

Pro

Asp

Asn

Lau

Leu

Ser

Ala

Gly

Leu

Asn

Lys

Asp

Asp

Ile

Val

Pro

Pro

Thx

gis

Gln

Len

Gly

Pro

Ser

Asp

Val

Thr

Pro

His

Thr

Asn
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Ala Ile
4790

Arg Glu
4805

Lys Glu
4820

Asn Gly
4835

Trp Thr
4850

Val Pro
4865

Leu Asn
4880

Arg Pro

4895

Gly Leu
4910

Tyr Ser

4923

Ala Ala
4940

Lya Arqg
4955

Gln Leu
4970

Arg Aép
4985

Pro Thr
5000

Thr Gly
5015

Leu Leu
5030

Tyr Glu
5045

Thr Glu
5060

Thr Ser
5075

Cys

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser

Phe

Gly

Leu

Gly

Thr

Pre

Thr

Serx

Thr

Thr

Ile

Glu

Arqg

Val

Thr His

Leu Tyr

Gly Pro

Thr His

Thr Val

Pro Thr

Thr Ile

Ser Arg

Ser Pro

Cys Arg

Gly Met

Gly Leu

His Asn

Leun Tyrx

Ser Thr

Pro Ser

Pro Phe

Asn Met

Val Leu

Gly Pro
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His Leau
4795

Trp Gln
4810

Tyx Thr
4825

Arg Ser
4840

Asp Leun
4855

Thr Ala

4870

Thr Asn
4885

Lys Phe
4900

Ile Phe
4915

Leuv Thr
4930

Asp Ala
4945

Asp Arg
4960

Ile Thr
4975

Val Asn
4990

Pro Gly
5005

Ser Phe
SQ20

Thr Phe
5035

Gln His
5050

Gln Gly
50865

Leu Tyr
5080

Asn

Leu

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

Sex

val

Glu

Glua

Gly

Thr

Pro

asn

Pro

Leu

Sex

Pro

Ser

Asp

Gly

Thr

Pro

Gln

Ala

Asn

Leu

Cys

Gln

Leu

Phe

Ser

Gly

Fhe

Gly

Leu

Gly

Gln

Gln

Arg

Leu

Ser

Leu

Tyr

Thr

Ser

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Thr

His

Thr

Ser

Lys

Cys

Ser Pro
4800

Met Thr
4815

Asn Ser
4830

Thr Thr
4845

Gly Thr
4860

Leu Val
4875

Glu Glu
4890

Glu Arg
4905

Ser Val
4920

Pro Glu
4935

Tyr His
4950

Tyr Trp
4965

Pro Tyr
4980

His Gln
4995

Val Tyr
5010

Thr Glu
5025

Ile Thrx
5040

Arg Lys
5055

Pro Leu
5070

Arg Leu
5085



Thr

Thr

Arg

Thr

Asn

Gly

Leu

Leu

His

Gly

Tyr

Ala

Thr

Gln

Fro

Ser

Leu

Tyr

Thr

Thr

Ile

GElu

Glu

Gly

Thr

Pro

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly

Leu

Asp

Thy

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

Leu

Cys

Arg

Leu

FPhe

Ser

Gly

Phe

Gly

Leu

Gly

The

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr

Val

Glu

Arg

Val
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Arg Pro Glu Lys

5090

Thr His
5105

Arg

Val

Leu Tyr Tip Glu

5120

Gly Pro Tyr Thr

5135

Asn Fro Trp Ser

5150

Thr Val
5165

His Thr Ala-

5180

Thr Ile
5195

Ser Arg
$210

Lys Pro
5225

Cys Arg
5240

Gly Val
5255

Gly Leu
5270

Asn Ser
5285

Leu Tyr
5300

Ser Ile
5315

Pro Ala
5330

Pro Phe
5345

Asp Met
5360

Val Leun
5375

Gly Pro

Bis

Thr

Lys

Leu

Leu

Asp

Asp

VYal

Val

Pro

Ser

Thr

Axg

Gln

Leu

Leu

Pro

Asn

Phe

Phe

Thr

Ala

Axg

Gin
Asp
Leu
Leu
Ser
Ala
Val
Leu
Asn
Lys
Leu
Il=

Glu

Thr Glu

Asn

Gly

Gly Thr

Leu

Leu

His

Gly

Tyr

Pro

Asn

Pro

Leu

Ser
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Glu Ala
5095

Pro Ile
5110

Sexr Gln
5125

Asp Arg
5140

Val Pro
5155

Thr Ser
5170

Pro Leu
5185

His Tyr
5200

Thr Thr
5215

Sex Thr
5230

Led Arg
5245

Cys Thr
5260

Arg Leu
5275

Leu Gly
5290

Phe Thr
5305

Ser Ala
5320

Gly His
5335

Fhe Thr
5350

Gly Ser
5365

Leu Lys
5380

Gly Cys

Ala

Gly

Asp

Thr

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

Pro

Leu

Tyx

Pro

His

Val

Thr

Ile

Arg

Pro

Arg

Thr

Pro

Thx

Ser

Thr

Thr

Ile

Glu

Arxg

Val

Glu

Arg

Tep

Tyr

Arg

His

Ala

Thr

Lys

Leu

Leu

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

Pro

Pro

Asn

val

Gly

Lys

Leu

Glu

Thr

Ser

Leu

Pro

Asn

Phe

Phe

Thr

Val Asp
5100

Leu Asp
5115

Ser Ile
5130

Tyr Val
5145

Thr Pro
5160

Ser Ser
5175

Phe Thr
5190

Met Gln
5205

Leu Gln
5220

Pro Leu
5235

His Gly
5250

&sp Pro
5265

Leu Ser
5280

Leu Asp
5295

Ser Val
5310

Glu Thr
5325

Gly Pro
5340

Leu GlIn
5355

Asn Thr
5370

Lys Ser
538%

Leu Leuw



Arg

Thr

Leu

Gly

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Gly

His

Leu

Ser

Pro

Pro

Asn

Val

Pro

His

Tyr

Bro

His

Val

Ile

lle

Arg

Pro

Arg

Val

Leu

Gly

Tyr

Thr

Pro

Phe

Met

Leu

Glu
Arg
Trp
fyr
aArg
His
Val
Thr
Lys
Leu
Leu
Asp
Asn
lle
Val
Pro
Ser
Thr
Gly

Gln

ES 2 605443 T3

5390

Lys Arg
5405

Leu Asp
5420

Glu Leu
5435

Leu Leu
5450

Asn Phe
5465

Leu Gly
5480

Pro Gly
5495

Asn Leun
5510

Phe Asn
5525

Phe Lys
5540

Thr Leu
5555

Ala Ile
5570

Arg Glu
5585

Thx Glu
5600

Asp Gly
5615

Gly Thr
5630

Leu Pro
5645

Leu Asn
5660

His Pro
5675

Gly Leu
5690

Gly

Pro

Ser

Aszp

val

Thr

Pro

Gln

Thr

Asn

Len

Cys

Gln

Leua

Phe

Ser

Glu

Phe

Gly

Leu

Ala Ala
Leu Asn
Lys Leu
Arg Gly
Pro Ile
Ser Glu
Leu Leu
Tyr Glu
Thr Glu
Thr Ser
Arg Pro
Thr His
Leu Tyr
Gly Pre
Thr His
Ile Val
Thr Thr
Thr Ile
Ser Arg

Lys Pro

178

5395

Thr Gly
5410

Pro Gly
5425

Thr Arg
5440

Ser Leu
5455

Thx Ser
5470

The Pro
5485

Val Pro
5500

Glu Ala
5515

Arg Val
5530

Ile Gly
5545

Glu Lys
5560

His Pro
5575

Trp Glu
5590

Tyr Thr
5605

Trp Ser
5620

Asn Leu
5635

Ala Thr
5650

Thr &sn
5665

Lys Phe
5680

Leu Phe
5695

Val

Len

Gly

Tyxr

Pro

Asp

hAsp

Leu

Pro

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

Asp

Asp

Ile

Val

Pro

Ser

Thr

Axg

Gln

Lseu

Lys

Pro

Ser

hap

Ile

Thx

Pro

Gln

Ile

Ser

Thr

Arqg

Ile

Asn

Gly

Leu

Leu

His

Gly

Tyr

Gln

Gln

Axg

Pro

Ser

Leu

Tyr

Thr

Thr

5400

Ile Cys
5415

Glu Gln
5430

Glu Leu
5445

Gly Phe
5460

Thr Ser
9475

Fro Arg
5450

Asn Phe
5505

Fro Gly
5520

Leu Leu
5535

Ser Ser
5550

Ala Thr
5565

Ser Pro
5580

Leu Thr
5595

Asp Ser
5610

Thr Thrx
5625

Gly Tle
5640

Leu Val
5655

Glu Glu
5670

Glu Ser
5685

Sar Val
5700



Gly

Lys

Pro

Glu

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

Phe

Phe

Thr

Ala

Arg

Thr

Asn

Asp

Len

1le

His

Fro

Asp

Asp

Leu

Leu

Ser

Glu

Gly

Leu

Asn

Lys

Leu

val

Glu

Glu

Gly

Thr

Ser

Asn

Pro

Leu

Gly

Pro

Ser

Asp

Vval

Thr

Pro

Gln

Thr

Asn

Leu

Cys

Arg

Len

Phe

Ser

Gly

Phe

Gly

ES 2 605443 T3

Tyr Ser
5705

Vval Ala
5720

Lys Ile
5735

Gln Leu
3750

Arg RAsp
5765

Pro Thr
5780

Ser Glu
5795

Val Leu
5810

Tyr Glu
5825

Thr Glu
5840

Thr Ser
5855

Arg Pro
5870

Thr His
5885

Leu Tyr
5900

Gly Pro
5915

Thr His
5930

Thx Met
‘5945

Pro Thr
5960

Thr Ile
5975

Ser Arg
5990

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr

Leu

Glu

Arg

Val

Glu

Arg

Trp

Tyr

Gln

His

Thx

Thr

Lys

Cys Arg
Arg Val
Gly Leu
His Ser
Leu Tyr
Ser Thr
Pro Ser
Pro FPhe
Asp Met
Val Leu
Ser Ser
Lys Asp
Pro Asp
Lys Leu
Thr Leu
Ser Ser
Leu Ala
Ala-Ser
Asn Leu

Phe Asn

179

Ley Thr
5710

Asp Ala
5725

Asp A¥g
5740

Ile Thx
5755

Val Asn
571710

Pro Gly
5785

Ser Leu
BROO

Thr Len
5815

His Arg
5830

Gln Gly
3845

Leu Tyr
5860

Gly Ala
5875

Pro Lys
5890

Ser Gln
5905

Asp ‘Arg
‘5920

Met Thr
5935

Thr Ser
5950

Pro Leu
5965

Arg Tyr
5980

Thr Thr
5995

Leu

Ile

Gln

Glu

Gly

Thr

Pro

Asn

Pro

Leu

Ser

Ala

Ser

Len

His

Thr

Arg

Lan

Glu

Glu

Leu

Cys

Gin

Leu

Phe

Phe

Gly

Phe

Gly

Leu

Gly

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

Thx

Val

Glu

Arg

Arg

Thr

Leu

Gly

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Met

Cys

Arg

Gly

His

Leu.

Arg

Pro

Leu

Asn

Val

Pro Glu
5715

His arg
5730

Tyr Trp
5745

Pro Tyr
5760

Gin Arg
5775

Val Gln
5790

Thx Ala
5805

Ile Ile
5820

Arg Lys
5835

Pro Leu
5850

Arg Leu
5865

Val Asp
5880

Leu Asp
5895

Gly Tle
5910

Tyr Val
5925

Thr Preo
5940

Ala Ser
5955

Phe Thx
5970

Met His
5985

Leu Gln
6000



Gly
Tyr
Ala
Lys
Gln
Arg
Pro
Ser
Leu
Tyr
Thr
Thr
Arg
Thr
Leu
Gly
Thr
Thr
Pro
Thr

Arg

Leu

Ser

Ala

Ser

Leu

Asp

Thr

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

Pro

His

Tyr

Pro

His

Val

Ser

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

Thr

Sex

Thx

Thx

Val

Glu

Arg

Val

Glu

His

Trp

Tyr

Arg

Tyr

Ala

Thr

Fhe

ES 2 605443 T3

arqg Pro
6005

Cys Arg
6020

Lys Val
6035

Gly Leu
6050

His Ser
6065

Leu Tyx
6080

Ser Ile
6095

Pro Val
6110

Leu Phe
6125

Asn Met
6140

Val Leu
6155

Gly Pro
6170

Lys Asp
6185

Prxo Asp
- 8200

Glu Lesu
6215

Bla Leu
6230

Ser Ser
6245

Leu Gly
6260

Ala Ser
6275

Asn Leu
6290

Azsn Thr

Val

Leu

Asp

Asp

Ile

Val

Pro

Ser

Thr

Gln

Gln

Leu

Gly

Pro

Ser

Asp

Val

Ala

His

Arg

Thr

Phe Lys
Thr Leu
Ala Ile
Arg Glu
Thr Glu
Asn Gly
Gly Thr
Lys Pro
Leu Asn
His Pro
Gly Leu
Tyr Ser
Thr Ala
Lys Ser
Gin Leu
Asn Asp
Ser Thr
Ser Lys
Leu Leu
Tyr Glu

Glu Axg

180

Asn Thr
6010

Leu Arg
6025

Cys Thr
6040

Gln Leu
6055

Leu Gly
6070

Phe Thr
6085

Pro Thr
6100

Gly Pro
4115

Phe Thr
6130

Gly Ser
6145

Leu Arg
6160

Gly Cys
6175

Thr Gly
6190

Pro Arg
6205

Thr His
6220

Ber Leu
6235

Thr Ser
6250

Thr Pro
6265

Jle Leu
6260

Glu Asn
6295

Val Leu

Ser

Pro

Tyr

Tyr

Pro

Gln

Val

Ser

Ile

Arg

Ser

Arg

Val

Len

Asn

Phe

Thr

Ala

Phe

Met

Gln

Val
Lys
Arg
TER
Tyr
Arg
ﬁsp
Ala
Thr
Lys
Leu
Leu
Asp
Asp
Ile
Val
PFro
Sex
Thr
Trp

Gly

Gly

Lys

Pro

Glu

Thr

Ser

Leu

Ala

Asn

Phe

Phe

Thr

Ala

Arg

Thr

Asn

Gly

1le

Leu

Pro

Leun

Pro Leu
6015

Asp Gly
6030

Asp Pro
6045

Leu Ser
6060

Leu Asp
6075

Ser Vval
6090

Gly Thr
6105

Ser Preo
6120

Leu Arg
6135

Asn Thr
8150

Lys Ser
6165

Leu Leu
6180

Ile Cys
6195

Glu Gln
6210

Glu Leun
6225

Gly Phe
6240

Thr Pxo
6255

Phe Gly
6270

Asn Phe
6285

Gly Ser
6300

Leu Arg



Pro

Arg

val

Leu

Ser

Tyr

Thr

Asn

Lys

Leu

Val

Asp

Pro

Ile

Leu

Pro

Thr

Ile

Thx

Leu

Leu

Leu

Asp

Ile

Vval

Gly

Fhe

Fhe

Ile

Ile

Thr

Asn

Lys

Ala

Ser

Phe

Phe

Phe

Thr

Ala

Arg

Thr

Asn

Val

Leu

Asn

Gln

Ala

Lys

Axrg

Gly

Pro

Met

Asn

Ash

Gln

ES 2 605443 T3

6305

Lys Asn
6320

Leu Leu
6335

Ile Cys
6350

Glu Gln
6365

Glu Leu
6380

Gly Phe
6395

Val Ser
6410

Arqg Tyr
6425

Tle Thr
6440

Arg Ser
6455

Leu Arg
6470

Cys Thr
6485

Gln Val
6500

Leu Gly
6515

Tyr Asn
6530

Ala Thr
6545

Gly Tyr
6560

Leu Gln
6575

Ser Thr
6590

Lys Ser
6605

Thr

Arg

Thr

Leu

Gly

Thr

Glu

Met

Asp

Ser

Ser

Tyr

Phe

Pro

Glu

Thx

His

Tyr

Glu

Ser

Ser Val
éro Glu
His Axrg
Tyr Leu
Pro Tyr
His Arg
Glu Pro
Ala Asp
Asn Val
Leu Gly
Val Lys
Leu Gln
His Glu

Tyr Ser

Pfo.Gly

Phe Len

Leu Lys

Ser Pro

Gly val

Met Gly

181

6310

Gly Pro
6325

Lys Asp
6340

Pro Asp
6355

Glu Leu
6370

Thr Len
6385

Ser Sar
6400

Phe Thr
6415

Met Gly
6430

Met Gln
6445

Ala Arg
6460

Asn Gly
6475

Pre Leu
8490

Leu Ser
6505

Leu Bsp
6520

Pro Asp
6535

Pro Pro
6550

Thr Leu
6565

Asp Met
65380

Leu Gln
8595

Pro Phe
6610

Leun
Gly
Pro
Ser
Bsp
Val
Leu
Gln
His
Tyr
Ala
Ser
Gln
Lys
Glu
Leu
Thr
Gly
His

Tyr

Tyr

Glu

Thr

Gln

Arg

Pro

Asn

Pro

Leu

Thr

Glu

Gly

Gln

Asp

Pro

Ser

Leu

Lys

Leu

Leu

Ser
Ala
Gly
Leun
Asp
Thr
Phe
Gly
Leu
Gly
Thr
Pré
Thr
Ser
Pro
Glu
Asn
Gly
Len

Gly

6315

Gly Cys
6330

Thr Gly
6345

Pro Gly
6360

Thr His
6375

Ser Leun
6390

Thr Ser
6405

Thr Ile
6420

Ser Leu
6435

Ser Pro
6450

Cys Arg
6465

Arg Val
6480

Gly Lesu
6495

His Gly
6510

Leu Tyr
6525

Thr Thr

6540

Ala Thr
6555

Phe Thr
6570

Sexr Ala
8585

Arg Pro
6600

Cys Gin
6615



Leu

Asp

Asp

Val

Ile

Gln

Pro

Lys

Arg

Thr

Glu

Leu

Glu

Phe

Lys

Ile

Ser

Asn

Leu

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

Thr

Val

Phe

Val

Gln

Ser

Tyr

Ala

Glu

Tyr

Arg

Ala

Met

Ser

Thx

Gln

Gln

Gly

Asn

Sex

Thr

Cys

Lys

val

Ser

Ser

Leu

Gln

Asp

Phe

His

Arg

Thx

ES 2 605443 T3

Leu Arg
6620

Cys Thr
6635

Gln Leu
6650

Leu Gly
6665

Tyr Ala
6680

Phe His
6695

Ser Glu
6710

Thr Leu
6725

Leu Val
6740

Ala Leu
6755

Fhe Leu
67170

Thr Tyx
6785

vVal Tyr
6800

Asn Phe
6815

Pro Gly
6830

Ala Leun
6845

Ser Asp
6860

His Thr
6875

Arg Val
6890

Arg Asn
6905

Pro

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Ile

Tyr

Tyr

Thr

Phe

Asp
Gln
Gln
Thr
Thr
Asn
Cys
Gly
Asp

Gly

Glu

Ris

Trp

Tyz

Gln

val

Ile

Lys

Asn

Ser

Lys

Leu

Pro

Ile

Thr

Gln

Gln

Val

Arg

Thx

Lys

Pro

Glu

Val

&sn

Thx

Gly

Len

Ser

Thr

Val

Thr

Thr

Asn

Len

Val

Asp

Val

Gln

182

Asp Gly
6625

Asp Pro
6640

Leu Ser
6655

Leu Asp
6670

Leu Ser
6685

Trp Asn
6700

Leu Leun
6715

Ser Gln
6730

Thr Met
6745

Asn Leu
6760

Leu Asn
6775

Asp Ile
6790

Ser Ser
6805

Asn Leu
6820

Tyr Gln
6835

Phe Arg
6850

Ser Thr
6865

Ser Leu
6880

Ala Ile
6895

Leu Gln
8910

Ala

Va)

Gln

Arg

Ile

Leu

Arg

Leu

Asp

Asp

Ala

His

Ser

Pro

Arg

Asn

Phe

Cys

Tyr

asn

Ala

Gly

Leun

Asp

Arg

Ser

Asp

His

Ser

Pro

Ser

Val

Ser

Tyr

Asn

Ser

Arg

Asn

Glu

Phe

Thr
Pro
Thr
Ser
Gly
Asn
Ile
Asp
Val
Ser
he
Thr
Thr
Ser
Lys
Ser
Ser
Phe
Glu

Thr

Gly Val
6630

Gly Leu
6645

His Gly
6660

Leu Phe
6675

Glu Tyr
6690

Pro Asp
6705

Gln Asp
6720

Thr Phe
6735

Leﬁ Val
6750

Leu Vval
6765

His Txp
6780

Glu Met
6795

Gln His
6810

Gln Asp
6825

Arqg Asn
6840

Ile Lys
6855

Val Pro
6870

Ser Pro
6885

Phe Leu
6900

Leu Asp
6915
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Arg

Pro

1le

Gly

Asn

Leu

<210>5
<211> 622
<212> PRT

Ser

Leu

Gly

Val

Val

Glu

<213> Homo sapien

<400> 5

Met

Pro

Val

Ala

Leu

Gly

Gln

His

Asp

Ala

Leu

Ala

Asp

Ala

Ala

Gln

Pro

Ser

Len

Lys

Arg

Leu

Cys

Leu

Leu

Val

Ser

Thr

Lau

Len

Gln

Asp

Leu

Leu

Pro

Leu

Pro

Sex

Asn

Leu

Leu

Thr

Pro

Ala

Arg

ES 2 605443 T3

Val Leu

6

920

Gly Asn
6935

Ala Gly
6950

val Thr
6965

Gln Gln
6980

Leu Gln
6995

Pro

Gly

Ser

Asp

Arg

Thr

Val

Sex

Leu

Axg

Arg

Cys

Ala

Thr
Ser
20

Arg
as

Gly
50

Gln
65

Glu
80

Lys
95

Glu
110

Phe
125

Phe
140

Gly
155

Trp
170

Leu

Val

Ser

Leu

Thr

Cys

Ala

Leu

Thr

Val

Leun

Arg

Len

Pro

Leu

Phe

Ala

Gly

Gly

Asp Gly

Asp Leu

Leu Gly

Arg Arg

Pro Gly

Arg

Len

Leu

Leu

Leu

Val

Ser

Pro

Asn

Ser

Pro

Val

Gly

Pro

Phe

Ala

Ala

Gly

Arg

Thr

Glu

Pro

Arg

Glu

Arg

Len

183

Tyr Ser Pro Asn Arg Asn Glu

6925

Pro Phe
6940

Leu Ile
6955

Arg Lys
6970

Tyr Tyr Gln Ser

6985

Leu Leu
10

Leu Leu
25

Gly Gliu
40

Asn Pro
55

Phe Pro

Trp Ala

Thr Cys

Lys Glu

Gly

Phe

Thr

Pro

Cys

70

Glu Leu
85

Glu Gln
100

Asp Leu
115

Asp Ala
130

Ile Thr
145

Arg Gln
160

Gly Ser
175

Ala Cys

Ala

Lan

Asp

Phe

Lys

Aryg

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

Asn

Ala

Val

Arg

Ala

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

6930
val Ile Leu
6945
Leu Ile Cys
5960
Gly Glu Tyr
6975
His Leu Asp
6990
Cys Gly Thr
15
Leu Gly Trp
30
Gln Glu Ala
45
Ile Ser Ser
60
Glu Val Ser
75
Ala Leu Ala
20
Cys Leu Ala
105
Leu Pro Leu
120
Gly Pro Gln
135
Asn Val Asp
150
Leu Pro Ala
165
Ser Glu Ala
180
Pro Gly Arg



Phe

Cys

Ser
Gly

Trp

Ile
Leu
Tyr
Pro
Phe
Ser
Glu
Gly
Phe

Ser

Val

Pro

Leu

Val

Gln

Arg

Thr

Cys

Phe

Leu

Glu

Gln

Leu

Let

Mef

Arg

Tyr

Val

Thr

Len

Ala

Gly

Gln

Ser

Pro

Gln

Ile

Pro

Tyr

Ala

Gln

Gly

Lys

Glu

SIEI

Gly

Pro

Pro

Cys

Ala

Glua

Pxo

Gly

Thr

Ile

Arg

Leu

Ser

Lys

Thr

Leu

Tyr

Met

Thr-

Pro

Gln

Gly

Pro

Asp

Phe

ES 2 605443 T3

185

Ser
200

Leu
215

Gly
230

Met
245

Ile
260

Ser
275

Aryg
290

Gly
305

Lys
320

Gln
335

Asp
350

Pro
365

Ser
380

Leu
385

Gln
410

Leu
425

Tyr
440

Ser
455

Pro
470

Gln
485

Ala

Asp

Gly

Asp

Arg

Ser

Pro

Lys

Trp

Mat

Val

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Leu

Ser

Azrg

Asn

Glu Val
Gln Asp
Pro Pro
Ala Leu
Ser Ile
Arg Asp
Arg Phe
Lys Ala
Glu Leu
Asp BArg
Leu Lys
Ser Val
Glu Asp
Ala Len
Ala Thr
Lys Asp
Cys Ser
Ile Trp
Gln Leu

Met Asn

184

Leu

Gln

Tyr

Arg

Pro

Pro

Arg

Arg

Glu

Val

His

Iie

Ile

Leu

Leu

Thr

Leu

Ala

Asp

Gly

130

Leu
205

Gln
220

Gly
235

Gly
250

Gln
265

Ser
280

Arg
295

Glu
310

Ala
325

Asn
340

Lys
355

Gln
370

Arg
385

Glu
400

Ile
415

Leu
430

Ser
445

Val
460

Val
175

Ser
490

Pro
Glu
Pro
Leu
Gly
Trp
Glu
Ile
Cys
Ala
Leu
His
Lys
Val
Asp
Asp
Pro
Arg
Leu

Gluo

Arg

Ala

Pro

Leu

Ile

Arg

Val

Asp

Val

Ile

Asp

Leu

Txp

Asn

Arg

Thr

Glu

Pro

Tyr

Tyrx

Leu

Ala

Ser

Pro

Val

Gln

Glu

Glu

Asp

Pro

Glu

Gly

Asn

Lys

Phe

Leu

Glu

Gln

Pro

Phe

Val

Axg

Thx

val

Ala

Pro

Lys

Ser

Ala

Phe

Leu

Tyr

val

Gly

Val

Thr

Leu

Asp

Lys

Val

195

Ser
210

Bla
225

Trp
2490

Leu
255

Ala
270

Glu
285

Thr
300

Leu
315

Ala
330

Thr
345

Tyr
360

Leu
375

Thr
340
His
405
Lys
420

Ala
435

Ser
450

Leu
465

Ala
480

Lys
495
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<210>6
<211> 690
<212> PRT

Ile Gln

Lau Ser

Leu Arg

Lys Leu

His Arg

Leu Asp

Tyr Leu

Pro Cys

Leu Leu

<213> Homo sapien

<400> 6

Met

Lys

Lys

Thx

Asp

Gln

Ile

Gly

Ala

Ala

Ser

Gln

Thr

Leu

Pro

Thr

val

Leu

Ala

Pro

Tyr Leu

Ser Lys

Lys

Glu

Asp

Ile

Pro

Serx

Leu Cys

Phe

FPhe

Leu

Gln

Phe
Gln
Asp
Gly
Val
Leu
Leu
Leu

Ser

Trp
Glu
Glu
Glu
Thy
Gly
Phe
Tyr

Leu

ES 2 605443 T3

Leu
500

Asn
515

Ala
530

Pro
545

Arg
560

Gly
575

Asp
590

Gly
605

Thr
620

Pro
Gly
20

Thr
35

Leun
50

Glu
65

Ile
80
Phe
85

Fhe
110

Val
125

Gly

val

Val

His

Asp

Leu

Lau

Pro

Leu

Glu

Ala

Asn

Leu

Val

Lys

Gln

Phe

Gly

Gly
Ser
Leu
Val
Trp
Gly
Ser
Gly

Ala

Leu
Ala
Lys
Pro
Asp
Trp
Gly
Val

Gly

Ala

Met

Pro

Glu

Ile

Leu

et

Pro

Gly

Gly

Thx

Ser

Asp

Ser

Ile

Cys

Lys

185

Pro

Asp

Leau

Gly

Leu

Gln

Gln

Val

Asp

Gln

Asp

Tyx

Pro

Glu

Gly

Ser

Met

Thr
505

Leu
520

Thr
535

Leu
550

Aryg
565

Gly
580

Glu
595

Leu
610

Ala
10

Gln
Asn
40

Ser
55

TR
70

Arg
85

Arg
100

Leu
115

Ala
130

Glu

Ala

Val

Lys

Gln

Gly

Ala

Thr

Gln

Pro

Thr

Thr

Asn

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Thr

Ala

Ala

Arg

Ile

Leu

Val

Pro

Thr

Glu

Ala

Leu

Thr

Ile

Ile

Gln

Leu
Phe
Glu
Glu
Gln
Pro
Ser

Leu

Asn
Ala
Ala
Thr
Pro
Lys
Len
lLeu

Phe

Lys

Met

val

Glu

Asp

Asn

Gly

Ala

Ala
510

Lys
525

Gln
54Q

Axg
555

Asp
570
Gly
585

Thr
600

Leu
615

FPro Asp

15

Pro Asp

30

Pro Val

45

Leu Ile

Thr Leu

75

Gly Lys

8o

Leu Leu

105

Ser Ser

Phe

120

Ser
135



Asn

Val

Ile

Ala

Asn

Arg

Leu

Asn

Phe

Iie

Ile

Val

Asp

Asn

Asp

Leu

Leu

Asp

Leu

Phe

Ser Ser

Leu Val

Val val

Ile Pro

Thr Ile

Arg Ala

Ser Val

Glu Ile

Gly Glu

Thr Lys

Ala Mat

Tep Cys

Pro Ser

Gly Ile

Ile Ala

Leu Ala

Cys Gly

Lys Gly

Phe Pro

Val Gly

Thr Ser

Ile

Thr

Ser

Ile

Val

Phe

Leu

Ile

Asp

Leu

Asn

Lys

Thx

Gln

Lys

Val

Cys

Gin

Phe

Ala-

Ala

ES 2 605443 T3

Met
140

val
155

Met
170

Ile
185

Ala
200

Ala
215

val
230

Thr
245

Ala
260

Ile
275

Asp
290

Thx
305

Ala
320

Asn
335

Cys
350

Gly
365

Len
380

Val
395

Pro
410

Gly
425

Leu

Serxr

Leu

Val

Met

Leu

Gly

Leu

Gln

Pro

Val

Glu

Phe

Agn

Trp

Gln

Thr

Ile

Ala

Phe

Met

Thr

Asn Pro

Val Gln

Ser Ser

Gly ala

Met Gln

Ala Thr

Leu Pro

Leu Ile

Asp Leu

Gln Len

Lys Ala

Thr Asn

Cys Thr

Thr Mer

His Tle

Ile Leu

Met Ile

Thr Val

Ala Trp

Thr Phe

Pro Len

186

Leu
Sezr
Ser
hsn
val
val
Val
val
Leu
Asp
Lys
Lys
Ser
Lys
Phe
Leu
val
Ile
Leu
;le

Ile

Leu
145

Serxr
160

Leu
175

Ile
180

Gly
205

His
220

Gla
235

Glu
2590

Lys
265

Lys
280

Asn
295

Thr
310

Pro
325

Asn
340

Val

.355

Ile
310

Lys
385

Lys
400

Thr
415

Val
430

Gly

Gly

Ser

Leu'

Gly

Asp

Asp

Val

Ser

Val

Lys

Lys

Gln

Ser

val

Asn

Leu

Ile

Lys

Gly

Gln

Ile

Leu

Thr

Thr

Thr

Arg

Phe

Ala

Phe

Ile

Val

Ser

Ile

Leu

Thr

Phe

Ser

Leu

Thyr

Tyr

Ser

Gly

Val

Ser

val

Ser

Sar

Phe

Thr

His

Thr

Ile

Leu

Asn

Cys

TYyx

His

Leu

Gly

Ile

Leu

Sexr

Val

Ile

Thr

Aryg

Ile

Glu

Asn

His

Phe

Lys

Ser

Val

Val

Trp

Lys

Leu

Leu

Ser

Asn

Ala

Ser

Ile

Gly
150

Ser
165

Ala
180

Thr
195

Phe
210

Trp
225

Tyr
240

Lys
255

Pro
270

Gln
285

Lys
300

Thr
315

Thr
330

Giu
345

Pro
360

Val
3175

Val
390

Thr
4085

Ile
420

Val
435

Thr



ES 2 605443 T3

440 445 450

Ite Glu Arg Ala Tyr Pro Leu Thr Leu Gly Ser Asn Ile Gly Thr
455 460 465

Thr Thr Thr Ala Ile Leu Ala Ala Leu Ala Ser Pro Gly Asn Ala
470 475 480

Leu Brg Ser Ser Leu Gln Ile Ala Leu Cys His Phe Phe Phe Asn
485 49¢ 495

Ile Ser Gly Ile Leu Leu Trp Tyr Pro Ile Pro Phe Thr Arg Leu
500 505 510

Pro Ile Arg Met Ala Lys Gly Leu Gly Asn Ile Ser Ala Lys Tyr
515 ’ 520 525

Arg Trp Phe Ala Val Phe Tyr Leu Ile Ile Phe Phe Phe Leu Ile
530 535 540

Pro Leu Thr Val Phe Gly Leu Ser Leu Ala Gly Trp Arg Val Leu
545 550 555

val Gly Val Gly Val Pro Val Val Phe Ile Ile Ile Leu Val Leu
560 565 570

Cys Leu Arg Leu Leuw Gln Ser Arg Cys Pro Arg Val Leu Pro Lys
575 580 585

Lys Leu Gln Asn Trp Asn Phe Leu Pro Leu Trp Met Arg Ser Leu
590 595 600

Lys Pro Trp Asp Ala Val Val Ser Lys Phe Thr Gly Cys Phe Gln
605 610 615

Met Arg Cys Cys Tyxr Cys Cys Arg Val Cys Cys Arg Ala Cys Cys
620 625 630

Leu Leun Cys Gly Cys Pro Lys Cys Cys Arg Cys Ser Lys Cys Cys
635 . 640 645

Glu Asp Leu Glu Glu Ala Gln Glu Gly Gln Asp Val Pro Val Lys
630 6595 660

Ala Pro Glu Thr Phe Asp Asn Ile Thr Ile Ser Arg Glu Ala Gln
665 670 675

Gly Glu Val Pro Ala Ser Asp Ser Lys Thr Glu Cys Thr Ala Leu
680 685 690

<210>7

<211> 1093

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 7

Met Val Leu Ala Gly Pro Leu Ala Val Ser Leu Leu Leu Pro Ser
1 5 10 15

Leu Thr Leu Leu Val Ser His Leu Ser Ser Ser Gln Asp Val Ser
20 25 30

187



Ser

Pro

Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

Arg

Thr

Asn

Ala

Asp

Gly

Glu

Phe

Val

Arg

Leu

Leu

Val

Glua
Thr
Tyr
Gly
Ser
Ser
Glu
Lys
Ser
Gly
val
Phe
Pro
Pro
Phe
Tyr
Phe
Asn
Gln

Phe

Pro

Val

Pro

Asn

Leu

Glu

Glu

Val

Arg

Val

Ile

Ser

Pro

Asn

Leuy

Ser

Leu

Cys

Ser

Thr

Ser

Ala

Gly

Gln

Asp

Cys

Phe

Gln

Ala

Ser

Gly

Leu

Phe

Arg

Arg

Len

Ser

Ala

Thr

ES 2 605443 T3

Ser
35

Phe
50

Ala

Glu

Glu

Arg

65 -

Leu
8o

Asn
95

Thr
110

Gln
125

Met
140

Val
155

Arg
170

Ser
i85

Arg
200

Arg
215

Vval
230

Glu
245

Val
260

Glu
275

Arg
290

Phe
308

Asn
320

Ile

Val

Arg

Asn

Cys

Gly

Cys

Gln

Asp

Thr

Ala

Asn

Ala

Asp

Pro

His

Val

Gln Gln

Asp Leu

Asp Phe

Val Gly

Ser Leu

Arg Ser

Tyr Val

Gly Thr

Asn Leu

Pro Tyr

Gly Glu

Pro Ala

Ala Gln

Ala Tyr

Ala Vval

Arg Val

Thr Trp

Gly Glu

Leu Pro

Asn Ser

188

Leu
Gln
Ser
Ala
Leu
Cys

Arg

Ser
Asp
Leu
Ile
Tyr
Asp
Glu
Cys
Thr
Val
Glu

Ile

Cys
40

Pro
55

Gln
70

Arg
85

Gln
100

Gln
115

Val
130

Ala
145

Arg
160

Pro
175

Tyr
190

Tyr
205

Asn
220

Ile

Ala

Trp

Leu

Asn

Ala

Ser

Phe

Thr

Arg

Ala

Axg

Ser

Gly

235

His
250

Lys
265

Thx
280

Pro
295

Gln
310

Ala
325

Asp

Asn

Phe

Phe

Asp

Ala

Leun
Val
Ala
Tyr
Thr
Lys
Ile
Ser
Thr
His
Ala
Ser
Lys
Leu
Cys
Asp
Met
Tyr
Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Glu

Gly

Val

Pro

Glu

Asn

Thr

Leu

Trp

Phe

Gly

val

Lys

Tyx

Ile

Ala

Lys

Asn

Asp

Phe

Trp

Lys

Ala

Met

Lys

Ser

val

Gly

Len

Ala

Arg

Gly

Ala

Asn

Tyr

Val

His
45

Phe
60

Pro
75
90

Ala
10%

Thi
120

Gly
135

Cys
150

Ile
165

Thr
180

Ile
195

Ser
210

Asn
225

Tyr
240

Thr
255

Gly
270

Axg
285

Glu
300

Gly
315

Cys
330



Ala
Arg
Pro
Asn
Phe
Val
Val
Glg
Leu
Arg
Ala

Glu

Thr
Thr
Pro
Ser
Pro
Ala

Ala

Phe
Tyr
Ile
Glu
Leu
Thr
Gln
Ser
His
Arg
Leu
Arg
Asp
Leu
Ala
Trp
Gly
Arg
Asn
Leu

Ser

Asn

Gln

Pro

Asn

Met

Gln

Ala

Gly

Gly

Glua

Phe

Cys

Pro

Glu

Cys

Ser

Ser

Cys

Cys

Cys

Cys

Lea

Gla

Asn

Leu

Ser

Asp

Lys

Thr

Cysz

Pro

Val

Ala

Tyr

Asp

Pro

Pro

Cys

Gly

Ser

Ser

Ser

ES 2 605443 T3

Ser
335

Asn
350

Phe
365

Thr
380

Glu
395

Ser
410

Asp
125

Iie
440

Tyr
455

Leu
470

Gly
485

Ala
500

Cys
515

Ser
530

Val
545
560

Leu
575

Gly
580

Arg
605

hr
620

Asn

Ala

Pro

Gln

Glu

Ala

Val

Thr

Leu

Leu

Arg

Leu

Tyr

Gly

Ser

Arg

Gln

Cys

Len

Asn

Ser

Pro

Ile Ser
Arg Ala
Cys Gly
Arg Sex
Val Gln
Arg Phe
Leu Tyr
Lys Ala
Glu Glu
Sexr Leu
Arg Asp
Arg Ser
Trp Asp
Asn Met
Asn Val
Pro Cys
Arg Ala
Asp Cys
Gly Ala
Cyg Gly

Ala Pxo

189

Gln

Ala

Thr

Leuy

Pro

Ser

His

Leu

Leu

Arg

Gly

Gln

Gly

Ser

Thr

Glu

Arg

Leu

Trp

Ile

Arg

Ala
340

Txp
355

‘Leun

3N

Gln
385

Val
400

His
415

Val
430

Ser
445

His
460

Ile
475

Val
490

Gly

505

Lys
520

Leu
535

Arg
550

His
565

Ser
580

Gly
595

Thr
610

Gly
625

His

Phe

Leu

Pro

Asp

Thr

Leu

Leu

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

Gln

TLp

Asp

Leu

Cys

Pro

Pro

Fhe

Gly

Asn

Pro

Glu

Ala

Pro

val

Tyr

Ala

Leu

His

Cys

Gln

Thr

Gly

Asp

Asp

Ala

Trp

Gln

Gly

Gly

Ile

Thr

Gln

Glu

Val

Ile

Ser

Pro

Ser

Val

Leu

Arg

Gln

Gly

Gly

Ser

ile

Ser

Val

Arg

Pro
Ala
Gly
Arg
Pro
Asp
Gly
Arg
Pro
Ala
Pro
Gly
Cys
Asn
Phe
Asp
Pro
His
Ser
Arg

Ile

Phe
345

Asn
360

Pro
315

Leu
390

Cys
405

Leu
420

Thr
435

Ser
450

Gly
465

Arg
480

Leu
485

Ala
510

Ser
525

ile
540

Gly
555

Asn
570

Arg
585

Ile
60Q

Txp
615

Gln

630

Cys



Val

Cys

Cys

Cys

Thr

Trp

Gln

Pro

Cys

Glu

Gly

Cys

Glu

Tyr

Ser

Gly

Pro

Cys

Trp

Cys

Gly

Pro

Ser

Glu

Cys

Thr

Glu

His

Pro

Asp

Gly

Glu

Pro

Gln

Cys

His

Gly

Ala

Sex

Gly

Lys

val

Ser

Asn

Asn

Pro

Gln

Gly

Leu

Trp

Le

Arg

Asp

Trp

Tyr

Glu

Thr

Lys

Glu

Ser
Pro
Asn
Gly
Pro
TP
Arg
Leu
Asp
Leu
Ala
Gly
Asn
Cys
Thr
Gln
Asp
Gln
Cys

Leu

ES 2 605443 T3

635

Arg
650

Ile
565

Cys
680

Asn

695

Glu
710

Leu
725

Phe
74¢

Gln
755

Gly
770

Axg
785

Ala
800

Phe
815

Gly
830

Asn
845

Ser
860

Arg
875

Ile
890

Ala
905

Thr
820

Leu
a35

Glu

Phe

Gly

Ser

Gly

Pro

Axg

Phe

Ser

Sex

Tp

Arg

Gly

Pro

Trp

Thr

Cys

Cys

Asp

Pro

Glu

Trp

Gly

Cys

Cys

Val

FPhe

Gly

Gly

Gly

Gly

Val

Len

Gln

Ser

Arg

Leu

Pra

Asp

Gly

Arg

Ala

Gly

Leu

Pro

Asn

Thr

Arg

Ser

Ser

Pro

Arg

Pro

Ala

Pro

Ser

Gly

Glu

Gly

Ser

190

Phe

Ser

Met

Gly

640

Cys
655

Trp
670

Gln
685

Cys

. 708

Glu
Val
Cys
Arg
Cys
Thx
Tr}:;
Lys
Cys
Cys
Cys
Cys
Leu
Gly
Ala

Ser

Val
7158

Thx
730

Arg
745

Arg
760

Asp
775

Ser
790

Ser
805

Arg
820

val
235

Pro
850

Ser
865

Thr
880

His
895

Trp
510

Gln
925

Ala
940

Asn

Gly

Ser

Gly

Arg

Gln

ala

Thx

Thx

Pro

Ser

Thr

Gly

Val

Ala

Ser

Thr

Ser

Ser

Cys

Glu

Ser

Arg

Val

aArg

Gly

Pro

Glu

Asp

His

Cys

Cys

Asp

Arg

Ser

Pro

Glu

Pro

Arg

Ala

Asn

Trp

Arg

Glu

Asn

Gly

Leu

Thr

Ala

Thr

Ser

Thr

Bla

Gly

Cys

Ala

Glua

Trp

Ser

Gly

The

Ser

Arg

Phe

Thr

Ala

Ala

Arg

Leun

Val

Arg

Asn

Ala

Ala

Gly

Pro

Ala

Ser

Arg

Asn

645

Pro
660

Lys
67s

Ala
690

Lys
705

Pro
720

Axrg
735

Asp
750

The
165

Val
780

Ser
195

Asp
810

Pro
8235

Glu
B840

Trp
855

Gly
870

Ser
885

Leun
S00

Gla
915
His
930

Ser
945



<210> 8
<211> 141
<212> PRT

Ser
Pro
Leu

Gly

His
Thr
hep
Thr

Pro

Gln

A)a

Ile

Leu

Gln

Leu

Pro

Asp

Thr

Glu

<213> Homo sapien

<400> 8

Ser
Ser
His
Leu
Ser
Ris
Mgt
Arg
Thr

Ala

ES 2 605443 T3

Arg Pro
850

Ser Met
965

Leu Val
980

Thr Leu
995

Gln Glu

1010

Tyr Lys
1025

Glu Phe
1040

Ala Asn
1055

Tyr Tyr
1070

Ser Pro
1085

Cys

Glu

Ala

Ala

Sarx

Gly

Lys

Phe

Pro

Gly

Pro Tyr

Glu Ala

Thr Gly

Val Tyr

Thr Leu

Gly Gly

Thr Leu

Tyr Pro

Ser Pro

Gln Arg

191

Ser Glu
as5s

Thr Gly
970

Ile Ser
985

Leu Ser
1000

Val His
1015

Thr Pro
1030

Asn Lys
1045

Leu Gln
1060

Leu Asn
1075

Cys Phe
1090

lle

Cys

Cys

Cys

Pro

Lys

Asn

Gln

Lys

Pro

Pro

Ala

Phe

Gln

Ala

Asn

Asn

Thr

His

Asn

Val

Gly

Leu

His

Thr

Glu

Leu

Asn

Ser

Ser

Ile Leu
960

Phe Asn
975

Gly Ser
990

Cys Gln
1005

Pro Asn
1020

Lys Tyr
1035

Ile Pro
1050

Val Tyr
1065

Phe Arg
1080



<210>9
<211> 442
<212> PRT

Met

Leu

Phe

Cys

Gln

Ala

Gly

Cys

Leu

Trp

FPro

Gln

Thr

Ser

Cys

Lys

Asn

Arg

FPhe

<213> Homo sapien

<400>9

Val

Gly

Lsu

Val

Ala

Leu

Leu

Gly

Pro

Ser

Leu
Phg
Asn
Asn
Gly
Ile
Asn

Pro

Gly

Ala

Gly
Ala
Asn

35

Val
50

Ile
€5

Ala
80

Ser

85

Axg
110

Leu
125
His
140

ES 2 605443 T3

Ile

Leyn

Asp

Gln

Met

Ser

Val

Pro

Arg

Cys

Ala

Gln

Cys

Bsp

Tyr

Ala

Cys

Lys

Thr

Ala

Ile

Ser

Met

Arg

Gly:

Ile

Lys

Thr

192

Thr

Gln

Sex

Cys

Lys

Tyr

Ser

Arg

ile

Phe
10

Cys
25

Pro
4Q

Gln
55

Ser
TG

Gln
85

Cys
100

Gly
115

Leu
130

Cys

Tyr

Glu

Lys

Cys

Ser

Cys

Ser

Phe

Gly
Gln
Phe
Glu
Al_a
Phe
Asn

Ser

Leu

Leu

Cys

Ile

Val

Ser

Cys

Thr

Ala

Lys

Fhe

Glu

Val

Met

Ser

Ser

Pro

Ser

Len

Leu
15

Glu
30

RAan
45

Glu
60

Ala
75

Pro
90

Leu
108

Ala
120

Ala
135



Met

val

Phe

Met

Ser

Arg

Gln

val

Thr

Pro

Ile

Asp

Gln

Ser

Gly

Trp

Asp

Gln
Leu
Pro
Thr
Leu
Thr
Gly
val
Leu
Asn
Val
Trp
Lys
ile
Ile
Val

Ile

Pro

Ala

Pro

Pro

Ala

Ala

Pro

Ser

Leu

Ile

Ile

Pro

Ala

Asp

Gly

Val

ITle

Pro

Cys

Asp

Pro

Arg

Gly

Ile

Cys

Arg

Leu

Asp

Phe

Ser

Arg

Val

Ser

Thr

Pro
Gly
20

Arg
35

Thr
50

Ser
65

Sex
80

Glu
95

Leu
110

Ile
125

Ile
140

I1le
155

Gly
170

Val
185

Tyr
200

Pro
215

Val
230

Met

ES 2 605443 T3

Ser
Leu
Ala
Lys
Leu
Pro
Ile
Val
Ile
Ala
Pro
Ala
Gly
.Arg
Lys
Val

Asp

Leu

Ser

Thr

Thr

Ala

Pro

Lys

Phe

Tyr

Ser

Ile

Glu

Ile

Ala

Trp

Leu

Tyr

Cys
Arg
Pro
Leu
Pro
Arg
Glu
Val
Ljs
Leu
Asn
Met
Thr
Val
Thr
Ala

Lys

193

Gly

1le

Leu

Trp

Ala

Thr

Thr

Leu

Asn

Ala

val

Cys

Val

Ala

ala

Val

Gly

Arg
10

Trp
25

Leu
40

Pro
55

Glu
70

Ile
85

Phe
100

Gly
115

Lys
130

Leu
145

Tyr
160

Lys
175

Leu
190

Ser
205

Val
220

Bro
235

Ser

Ala

Gly

Gln

Lys

val

Ser

Lys

Ile

Cys

Gly

Lys

Leu

Ser

Trp

Glu

Glu

Tyr

Leu

Glu

Thr

Gly

Pro

Prxo

Tyx

ITle

Met

Asp

Leu

Val

Leu

Ser

Ile

Ala

Leu

Val
Glu
Ala
Ser
Lys
Pro
Ile
Gly
Arg
Leu
Leu
Pxo
Cys
hes
Val
Ile

Arg

Ala

Arg

Glu

Asn

Gly

Pro

Asn

Asn

Asn

Len

Ala

Phe

Ala

Ile

Leu

Gly

Ile

Leu
15

Gly
30

Ile
45

Ala
60

Asp
75

Cys
90

Thrx
1085

Ser
120

Gly
135

His
150

Glu
165

Ile
180

Leu
195

Lys
210

Ile
225

Phe
240

Cys



Leu Leu

Thr Ala

Leu Ala

Leu Arg

Lys Gln

Val Phe

Lys Leu

Leu Ser

Ser Leu

Lys Arg

Gln Ser

Leu Lys

Ser Asn

<210>10
<211>783

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 10

His

Lys

Ile

Lys

Arg

Ala

Thr

Phe

Asn

Fhe

Phe
Phe

Lys

Pro

Asp

Thr

Lys

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Lys

Glu

Lys

Tyr

245

Val
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Gln

260

Trp
275

Ala
290

Ser
305

Glu
320

Cys
335

Tyr
350

Leu
365

Cys
380

Asn
39%

Glu
410

Ala
425

Ser
440

Trp

Phe

Gly

Val

Txp

Asn

Val

Ile

Cys

Lys

Asn

Ser

Lys

Leu

Phe

Met

Ala

Leu

Gln

Leu

Asn

Fhe

Gln

Asp

Ser

Thr

Phe

Tyx

Gln

Lys

Pro

Asn

Asp

Pro

Lys

Ser

His

194

Ala

Ser

Thr

Ile

Thr

Leu

Asp

Tyr

Ile

Ser

Leun

Gly

250

Phe
265

Fhe
280

Leu
295

Ala
310

Val
325

His
340

Pro
355

Ile
370

Ala
385

Cys
400

Glu
118

Tyr
430

Met

Tyr

Met

Leu

Phe

Leu

Asn

Gly

Leu

Leu

Glu

Asp

Gln

Phe

Thr

Asn

Cys

Ser

Arg

1le

Tyr

Cys

Lys

Asn

Phe

Cys

Cys

Asp

Leu

Arg

Cys

Asn

Leu

Cys

Gln

Phe

Tyr

Leu

Glu

His

Val

Ile

Glu

Met

Val

Trp

Ser

Arg

255

Lys
270

Pro
285

Met
300

Leu
315

Leu
330

Leu
345

Leu
360

Ala
375

Ser
390

Cys
405

Cys
420

Ser
435



Met

Leu

Val

Ala

Leu

Ser

Leu

Len

Ile

Bsn

Gly Gly His
S

Met Ala Thr
20

Ala Ala Ala
35

Ile Arg Val
50

Leu Thr Leu
65
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Gln Leu Gln

Lew GIln Ala

Leu Ala
10

Gly Phe
25

Ala Leu Trp

Gly Arg Thr

Val Glu Ser Glu Arg Sexr Ala Glu

Ile Pro lLeun

Glu Gly Val

195

40

Lys Met
55

Phe Ala
10

Asp Pro Thr

Gly Val Ala

Pro Trp
15

Gly Leu
30

Gln Lys
45

Gly Lys
60

Glu Ile
75



Thr
Cys
Ile
Ser
Ala
Leu
Gly
Lys
Asp
val
His
Ser
Arg

val

Pro
Ile
Ser
Pro

Pro

Pro

Asn

val

Val

Gln

Asn

Ala

Tyx

Tle

Ser

Glin

Gly

Cys

Val

Trp

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ala

Ala

Lys

Ala

Leu

Gln

Asp

His

Asp

Ile

Arg

Leu

Glu

Ala

Ile

Leu

Glu

Gin

His

Arg

Glu

Ser

Leu

Ser

Phe

Pro

ala

Val

Val

Leu

Pro

Ala

Trp

ille

Ser

His

Gly

Glu

Ala

Ser

Gly
80

Asp
95

Glu
110

Lys
125

Asp
140

Len
155

Glu
170

Arg
185

Txp
200

Ala
215

Asp
230

Thr
245

Pro
260

Cys
275

Cys
290

Gln
305

Asp
320

Pro
335
His
350

Ala
365
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Lys

Asp

Ser

Ala

Ile

Gly

Lys

Ile

Ile

Ser

Pro

Arg

Asp

Leu

His

Ser

Gly

Tyr

Val

Len

Asp
Pxo
Arg
Thr
Leu
Leu
Glu
Lau
Val
Leu
Arg
Ser
Glu
His
Arg

Phe

His

Ala

Met
Asn
Arg
Mat
Glu
Thr

Met

Met
Leu
Gln
Tyx
Gly
Glu
Glu
Thr
Ser
Arg
Leu

Arg

196

Gln

Leu

Arg

Ala

Asp

Trp

Glu

Lys

Thr

Arg

Gln

Gin

Ser

FPhe

Phe

Cys

Gln

Leu

Pro

Pro

Ser
8s

Glu
100

Ala
115

Gly
130

Arg
145

Pro
160

FPhe
175

Glu
180

Val
205

Ile
220

Arg
235

Ala
250

Ser
265

Ser
280
His
295

Pro
310

Ser
325
His
340

Ala
3585

Pro
370

His
Pro
Pro
Glu
Ala
vVal
val
Pro
Val
Arg
Thr
Ser
Cys
Glu
Arg

Leu

Leu
Ala

Arg

Pro

Gly

Arg

Arg

Ala

Val

Tyxr

Pro

Cys

Ala

Cys

Sexr

Gly

Asn

Cys

Gly

Ile

Tyr

Pro

Len

Phe

Pro

Gly

Ala

Leu

Lys

Rla

Thr

Arg

Trp

arg

Ser

Gln

Cys

Val

Pro

Arg

Leu

Gly

Tyr

Ile

Cys

Ala

Glu

Ile

Asn

Trp

Ile

Pro

Ala

Gln

Ala

Glu

Val

Phe

Ser

Gln

Leu

Pro

Leu
Ser
105

Leu
120

Ser
135

Gln
150

Trp
165

Gln
180

Pro
195

Phe
210

Arg
225

Ile
240

Ala
255

Pro
270

Leu
285

Asp
300

Asn
315

Arg
330
His
345

Gly
350

Phe
375



Leu

Pro

Ala

Leu

Cys

Ser

Asn

Thr

Cys

Val

Glu

His

Pro

Gln

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser

Pro

Pro

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Ser

Cys

FPhe

Serx

Thr

Thr

His

Glu

Pro

Asn

Arg

Ile

Leu

Glu

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Ala

Glu

Ser

Thr

Cys

Pro

Sexr

Gln

Tyr

Thr

Gln

Ser

Ala

Cys

Ser

Pro

Cys

Gln

Ala

Gln

Thr

Arg

Arg

Gly

Asp

Sar

Lys

Arg

Val

Lys

Gly

Pro

Ala

Leu

Pro

Ala

Thr

Gln

ES 2 605443 T3

Glua
380

His
39%

His
410

Ser
425

Pro
440

Ser
455

Prao
470

Ile
485

Ser
500

Gly
515

Pro
530

Ser
545

Lys
560

Vval
575

Glu
590

Ala
605

Pro
620

Ser
635

Arg
650

Pro
665

1le

Pro

Pro

Gin

Pro

Gly

Cys

Serx

Leu

Asp

Arg

Ser

Arg

Pro

Pro

Pro

Glu

Thr

His

Gly

Phe

Gly Met

Arg Alz

Tyr Ala

His Pro

Asp Ser

Tyr Leun

His Gly

Leu Gln

Ser Ser

Pro Gln

Ser Leu

His Val

Phe Gln

Gln Ser

Pro Ser

Ser Gly

Pro Ala

Ser Ser

Pro Gln

Ser Arg

Pro His

197

Gly

BPro

Gln

Ala

Ser

Ala

Ser

Gly

Asp

Arg

Asp

His

Pro
385

Gly
400

Gly
415

Ala
430

Gly
445

Asp
460

Ser
415

Val
490

Phe
505

val
520

Ser
535

Tyr

. 550

Trp
Arg
Pro
Arg
Pro
Lén
Arg
Pro

Tyr

His
565

Pra

580°

Asp
595

Leu
610

Gly
625

Phe
640

Lys
855

Glin
670

Thr

Arg His

Glu Gln

Trp Gly

Cys Pro

Ser Gly

Gly Pro

Ser Asp

His Gly

Asp Pro

Asp Met

Val Val

His Arg

Gly Arg

Exo Ile

Gln Gln

Ser Asn

Pro Val

Asn Leu

Arg Arg

asp Ala

Pro Ser

His

Gln

Mat

Val

Glu

Ala

Ser

Ser

Leu

Gln

Pro

His

Lys

Pro

Val

Pro

Asp

Gln

Gly

Thr

Val

Arg

Arg

Ser

Pro

Ser

Serx

Val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

Pro

Arg

Thx

Gln

Ala

Lys

Gly

Val

Ala

Phe
390

Leun
405

His
420

Leu
435

Tyr
450

Asp
465

Val
480

Ser.
495

Tyr
510

Ser
525

Gly
540

His
555

Gly
570

Thr
585

Gly
600

Cys
615

Ser
630

Ser
645

Pro
B60

His
615

Tyr
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Ala His Pro

Leu Pro Glu

Trp Leu Cys

Gly Glu Gly

Pro Cys Pro

Ser Glu Glu

&et
Gly
Ile
Arg
Ala
Asp
Glu
Lys
Pro
Leu

Leu

680
Pro Txp Ser Pro Glu
695
Leu Asp Lys Arg Leu
710
Asn Ser Gln Pro Val
725
Glu Pro His Pro Pro
740
Thr Ala Glu Gly Arg
755
Ser Ala Gln Pro Gly
170
Gln Ala Val
<210> 11
<211> 490
<212> PRT
<213> Homo sapien
<400> 11
Met Glu Ser Ile Ser
1 5
Thr Val Leu Pro Asn
20
Val Thx val Gly Val
35
Thr Ile Arg Leu Ile
50
Arg Asn Pro Lys Phe
65
Val Thr His Hié Glu
80
Val Ala Ile His Arg
85
His Leu Leu Val Gly
110
Arg Xle Asn Gln Tyr
125
Leu Phe Pro Asp Ser
140
Ala Trp Ala Leu Gln
135

Met Gly

Ile Asn

Gly Ser

Cys Gly

Sex Glu

Ala Leu

His Tyr

Ile Leu

Glu Ser

Ile Val

Gly Pro

198

Leu

Thr

Leu

Pro

Tyr

Glu

Ser

Gly

Gly

Tyx

Phe

Thr

Thr

Ile

Asn

Lys

Lys

685

Ile
7100

Pro Gly

715

Thr
730

Ser
745

Pro
760

Leu
775

Bro
10

Ile
25

Asp
40
His
55
Phe
70
Lys
85

Sex
100

Asp
115

Ala
130

Gly
145

hsp
160

Cys

Pro

Glu

His

Glu

Lys

Lys

Pha

Val

Pro

Thr

Leu

val

Glu

Phe

Ala

Gly Pro

Pro Cys

Arg Gln

Trp Ser

Cys Gln

Glu Leu

Ser Leu

Asp Ala

Ala Lys

Val Ile

His Val

Asn Ile

Trp Asp

Ser Asn

Tyr Leu

Asn Val

Ser Arg

Pro

Tyr

Pro

Ser

Val

Cys

Ser

Arg

Ser

Gly

Val

Ile

Leu

Asn

Ala

Val

Gln

690

Gly
705

Ser
720

Leu
735

Asp
750

Leu
765

Glu
780

Glu
15

Lys
30

Leu
45

Ser
60

Asp
75

Phe
=]

Arg
105

Met
120

Ser
135

Ser
150

Val
185



Tyx

Leu

Ser

Leu

Phe

Axg

Asn

Tyx

Thr

Cys

His

Tyr

Glu

Ile

Val

Phe

Sexr

Glu

Len

Leu

Ile
Ala
Sex
Trp
Phe
Asn
Lys
Leu

Lys

val
Leu
Asn
Ser
Thr
Ser
Thr
Glu
Val

Pro

Cys
Arg

Ala

Leu
Gln
Thr
Ala
Tyxr
Lys
Ala
Phe
Ser

Phe

Ser

Phe

Phe

Tyr

Leu

Cys

Ser

Gln

Arg

Gly

Tyr

Gln

Leu

Gly

Arg

Gln

Tyr

Leu

Trp

Gly

Ile

lle

His

Tyr

Pro

Ile
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Asn
170

Leun
185

Glu
200

Pro
215

Ser
230

Ser
245

Fro
260

Leu
275

Axg
290

Leu
305

Ser
320

Asn
335

Asn
350

Ile
365

Pro
380

Gln

395

Val
410

Arg
425

Ser
440

Sexr
455

Ile
Val
Phe
Asp
Ile
Leu
Phe
Gly
Leu
Met
Glu
Met
Ser
Ser
Leu
Phe
Ile

Gln

Ile

Phe

Glu

Val

Val

Phe

Val

Ala

Pro

Leu

Cys

Ala

Glu

Serx

Val

Thr

Ile

Tyr

Val

Lys

Gln

Ile

Asn

Val

Arg

Tyr

Ala

Ala

Pro

Leu

Leu

Tyr

Glu

Leu

Ser

Leu

Tyr

Thr

Ile

Leu

199

Ala

Pro

Leun

Ala

Asp

Lys

Ile

Ala

Trp

Ser

Pro

Gln

Val

Gly

Asn

Gly

Gly

Pro

Leu

Lys

Arg
175

Ile
120

Pro
205

Ile
220

Val
235

Ile
250

Thx
265

Tyr
280

Leu
295

Phe
310

Met
325

Gln
340

Trp
355

Leu
370

ala
385

Tyr
400

Trp
415

Pro
430

Gly
445

Arg
460

Gln

Asp

Leu

Ser

Ile

Pro

Leu

Gln

Glu

Phe

Arg

Val

Arg

Leu

Leu

Val

Lys

Asn

Lys

Tle

Gln

Leu

Arg

Leu

His

1le

Leu

Leu

Thr

Phe

Arg

His

ile

Ser

aAsn

Ala

Arg

Phe

Ile

Lys

val

Gly

Leu

Ala

Pro

Glu

Ser

Tyr

Trp

Ala

Serx

Ala

Glu

Leu

Txp

Leu

Ala

Val

Ile

Lys

Ile

Ser

Phe

Thr

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Leu

Mat

Glu

Asn

Met

Leu

Arg

Leu

FPhe

Leu

Leu

Gly

Glu
180

Leu
195

Thr
210

Phe
225

Ala
240

Val
255

Val
270

Gly
285

Gln
300

val
315

Axg
330

Ile
345

Tyr
360

Ala
375

Glu
380

Ile
405

Glu
420

Rla
435

Phe
450

Trp
465
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Glu Lys Ser Gln Phe Leu Glu Glu Gly Ile Gly Gly Thr Ile Pro

470 475
His Val Ser Pro Glu Arg Val Thr Val Met
485 490
<210> 12
<211> 1214
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 12

200

480



Met

Lys

Gly

Ala

Trp

Gly

Leu

Val

Val

Ala

Val

Thr

Asn

Tyr

Asp

Gly

Val

Lys

Gly

Val

Asp

Glu

Arg

Thx

Leu

Leu

Trp

Gly

Lys

Arg

Arg

Tyr

Cys

val
Lys
Thr
Ala
Ser
Leﬁ

Leu

Gly
Leu
Ile
Val
Val
Asp
Trp
Asn

Leu

Pro

Thr

Leu

Met

Asp

Asp

Ser

Thr

Gly

Arg

Val

Ala

Val

Thr

Arg

Tyr

Gly
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Glu Lys
Cys Thr
20

Cys Gln
35

Glu Asp
50

Ala His
65

Phe Thr
B0

Asp Arg
95

Frp Gly
110

Ser Gly
125

Arg Gly
140

Thr Gly
155

Val Arg
170

Ala Met
185

Leu 1lle
200

Gly Asp
215

Ser Ala
230

Gly Glu

Glu

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

Asp

Gly

Asn

Pro

Phe

Asn

Gln

Phe

Gly

Phe

Thr

Ala

Asp

Arg

Pro

val

Leu

His

val

Pro

Glu

Phe

Arg

201

Ser

Ile

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro

Ala

val

Arg

His

Gln

Ala

Lys

Asp

Leu

Phe

Trp
10

Val
25

Pro
40

Ala
55

Lys
70

Arg
85

hla
100

Pro
115

Leu
130

Ala
145

Thr
160

Met
175

Pro
130

Gly
205

Gly
220

Val
235

Arg

Ile

Asp

Arg

Ala

Pro

Lys

Ala

Asn

Gln

Ala

Gly

Bla

Trp

Ser

Val

Asp

Leu

Pro

Ser

Thr

Val

Thr

His

val

Leu

Thr

Gln

Ile

Ser

Gly

Phe

Gln

Asp

Arg

Lys

Thr

Ala

Val

Asp

Ser

Tyr

Val

Trp

Ser

Gly

Thr

val

Pro

Phe

Gly

Leu

Ile

Asp

His

Thr

Ala

Asn

Ser

Val

Leu

Thr

Axg

Gly

Val

Ala

Pro

Thr

Glu

Phe
15

Pro
30

Pro
45

Val
60

Tyr
75

Phe
Leu
105

Ser
120

Gin
135

Gly
150

His
165

Gly
180

Arg
195

Arg
210

Leu
225

His
240

Ser



Tyr

Ile

Thr

Val

Glu

Ala

Val

Leu

Ile

Ser

Val

Arg

Asp

Leu

Ala

Ser

Rla

Leu

Asp

Ser

lle

Pro

Arg

Ala

Asp

Arg

Leu

Thr

val

Ala

Asp

Ser

Arg

Gly

Ala

His

Glu

Gly

Pro

Asp

Ser

Yal

Ile

Gly

Thr

Asp

Gln

Val

Leu

Tyr

Ile

Phe

Pro

His

Pro

Ser

Leu

Lys

His

Lys

Gln
Leu
Glu
Ser
Lau
Arg
Ala
Tyxr
Lys
Leu
Ala
His
Glu
Phe
Ser
Ala
Brg
Met
Pro

Ala
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245

Gln
260

Leu
275

Asn
290

Gly
305

Ala
320

Ile
338

Gln
350

Ser
365

Ala
380

Asp
395

Gin
410

Leu
425

Phe
440

Leu
455%

Asn
470

Gly
485

Pro
500

Cys
515

Gly
530

Thr
545

Lys Thr

Leu Leu

Ala Thr

Gly Ala

Pro Gly

Arg Arg

Val Glua

Ser Glu

Leu Val

Glu Leu

Ser Glu

Glu Ala

Val Arg

Thr Pro

Ser Leu

Thr Lys

Pro Asp

Ala Pro

Gln Gly

Ser Pro

Gly
Ile
Gln
Aia
Ser
Phe
Arg
Asp
Lys
Arg
Leu
Sex
Leu
Met
Ile
Ala
Val
Arg
Phe

Leu

202

val

Asp

Ala

Asp

250

Gly
265

Gly
280

Gln
295

Cys

310

Gly

Phe

Ile

Gly

Ala

Leu

Phe

Leu

Leu

Arg

Arg

Pro

Gly

Tyr

Gly

Ser

Gly
325

Pro
340

Mat
355

Ser
370

Cys
385

aAla
400

Arg
415

Mat
430

1le
445

Leu
460

Asn
475

Ala
490

His
505

Pro
520

Glu
535

Leu
550

Gly

Asp

Leu

Ala

Lys

Thr

Glu

Gly

Val

Gly

Asp

Ser

Ala

Leu

Leu

Val

Ser

Ser

Asp

Thr

Glu

Pro

Ala

Arg

Gly

Arg

Glu

Ser

Ala

Asp

Ala

His

Gln

Leu

Lys

Lesu

Gly

Met

Bla

Gly

Lys

Cys

Glu

Gln

Asp

Lys

Phe

Ser

Trp

Ile

Leu

Gly

Leu

Asp

Gly

Arg

Gly

Tyr

Gly

255

Ile

Met

Leu

Thx

Gly

Leun

Glu

Glu

Gla

Asn

Gln

Leu

Leu

Tyr

Gln

Gly

Met

Ala

Leu

Len

Asp
270

Leu
285

Leu
300

Leu
315

Glu
330

Glu
345

Leu
360

Thr
375

Ala
390

Arg
405

Trp
420

Asn
435

Ser
450

Ser
485

Ala
480

Ala
495

Leu
310

Trp
525

Leu
540

Gly
555



Gln

Val

Arg

Ala

Tyr

Cys

Ala

Leu

Trp

Arg

Glu

val

Arg

Arg

Thr

Leu

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ser

Leu

Phe

Axrg

Pro

Asp

Thr

Ala

Leun

Leu

Gly

Gln

Arg

Ile

Pha

Ser

Glu

Ser

Pro

Gln

Ser

Glu

Lys

Ser

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

Glu

Thr

Ser

Cys

Phe

Ser

Leu

Glu

Gly

Trp

Met

Pro
Phe
Ser
Trp
Arg
Lys
Val
Thr
Phe
Ala
Gly
Leu
Met
Arg
Glu
Leun

Gly

Ser
560

Ala
575

Leu
590

Asp
605

Glu
620

Glu
635

Gly
650

Ala
665

Trp
680

Leu
695

Phe
710

Asp
725

Asp
740

Arg
755

Arg
770

Gly
785

Val
800

Leu
815

Arg
830

Pro
845
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Asp Leu

Met Tyr

Gly Ala

Ala Glu

Gly Met

Val Axg

Asp Ala

Phe Phe

Trp Gly

Ala fhe

Arg Lys

Met Asp

Pro Ala

Pro Gly

Arg Trp

Asn Val

Leu Leu

Leu Leu

Gln Gly

Gly Pro

Leu

Phe

Cys

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Asp

Phe

Ser

Ser

Glu

Cys

Phe

Val

Val

Tyr

Leu

Gly

203

Leu

Trp

Leu

Ala

Val

Ala

Cys

Gln

Met

Cys

Glu

Val

Lys

Cys

His

Ser

Asp

Phe

Ser

His

Trp
565

Glu
580

Leu
595

Ala
610

Asp
625

Arg

640

Leu
655

Asp
670

Ala
685

Pro
700

Glu
715

Ile
730

Thr
745

Gly
760

Phe
775

Tyr
790

Phe
go5

Trp
820

Gly
B35

Ala
8590

Ala

Met

Leu

Arg

Leu

Leu

Gln

Gly

Ser

Pro

Glu

Asn

Pro

Gly

Trp

Leu

Gln

Ala

Gly

Ser

Leu
Gly
Arg
Arg
Phe
Leu
Lep
val
Thr
Leu
Pro
Gly
Len
Axg
Gly
Leu
Pro
Phe
Gly

Leu

Leu

Ser

Val
Lys
Gly
Leu
Ala
Gln
Thr
;1e
Thr
Glu
Gly
Cys
Ala
Phe
Ala
Thr
Gly

Ser

Leun

Asn

Met

Asn
570

Ala
585

Ala

" 600

Asp

Glu

Arg

Met

Ser

Pro

Tyr

Arg

Gly

Val

Gly

Pro

Leu

Pro

Leu

Ser

Gln

Leu
615

Cys
630

Arg
645

Gln
660

Leun
675

Ile
690

Thr
1085

Glu
720

Pro
735

Pro
150

Gly
765

Val
780

Leu
795

Pro
810

Leu
825

Leu
840

Arg
8535



Leu

Ala

Gly

Val

Phe

Val

Serx

Gly

Ser

Ala

Val

val

Gln

Ile

val

Pro

Val

Ser

Arg

Asp

Arg

Leu

Leu

Phe

Gly

Phe

Ala

Ile

Gln

Asn

Gln

Leu

Asn

Gly

Arg

Ile

Arg

Tyr

val

Glu

Leu

Leu

Thr

Tyx

Thr

Pro

Phe

Thr

Leu

Ile

Cys

Ala

Asn

Glu

Ser

Ser

Leu

His

Ser

Ala

Tyr

Cys

His

Val

Lys

Leu

Glu

ATyg

Pro

Ser

ES 2 605443 T3

Leu
860

Phe
875

Leu
890

Arg
205

Ile
920

Phe
835

Gly
950

Arg
265

Gln
980

Ser
995

Gly Thr

Leun

Leu

Ser

Phe

His

Pro

Ser

Lys

Asp

Leu

1010

Val

1025

ile

1040

Asp

10535

His

1070

Leu

1085

Gln

1100

Lys

1115

Glu

1130

Ser

1145

Lys

Ala

Leu

Gly

Leu

Val

Phe

Leu

val

Glu

Gl

Cys

Ile

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro

Glu

Asn

Glu

Gln

Asp Ser
Leu Gly
Arg Thr
Leu His
Ile Val
Leu Gly
Leu Arg
Phe Tyx
Asp Met
Pxo Gly
Val Ser
Phe Leu
Met Phe
Tyr Trp
Arg Fro
Leu Leu
Ser Ser
Alza Glu
Phe Leu
Arg Leu

Leu Gly

204

Trp
Val
val
Ile
Serx
Val
Pro
Arg
Asp
Phe
Gln

Leu

Asn
865

Gly
880

Leu
895

Fhe
910

Lys
925

Trp

Gln

Cys

Cys

Thr

Met

Leu

940 -

Arg
955

Pro
970

Val
985

Trp

1000

Tyr

1q15

Val

1030

Ser

Lys

Tyr

1045

Ala

1060

Ala

Leu

1075

Leu

Arg

1090

Pro

Ala

1105

Arg

Leu

Lys

1120

Ala

1135

Lys

Arg

1150

His

Ile

Asp
Tyr
Ala
Ala
Ala
Ala
Thxr
Gln
Ala
Gln
Leu
Leu
Arg
Thr

Arg

Cys

Arg

Ile

val

Met

Val

Ser

Leu

Leu

His

Asn

Asn

Phe

Arg

Pro

Leu

Glu

Leu

Ala

Ser

Glu

Asp
Ley
Asp
Asn
Lys
Ala
Asp
Gln
Met
Pro
Tep
Ile
Gly
Tyx
Pro
cys
His
Thx
Arg
Gin

Tyr

Leu

Thr

Phe

Lys

Asp

Tyx

Phe

Ile

Glu

Fro

Leu

Leu

val
870

Pro
885

Met
200

Gln
915

val
930

Gly
945

Pro
9560

Phe
875

His
990

Gly

1005

Val

1020

Leun

1035

Lys

val

1050

Arg

Leu

1085

Phe

Ile

1080

Arg Arg
1495

Phe Arg
1110

Trp Glu
1125

Asp Lys
1140

Lys Val
1155

Glu Gln



ES 2 605443 T3

1160 1165 1170
Arg Leu Lys Val lLeu Glu Arg Glu Val Gln Gln Cys Ser Arg Val
117% 1180 1185
Leuw Gly Trp Val Ala Glu Ala Leu Ser Arg Ser Ala Leu Leu Pro
1190 1195 1200
Pro Gly Gly Pro Pro Pro Pro Asp Leu Pro Gly Ser Lys Asp
1205 1210
<210> 13
<211> 188
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 13

Met Asp Cys Arg Lys Met Ala Arg Phe Ser Tyr Ser Val Ile Trp

1 5 10 15
Ile Met Rla Ile Ser Lys Val Phe Glu Leu Gly Leu Val Ala Gly
20 25 30
Leu Gly His Gln Glu Phe Ala Arg Pro Ser Arg Gly Tyr Leu Ala
35 40 45
Phe Arg Asp Asp Ser Ile Trp Pro Gln Glu Glu Pro Ala Ile Arxg
50 55 60
Pro Arg Ser Ser Gln Arg Val Pro Pro Met Gly Ile Gin His Ser
65 70 75
Lys Glu Leu Asn Arg Thr Cys Cys Leu Asn Gly Gly Thr Cys Met
80 85 20
Leu Gly Ser Phe Cys BAla Cys Pro Pro Ser Phe Tyr Gly Arg Asn
95 100 105
Cys Glu His Asp Val Arg Lys Glu Asn Cys Gly Ser Val Pro His
110 115 120
Asp Thr Trp Leu Pro Lys Lys Cys Ser Leu Cys Lys Cys Trp His
125 - 130 135
Gly Gla Leu Arg Cys Phe Pro Gln Ala Phe Leu Pro Gly Cys Asp
140 145 150
Gly Leu Val Met Asp Glu His Leu Val Ala Ser Arg Thxr Pro Glu
155 160 165
Leu Pro Pro Ser Ala Arg Thr Thr Thr Phe Met Leu Val Gly Ile
170 175 1890
Cys Leu Ser Ile Gln Ser Tyr Tyr
185
<210> 14
<211> 1033
<212> PRT

205



<213> Homo sapien

<400> 14

Met

Pro

Asn

Val

Lys

Asp

Cys

Thr

Asn

Asn

Pro

Thr

Tyr

Asn

Phe

Cys

Cys

Arg

Gly

Gly

Gly

Ile

Ser

Lys

Pro

Pro

Phe

Met

Leu

Ser

Sex

Cys

Glu

Lys

Cys

Val

Glu

His

Ala

Val

Arg

Arg

Leu

Pro

Glu

Tyr

Ser

Trp

Glu

Glu

Cys

Lau

Ala

Glu

Asp

Ile

Glu

Ile

Rla

Leu

Ile

Tyr

Leu

Ala

Pro

Mat

Gly

Cys

Asn

Glu

Ser

Arg

Pro

Glu

Ala

Ile

Gly

ES 2 605443 T3

Gly
Gly
20

Serx
35

Ser
50

Cys
65

Pro
80

Ile
85

His
110

Asn
125

Pro
140

Pro
155

Val
170

Ser
185

Ser
200

Cys
215

Pro
230

Gly
245

Gly
260

Phe
275

Asn
290

Leu

Ile

Tyr

Cys

Ile

Lys

Val

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

Lys

Ile

Tyx

Gln

Cys

Ser

Leu Gly

Ser Cys

Tyr Ser

Ser Gly

Thr Lys

Cys Glu

Pro Gly

Asp Ser

Asn Lys

Arg Leu

Leu Pro

Ser Ile

Tyr Leu

Lys Trp

Ser Leu

Leu Arg

Arg Leu

Gly Val

Pro Ser

Leu Ala

206

Val

Gly

Thr

Thr

hsp

Tyr

Gly

Val

Sar

Pro

Met

Bla

Leu

Ser

Gly

Val

Gln

hla

Pro

Asn

Phe
10

Ser
25

Pro
410

Phe
55

Lys
10

Fhe
85

Tyx
100

Thr
115

Val
130

Thr
145

Ile
160

Pro
175

vVal
150

Ala
205

Arg
220

Gly
235

Gly
250

Trp
285

Pro
280

Val
2985

Leu

Pro

1le

Arg

Val

Asn

Lys

Phe

Trp

Cys

His

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Pro

Thr

Pro

Sex

Ala

Pro

Ala

Leu

Asp

Lys

Ile

Ala

Cys

Val

Leu

Glu

Pro

Pro

Thr

Pro

Lys

Ile

Tyr

Leu

Pro

Val

Ile

Gly

Tyr

Arg

Cys

Gln

Ser

Gly

Ser

Lys

Pro

Asn

Ala

Ser

Met

Leu

Gly

Val

Ile

Gly

Gly

Thrx

Ser

Gly

Lys

Ala

Val

His

Val

Ile

Thx

Gly

Asn

Ser

Pro

RAsn

Ser

Ala
15

Leu
30

Thr
45

Glu
6Q

Trp
75

Ser
Ser
105

Thr
120

Aszn
135

Phe
150
His
165

Thr
180

Ile
195

Cys
210

Lys
225

Phe
240

Arg
255

Val
270

Gly
285

Ile
300



Val

ile

Lys

Thre

Meft

Ile

Ile

Cys

Lys

Lys

Ile

Cys

Lys

Gly

Gly

Thr

Ser

Cys

Glu

Trp

Gln

Thx

Len

Thr

Ser

Val

Fhe

Arg

Glu

Glu

Tyr

Gln

Lys

Pro

Glu

Thr

Cys

Ser

Asn

Ser

Ser

Cys

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

Ala

Cys

Lys

Asp

Ser

Cys

Val_

Gln

Gly

Ile

Pro

Leu

Pro

Thr

Gly

Ser

The
Gly
Thr
val
Gly
Cys
Asn
Glu
Arg
Cys
Thr
Rla
His
Tyr
Pro
Pro

Glu

Tle
Pro

His
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Cys
305

Glu
320
335

Gln
350

Gln
365

Met
380

Ala
395

Cys
410

His
425

asn
440

Ser
455

Ala
470

Gln
485

Lys
500

Trp
515
Fro

330

Asp
545

Pro

560

Arg
575

Ala
590

Val

Asp
Ser
Ser
Cys
Lys
Phe
Gln
Gln
Met
Pro
Glu
Cys
Phe
Leu
Phe
Pro
Phe
Glu
Cys
Pro

His

Pro

Thr

Gly

Pro

Gly

Gly

Ala

Val

Gly

Gly

Glu

Val

Ser

Met

Val

Bro

Arg

Thz

Lau

Ile

Asp
Leu
Pro
His
Arg
Phe
Thr
Pro
Arg
Tyr
Val
Ala
Arg
Gly
Gliu
Ile
Tyr
Gly
Ser
Cys

Ala

207

Pro

Arg

Ala

Pro

Tyr

Thr

Trp

Pro

FPhe

Val

Tep

Thr

Pro

Ser

Ile

Tyr

Gly

val

Asn

Lys

Asn

Glu Glu Gly

310

Cys
325

Thr

Val

Pro Arg Cys

340

Gln
355

Thr
370

Lau
385

Glu
400

Asn
415

Asp
430

Leu
445

Thr
460

Gly
475

Asp
490

Val
505

Arg
920

Asn
535

Thr
550

Glu
565

Asp
580

Leu
595

Gly

Ile

Tyr

Lys

Pro

Ile

Pro

val

Pro

Arg

val

Tyr

Leu

Gly

Thr

Phe

Gln

Ser

Tyr

Leu

Asn

Gly

Sex

Leu

Gly

Gly

Pro

Gln

Asn

Gln

Cys

Ala

Val

Ser

Glu

Leu

Lys

Val

Phe
315

Asp Ser Gln

330

Glu Leu Ser

Axrg

Asp

Ser

Ala

Asn

Thr

Glu

Val

Leu

Ser

Glu

Lys

His

Thr

Leu

Arg

Lau

Ile

Gly

.Thr

Lys

Pro

Gly

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

Cys

Glu

Thr

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser

345

Arg
360

Val
375

Gln
390

Val
405

Gln
420

Ile
435

Ser
450

Gln
465

Thr
480

Cys~
495

Gln
510

Ile
525

Gly
540

Thx
555

Gly
570 ,

Thr
585

Val
600

Gly



Lys

Tyr

Ala

Thr

Ser

Leun

Ile

Pro

Glu

Gly

Ser

Gly

Ile

Arg

Pro

Lys

Ser

Leu

Sex

Glu
Sar
Asp
Cys
Arg
Thr
Trp
Pro
Asn
Phe
Lys
Ser
Tyx
Val
Val
Thr
Thr
Pro
Val

Gln

Ala
Gly
Asn
Gln
val
Gly
Phe
Pro
Phe
Tyr
Gly
Pro
Lys
Tyrx
Ile
C&s
Pre
Gly
Gly

Pro

Pro

Phe

Thr

BHis

Glu

His

Lys

Val

Leu

Leu

His

Pro

Leu

Val

Arg

Ile

Asn

Met

Glu
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605

Tyr
620

Thr
635

Trp
650

Val
665

Leu
680

Ala
695

Lys
710

Ile
725

Tyxr
740

Leu
755

Gly
770

Val
785

Asn
800

Asp
815
Cys
830

Lys
845

Gly
860

Sar
875

Ala
890

Pro
205

Phe

Leu

Asp

Arg

Val

Tyr

Ile

Val

Gly

Gly

Ser

Thx

Lys

Cys

His

Lys

Asn

Ile

Leu

His

Tyr Asn

Lys Gly

Pro Glu

Gln Ser

Asn Thr

Gln Met

Pro Leu

Asn Gly

Asn Glu

Glu Lys

Trp Ser

Arg Cys

Thr Ris

Asn Pro

Thr Asp

Ala Phe

His Thr

Leu Tyr

Leu Leu

Cys Lys

208

Asp
Ser
Ile
Leu
Ser
Cys
Cys
Lys
Vai
Lys
Gly
Pro
Ser
Gly
Asn

Ile

Gly

Ser

cys

Glu

6lo

Thr
625

Ser
640

Fro
655

Gln
670

Cys
685

Gln
700

Lys
715

His
730

Ser
745

Leu
760

Pro
775
asn
790

Ala
805

Phe
820
Thr
835

Gly
850

Gly
865

Cys
880

Thr
895

Val
210

Val

Gln

Val

Glu

Gln

Asp

val

Thr

Tyx

Gln

Ser

Pro

Tyr

Ile

Tr§

Cys

Asn

Asp

His

Asn

Thx
Ile
Cyf
Len
Asp
Ala
Ile
Gly
Glu
Cys
Pro
Glu
Ser
Met
Val
Pro
Ile
Gln
Glu

Cys

Phe

Arg

Gla

Pro

Gly

Glu

His

Met

Cys

Arg

GLln

Val

His

Asn

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Sex

Lys
Cys
Lys
Ala
Tyr
Agn
Cys
Met
Asp
Ser
Cys
Lys
Asn
Gly
Gly
Pro
Arg
Tyr
Thr

Ser

615

Cys
630

Lys
645

Glu
660

Gly
675

Gln
650

Gly
705
His
720

Ala
135

Gln
750

Asp
165

Leu
780
His
745

Asp
810

Ser
825

Val
840

Pro
855

Phe
870

Leu
885

Trp
900

Pro
915



<210> 15
<211> 229

Ala

Tyr

Met

Trp

Val

Ile

Tyr

Aryg

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 15

Asp
Gln
Leu

Asn

Val
Tyr

Glu

Met

Tyx

Glu

Pro

Cys

Ile

Thr

Val

Asp Gly
920

Gly Ala
935

Gly Ser
950

Pro Leu
965

Gly Ile
980
Thy Leu
995

Asp Thr
1010

Tyr Ser
1025
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Tle

Val

Pro

Ala

Ala

Tyr

Ser

Val

Gln

Val

Gln

Val

Ala

Val

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser

Cys

Gly

Ile

Lys

Pro

209

Gly Leu Glu
925

Leu Glu Cys
940

Gln Cys Gln
955

BArg Ser Arg
970

Len Ile Leun
985

Ser Lys His
1000

Glu Ala Phe
1015

Tyr Asn Pro
1030

Pro

Glu

Sex

Ser

Leu

Arg

His

Ala

Arg

Asp

Asp

Leu

Thr

Glu

Leu

Ser

Lys Met
930

Gly Tyr
945

His Gln
960

Ala Pro
975

Phe Leun
930

Arg Asn
1005

Glu Ala
1020



<210> 16
<211> 508
<212> PRT

Met
Ala
Ser
Ile
Val
Trp
Leu
Thr
Phe

Cys

Leu
Thr
Leu
Tyr
val

Pro

Ala

Leu

Glu

Trp

Lys

Leu

Glu

Lau

Cys

Gly

Lys

Leu

Asp

Glu

Thx

Gly

<213> Homo sapien

<400> 16

Arg

Leu

Asp

Gln

Met

Txp

Lys

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Lys

Gly

Leu

Gln

Leu

Leu

Arg

Ser

His

Lys

Gly

ITle

Gln

Glu

Arg

Ile

Asp

Leu

Arg

Glu

Ala
Leu
20

Tyr
35

Pro
50

Cys
&5

Gln
80

Arg
95

Gln
110

Lys
125

Leu
140

Asn
155

Ile
170

Asp
185

Asp
200

Thr
215

ES 2 605443 T3

Leu

Leu

Arg

Azg

Tyr

Glu

Met

Gly

Cys

Arg

Thr

Leu

Ser

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn

Phe

Met

Met

Glu

Ile

Asn

Val

Leu

Phe

Lys

Asp

Glu

Pro
Ala
Pro
Ile
Asn
Agp
Glua

Arg

Met

Lys
Ile
Ala
Gln

Val

210

Val

Glu

Lys

Ala

Ser

Glu

Ser

Phe

Thr

Gly

Asp

Ile

Gly

Thr

Lys

Pro
10

Pro
25

Gly
40

Arg
55

Ala
70

Asn
85

Gln
100

Glu
115

Ser
130

Phe
145

Gly
160

val
175

Met
190

Ala
205

Tcp
220

Ser

Val

Sex

Lys

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

Sex

1le

Pro

Glu

Thr

Ser

Bis Trp

Pro Ala

Ala Cys

Arg Gly

Gly Asn

Gln Gln

Glua Ser

Asn Gly

Val Tyr

Thr Leu

Ile Met

Ile Phe

Glu Asp

Tyr Glu

Val Gly

Mat

Ala

Ser

Phe

Val

Len

Leu

Ile

Gin

Ala

Ile

Leu

His

Asp

Glu

Val
15

Arg
30

Axg
45

Thr
60

Ser
i

Lys
90

Ala
105
120

Gly
135

Gln
150

Gln
165

Leu
180

Thr
185

Ile
210

His
225



Met

Gln

Gly

Ile

Phe

Asp

Trp

Phe

Gly

Val

Ala

Thr

Leu

Ala

Asp

Gln

Lys

Ser

Asp

Gln

Gly

Leu

Leu

Val

Val

Leu

Asp

Ser

Lys

Lys

Gly

Lys

Arg

Pro

Asp

Gly

Trp

Thr

Trp

Ser

Ile

Met

Phe

Asn

Thr

Pro

Val

Val

Ser

Ser

His
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Ser
Len
20

Val
35

Ala
50

Ser
65

Tyr
80

Ser
95

Val

110

Ser
125

Gln
140

Gly
155

Glu
170

Arg

Leu

Thr

Leu

Tyx

Asp

Phe

Asn

Leu

Leu

Leu

Tzp

Asp

Ile

Leu Val
Leu Val
Lys Cys
His Lys
Phe Leﬁ
Cys Ser
Ile Val
Thx Ala
Lys Cys
Gln Phe
Ser Ser
Thr Gly

Arg Lys

211

Ile

Ala

Gln

Asp

Ile

Thr

Lys

Ser

Glu

Cys

Ser

Ser

Gln

Phe
10

Pro
25

Gly
40

Asn
55

Gln
70

Lys
85

Ile
100

Ser
115

Thx
130

Phe
145

Pro
160

Tyr
175

Ser

Asp

Ser

Glu

Lys

Ser

Gly

Lys

Phe

Arg

Phe

Glu

Trp

Leu

Ala

Ser

Gln

Glu

Gin

Val

Gln

Leu

Arg

Leu

Cys

Gln

Val

Val

Asn

Leu

Vval

Leu

Gln

Pro

Ser

Glu

Gln

Lys

Ser

Thr

Phe

Trp

Ser

Leu

Phe

Glu

Ils

Pro

Asn

Ile

Ala

Gln

Glu
15

Glu
30

Lys
45

Val
60

Ser
75

Leu
30

Leu
105

Glu
120

Gln
135

Gln
150

'Ser

165

Glu
180

Ile



Ris

Ala

Cys

Leu

Gly

Ser

Val

Leu

Leu

Ala

Glu

Ala

Gly

Phe

Leu

&rg

Pro

Gly

Gln

Val

Pro

Ser

Glu

Ser

Lys

Lys

Leu

Leu

Tyr

Pro

His

Gln

Tyr

Gly

Phe

Gly

Thr

Ser

Gln

Gln

Gly

Val

Ala

Ala

Tyr

Val

Thr

Glu

Gln

Ser

Ser

Cys

Arg

Val

His

Ala

Pro

Val

Pro

hrg

Gly

Ala

Thr

Glu

Tyr

Val

Leu

Leu

Phe

Gly

Gly

Ser

Arg

Leu

Lys

Ser

Asp

Asp

Glu
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185

Ile
200

Gln
215

Gly
230

Gly
245

Leu
260

Cys
275

Asn
290

Arg
305

His
320

Tyr
335

Gly
350

Asn
365

Gla
380

Asp
385

Gly
410

lle
425

Arg
440

Met
455

Val
470

Ser
485

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

Arg

Ile

Ser

Cys

His

Gly

Tyr

Ala

Leu

Phe

Ser

Pro

Glu

Asp

Ser

Ile Ser

Thr Glu

Thr Gly

Ser Met

Ile Pro

Ala Asp

Pro Val

Pro Gly

Glu Ala

Glu Rsp

Ala Ser

Sexr Cys

Val Pro

Met Thr

Thr Gly

Gly Glu

Asn Pro

Glu Leu

Val Val

Ala Asn

212

Asn

Gly

Asn

Gly

Ala

Asn

Arg

Ala

Len

Val

Phe

Glu

Val

Ala

Val

Ser

Gln

Gln

Tyxr

Ile

120

Val
205

Gin
220

val
235

Lys
250

val
265

Gly
280

Ile
295

Gln
310

Arg
325

Thr
340

Asn
355

Ala
370

Ser
38s

Gly
400

Ala
415

Ser
430

Glu
445

Pro
460

Ser
475

Arg
490

Ser

Lys

Thr

Lys

Lys

His

Pro

Ala

Gly

Leu

Leu

Asn

Ile

Val

Leu

Ala

Phe

val

Gln

Thr

Leu

Leu

Phe

Thr

Glu

Val

Val

Ala

Ser

Gly

Ser

Asn

Ser

Len

Leu

Thr

Thr

Tyr

Val

Leu

Glu

Ile

Ser

Gln

Sar

Pro

Sex

Val

Pro

Asn

Leun

Gly

Gly

Trp

Leun

Asn

Tyz

val

Trp

Leu

Ile

Leau

Trp

Axg

Asp

Ile

Arg

Gly

Pro

Ser

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

Glu

Sex

185

Arg
210

Leu
225

Tyr
240

Ser
255

Ala
270

Gln
285

Pro
300

Asp
315

Iia
330

Ser
345

Ala
360

Gly
375

Asp
390

Leu
405

Ala
420

Pro
435

Ser

- 450

Asn

Ser

Glu

val
445

Met
480

Asn
495
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Lys Rsp Ser Gln Val Ile Tyr Ser Ser Val Lys Lys Ser
500 ' 505

<210> 17

<211> 1255

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 17

213



Met

Leu

Met

Leu

Glu

Asp

Val

Gln

Asp

Gly

Gly

Thr

Leu

Ser

Asp

Arg

Ala

Glu

Pro

Lys

Arg

Leu

Ile

Arg

Leu

Pro

Leu

Gly

Ile

Thx

Pro

Cys

Cys

Ala

Leu

Pro

Leu

His

Thr

Gln

Gln

Phe

Leu

Arg

Val

Leu

Leu

Met

Gln

Lys

Gly

Ala

Gly

Arg

Leu

Tyr

Glu

Val

Glu

Asn

Gln

Leu

Txp

Ile

Cys

Ser

Gly

Cys

Ala

Ala
20

Leu
35

Tyr
50

Leu
65

Val
80

Pro
95

Asp
110

Asn
125

Leu
140

Ile
155

Lys
170

Asp
185

Lys
200

Leu
215

Pro
230

Thr
245

ES 2 605443 T3

Leu

Ala

Pro

Gln

Pro

Gln

Leu

Asn

Thr

Gln

Gin

Asp

Thr

Gly

Thr

Leu

Gly

Cys

Ser

Ala

Gly

Thr

Gly

Gln

Thr

Leu

Arg

Ile

Asn

Ser

Arg

Pro

Pro

Arg

Thr

Ser

Cys

Asn

Tyxr

Arg

Ala

Pro

Arg

Asn

Phe

Arg

Arg

Thr

Thr

Lys

214

Trp

Gln

Pro

Gln

Ala

Val

Leu

Val

Ser

Pro

His

Ser

Cys

Val

Asp

His

Gly
10

Val
258

Glu
40

Val
55

Ser
70

Leu
85

Arg
100

4 Ala

115

Thr
130

Leu
145

Gln
le0d

Lys
175
Arg
130

Trp
205

Cys
220

Cys
235

Ser
250

Leu

Cys

Thr

Val

Leu

Ile

Ile

Val

Gly

Thr

Leu

Asn

Ala

Gly

Ala

Cys

Asp

Leu

Thr

His

Gln

Ser

Ala

Val

Len

Ala

Glu

Cys

Asn

Cys

Glu

Gly

His

Cys

Leu
Gly
Leu
Gly
Phe
His
Arg
Asp
Ser
Ile
Tyr
Gln
His
Ser
Gly
Glu

Leu

Ala

Thr

Asp

Asn

Leu

Asn

Gly

Pro

Leu

Gln

Leu

Pro

Ser

Cys

Gln

Ala

Leu
15

Asp
30

Met
45

Leu
60

Gin
75

Gln
20

Thr
105

Gly
i2o0

Gly
135

Lys
150

Asp
165

Ala
180

Cys
195

Glu
210

Ala
225

Cys
240

Cys
255



Leu

Leu

Glu

Tyr

Pro

Cys

Gly

Ile

Phe

Pro

Ile

Asp

Leu

Ser

Ala

Pro

Thx

Cys

Thr

Val

asn

RHis

val

Gly

Asn

Leu

Glu

Mot

Gln

Leu

Leu

Thr

Leu

His

Trp

Leu

Trp

Ala

His

Gin

Glu

Ala

Phe
Thr
Arg
Tyr
His
Lys
Glu
Glu
Pro
Gln
Gly
Ser

Asn

Ile
Asp
Asn
Gln
Cys
Glu

Arg

Asn
Tyr
Tyxr
Leu
Asn
Cys
His
Phe
Glu
Fro
Tyr
Val
Gly
Gly
His
Gln
Arg
Leu
Val
Cys

His

ES 2 605443 T3

His
260

Asn
275

Thr
290

Ser
305

Gln
320

Ser
335

Leu
350

Ala
365

Ser
380

Glu
385

Leu
410

Fhe
425

Ala
440

Leu

455

His
470

Len
485

Pro
500

Cys
515

Asn
330

Arg
545

Cys

Ser

thr

Phe

Thr

Glu

Lys

Arg

Gly

Phe

Gln

Tyxr

Gln

Tyr

Arg

Asn

Phe

Glu

Ala

Cys

Val

Leu

Gly Ile

Asp Thr

Gly Ala

Asp Val

Val Thr

Pro Cys

Glu Val

Cys Lys

Asp Gly

Leu Gln

Ile Ser

Asn Leu

Ser Leu

Ser Leu

Thr His

Arg Asn

Asp Glu

Arg Gly

Ser Gln

Leu Gln

Pro Cys

215

Cys

Phe

Ser

Gly

Ala

Arg

Lys

Asp

Val

Ala

Gln

Thr

Arg

Pro

Cys

Bis

Phe

Gly

His

Glu
268

Glu
280

Cys
295

Ser
314

Glu
325
340

Ala
355

Ile
370

Pro
385

Phe
400

Tcp
415

Val
430

Leu
445

Glu
460

Cys
475

His
450

Val
505

Cys
520

Leu
535

Leu
550

Pra

Leau

Ser

Val

Cys

Asp

Val

Val

Phe

Ala

Glu

Pro

Ile

Gln

Leu

Phe

Gln

‘Gly

Trp
Arg
Pro

Glu

His
Met
Thr
Thr
Gly
Cys
Thr
Gly
Ser
Thr
Asp
Arg
Gly
Gly
Val
Ala
Glu
Gly
ély
Arg

Cys

Cys
Pro
Ala
LeQ
Thr
Tyr
Ser

Ser

Asn

Leu
Ser
Gly
Ley
Ser
His
Leu
Gly
Pro
Gln
Glu

Gln

Pro

Asn

Cys

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Thr

Glu

Leu

Arg

Gly

Gly

Thie

Leu

Leu

Gly

Glu

Tyr

Pxo

Ala
270

Pro
28%

Pro
300

Cys
315

Arg
330

Len
345

Asn
360

Ala
375

Ala
390

Glu
405

Pro
420

Ile
435

Ile
450

Leu
465

Val
480

His
495

Ala
510

Pro
525

Cys
540

Val
555

Gln



Ala

Pro

Phe

Thr

Gln

T 1le

Lys

Leun

Met

Arg

Lys

Ala

Glu

Tyr

Leu

Arg

Cys

Leun

Pro

Gly

Cys

Ser

Pro

His

Arg

Leun

Arg

Gln

FPro

Lys

Gly

Ile

Ile

Val

Val

Glu

Met

Val

Asn

Sex

Gly

Asp

Ser

Ala

Leu

Axg

Glu

Asn

val

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

Asn

Gln

His

His

Val

val

Glu

Cys

Ser

Val

Gln

Thxr

Gln

Lys

Tp

val

Asp

Arg

Gln

Arg

Ile

Arg

Val

ES 2 605443 T3

560

Thr
575

Tyr
530

Lys
605

Glu
620

Val
635
Pro
650

Val
665

Gln
680

Glu
6385

Ala
710

Val
125

Ile
140

Len
75%
Glu
770

Leu

785

Leu
800

Gly
B1S

Ala
830

Asp
845

Lys
860

Cys

Lys

Pro

Gly_

Asp

Leu

val

Lys

Leu

Gln

Leu

Pro

Arg

Ala

Leu

Met

Arg

Lys

Leu

Ile

Fhe

Asp

Asp

Ala

Len

Thr

Leu

Ile

Val

Met

Gly

Asp

Glu

Tyr

Gly

Pro

Leu

Gly

Ala

Thr

Gly

Pro

Leu

Cys

Asp

Ser

Gly

Arg

Glu

Arg

Ser

Gly

Asn

Val

Ile

Tyr

Gly

Met

Ala

Asp

216

Pro

Pro

Ser

Gln

Asp

Ile

val

Lys

Pro

Ile

Gly

Glu

Thr

Met:

Cys

Gly

Ser

Ser

Arg

Phe

565

Glu
580
Phe
595

Tyr
610

Pro
625

Lys
640

Ile
655

val
670

Tyr
685

Lau
700

Leu
715

Ala
730

Asn
745

Ser
760

Ala
715
Leu
790

Cys
805

Gln
820

Tyr
B35

Asn
850

Gly
865

Ala

Cys

Met

Cys

Gly

Ser

Phe

Thy

Thr

Lys

Phe

Val

Pro

Gly

Thr

Asp

Leu

Val

Leu

Asp

Val

Pro

Pro

Cys

Ala

Gly

Met

Pro

Glu

Gly

Lys

.Lys

Val

Ser

Leu.

Len

Glu

Leu

Ala

Gln

Ala

ITle

Ila

Pro

Val

Tle

Axrg

Ser

Thr

Thr

Ile

Ala

Gly

Thxr

Lsp

Leu

Asp

Val

Arg

Cys

Arg

Trp

Asn

Ala

Val

Leu

Arg

Gly

Glu

Val

Pro

Asn

Ser

Val

His

Asn

Val

Lys

Leu

570

Val
585

Cys
600

Lys
615

Cys
630

Glu
645

Gly
660

Ile
675

Leu
690

Ala
705

Leu
120

Tyr
738

Val
750

Lys
765

Pro
780

Gln
795

Val
810

Trp
825

Aryg
840

Ser
835

Leu
870



Ile

Ris

Met

Ile

Ile

Ile

Phe

Asn

Arg

Glu

Ala

Ser

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

Pro

Ile

Lys

Gln

Thr

Pro

Cys

Asp

Ser

Glu

Ser

Glu

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Tyr

Tyx

Gln

Leu

Asp

Trp

Ser

Phe

Asp

Thr

Ser

Arg

Asp

Leu

Tyr

Gly

Arg

Glu

Ser

Leu

Ser

val

Pro

Pro

Glu Thr
875

Met Ala
830

Asp Val
80S

Gly Ala
920

Leun Leu
235

Ile Asp
950

Glu Cys
2965

Met Ala
980

Leu Gly
595

Leu Glu
1010

Leu Val
1025

hla Gly
1040

Ser Gly
1055

Glu Ala
1070

Asp Val
1085

Gln Ser
1100

Glu Asp
1115

Ala Pro
113D

Asp Val
1145

Ala Ala
1160
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Glu

Leu

Trp

Lys

Glu

Val

Arg

Aryg

Pro

Asp

Pro

Gly

Gly

Pro

Phe

Leun

Pro

Leu

Arg

Arg

Tyr His

Glu Ser

Ser Tyr

Pro Tyr

Lys Gly

Tyr Met

Pro Arg

Asp Pro

Ala Ser

Asp Asp

Gln Gln

Met Val

Gly Asp

Arg Ser

Asp Gly

Pro Thr

Thr val

Thr Cys

Pro Gln

Pro Ala

217

Ala Asp
880

Ile Leu
895

Gly Val
910

Asp Gly
925

Glu Azxg
240

Ile Met
955

Phe Arg
870

Gin Arg
985

Pro Len
1000

Met Gly
1015

Gly Phe
1030
His His
1045

Lau Thr
1060

Pro Leu
1075

Asp Leu
1090

Ris Asp
1105

Pro Len
1120

Ser Pro
1135

Pro Pro
1150

Gly Ala
1165

Gly

Arg

Thr

Ile

Leun

Val

Glu

Phe

Asp

Asp

Pha

Arg

Leu

Ala

Gly

Pro

Pro

Gln

Ser

Thr

Gly

Arg

val

Pro

Pro

Lys

Leu

Val

Ser

Leu

Cys

His

Gly

Pro

Met

Ser

Ser

Pro

Pro

Leu

Lys

Arg

Trp

Ala

Gln

Cys

Val

Val

Thr

val-

Pro

Arg

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Glu

Arg

Glu

Val Pro
885

Phe Thr
500

Glu Leu
915

Arg Glu
930

Pro Pro
945

Trp Met
960

Ser Glu
975

Ile Gln
890

Phe Tyr
1005

Asp Ala
1620

Asp Pro
1035

Ser Ser
1050

Glu Pro
1065

Glu Gly
1080

Ala Ala
1095

Leu Gln
1110

Thr Asp
1125

Tyr Val
1140

Glu Gly
1155

Arg Pro
1170



<210> 18
<211> 344
<212> PRT

Lys

Gly
Ala
Gly

Pro

Thx

Phe

Gly

Phe

Ala

Glu

<213> Homo sapien

<400> 18

ES 2 605443 T3

Léu Ser Pro
1175

Gly Gly Ala
1130

Ala Ala Pro
1205

Asp Asn Leu
1220

Pro Pro Ser
1235

Tyr Leu Gly
1250

Gly

val

Gin

Tyx

Thx

Leu

Lys Asn
Glu Asn
Pro His
Tyr Trp
Phe Lys

Asp Val

218

Gly Vval
1180

Pro Glu
1195

Pro Pro
1210

Asp Gln
1225

Gly Thr
1240

Pro Val
1255

Val Lys
Tyr Leu
Pro Ala
Asp Pro

Pro Thr

Asp

Thr

Phe

Bro

Ala

Val Phe
1185

Pro Gln
1200

Ser Pro
1215

Glu Arg
1230

Glu Asn
1245



Met

Lys

Pro

Ala

Asn

Asn

Pro

Ser

Thr

Gly

Ser

Thrx

Asn

Gly

Glu

Thr

Glu

Arg

Ser

Gly

Leu

Ley

Gln

Asn

Cys

Gly

Pro
Val
Thr
Gly
1lle
Leu
Prol
Leu
Gln
Phe
Asn
Glu

Gln

Pro

Leu

Ala

Lys

Gly

Ile

Ala

Ile

Val

His

Ser

Pro

Ser

ES 2 605443 T3

Ser
Leu
20

Lys
33

Glu
50

Tyr
65

Val
80

Tyr
85

Gln
110

Ile
125

Val
140

Asn
155

Glu
170

Leu

Ala

Thr

Leu

val

Ser

Gly

Ser

Asn

Lys

Tyr

Pro

val

Pro

Pro

Ala

Thr

Leu

Trp

Tyr

Gly

Val

Ser

Pro

Val

Gln

Val

Pro

Ser

Ile

Leu

Val

Arg

Thr

Asp

Glu

Glu

Asn

Ser

219

Cys

Leu

Glu

Leu

Lys

Ile

Glu

Gln

Leu

Len

Asp

Thr

Pro

Arg
10

Leu
25

Ser
40

Ala
55

Gly
70

Gly
85

Thr
100

Asn
115

Val
130

Pro
145

Lys
160

Thr
175

Arg

Leu

Thr

Thr

His

Glu

Thr

Ile

Asp

Asn

Lys

Asp

Tyr

Leu

His

Phe

Pro

Asn

Arg

Gln

Tyr

Thr

Glu

Pro

Ala

Leu

Gln

Val

Trp

Phe

Leu

Val

Gln

Pro

Gly

Glu

Ser

val

Trp

Leu

Pro

Asn

Asn

Pro

Asp

Ala

Asn

Fhe

Ala

Tle

Trp

Ser

Trp
15

Pro
30

val
45

Gln
60

Gly
75

Thr
90

Ala
105

Tyr
120

Thr
135

Ser
150

Phe
165

val
180



<210>19
<211> 411
<212> PRT

Gly

Gly

Ser

Thr

Asn

Trp

Ile

Xla

Ile

Val

Asn

Ser

AsSp

Ile

Leu

Phe

Pro

His

Thr

Gly

<213> Homo sapien

<400> 19

Met

Tyx

Pro

Ser

Ser

Ile

Asn

Asn

Val

Ile

Thx

Glu

Val

Pro

Cys

Asn

Ile

Ser

Sex

Thr

185

Leu
200

Cys
215

Thr
230

Ser
245
His
260

Gly
275

Thr
290

Ala
305

Gly
320

Ile
335
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Thr

Glu

Len

Lys

Ala

Thr

Val

Thr

Ser

Len Leu

Ile Gln

Asn Val

Ala Asn

Ala Ser

Phe Gln

Asn Asn

Gly Leu

Ala Pro

Gly Val Leu

220

Ser

Asn

Len

Tyr

Asn

Gln

Ser

Asn

Val

Ala

190

val
205

Pro
220

Tyr
235

Arg
250

Pro
265

Ser
280

Gly
295

Arg
310

Leu
325

Ary
340

Lys

Ala

Gly

Pro

Pro

Thr

Ser

Thr

Ser

Val

Arg Asn

Ser

Pro

Gly

Ala

Gln

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ala

Asp

Glu

Gln

Glu

Met

Val

Val

Leu

Asp

Bsn

Val

Asn

Tyr

Leu

Cys

Thxr

Ala

ile

195
Ala
210

Arg
225

Pro
240

Leu
255

Ser
270

Phe
285

Gln
300

Met
315

Thr
330



Met

Ala

Pro

Met

Leuy

val

Asn

Hisg

Trp

Asp

val

Phe

Ala

Gly

Lys

Arg

Ser

Phe

1le

Asn

Gly

Gly

Asp

Met

Gly

Phe

Asp

Asn

Thr

Gln

Ala

Cys

Trp
Arg
20

Gly
35

Arg
50

His
65

Phe
80

Val
93

Arg
110
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Trp

Asp

His

Leu

Thr

Trp

Arg

Met

Leu Trp

Glu Ala

Asn Asp

Gln Asp

Asn Ile

Ser Val

Arg Thx

Tyr Pro

221

Pro

Glu

Leu

Glu

Pro

Tyr

Leu

Glu

Leu
10

Arg
25

Pro
10

Axg
85

Lys
70

Thr
85

Glu
160

Thr
115

Val

Ile

Trp

Ala

Leu

Pro

Gln

Phe

Ala
Met
éln
Asn
Arg
Cys
Met

Leu

Val

Arg

Leu

Leun

Ala

Asp

Asp

Tyr

Cys

Asp

Leu

Thx

Gly

Thr

Val

Val

Thr
15

Ser
30

Asp
45

Thr
60

Phe
75

Gln
90

Val
105

Thr
120



Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

Gly

Asp

Leu

val

Val

Tyr

His

Phe

Glu

Arg

Leu

Gln

Ser

His

Leu

Ser

Leu

Val

Thr

Thr

Gln

Leu

Sear

Cys

Lys

Ile

Leu

Gly

Asp

Asn

Ala

Cys

Axg

Cys

Ala

Ile

Leu

His

Gly

Arg

Ala

Arg

Ala

Gln

Ser

Asp

Gly

Val

=]
ia}
o]

Arg

Pro

Arqg

His

Leu

Gly
ély
Arg
Ser
Asp
Val
His
Ala
Ser
Thr
Cys
His
Asp

Ser

o Thx

Val

Glu

Thx

Trp

Ser
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Ile
125

Val
140

Ala
155

Cys
170

Ser
185

val
200

Val
215

Pro
230

Arg
245

Asp
260

Thr
275

i1le
290

Phe
305

Lys
320

Glu
335
Phe
350

Glu
365
His
380

Gly
395

Leu
410

Arg

Glu

Leu

Asn

Glu

Lys

Ser

Yal

Arg

Ser

Asn

Lys

Asp

Tyr

Ala

Glu

Glu

Tyr

Leu

Leu

Gln Ala

Gly Gly

Tyr Gln

Thx Pro

Pro Gln

Glun Leu

VYal Ala

Ile Phe

Asn Val

Len Val

Lys Ala

Glu val

Gly Val

Pro Rsp

Glu Val

Ala Val

Pro Ile

Gly Tyrx

Leun Leu

222

Phe

His

Leu

Trp
Ser
Asn
Thr
Sgr
Pro

Met

Asn

Ala

Pro

Leu

Lys

Glu

Bro

Ser

Rla

Arg
130

Ser
145

Gly
160

ala
175

Gln
150

Arg
205

Met
220
His
235

Asp
250

Val
265

Leu
280

Gly
295

Arg
310

Ile
325

Gly
340

Gln
355

Len
370

Ser
385

Ser
400

Glu

Ile

Mat

Asp

Gly

Leu

Lys

Ser

Asp

Asn

Ser

Ala

Val

Bla

Ala

Ala

Asp

Gly

Leu

Gly

Asp

Arg

Asn

Leu

Gly

Ser

Val

Phe

Gln

Arg

Pro

Glu

Leu

Ser

Gln

Ala

Ala

Lys

Ser

Tyr

Trp

Ser

Val

Thr

Ala

Leu

Tyr

Val

Ala

Glu

Leu

Ala

Asn

Leu

Ser

Pro

val

Ser

Len

Len

Pro

Leu

Leu

Tyr

Arg

Asn

Ala

Val

Gly

Leu

Asp

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala
135

Leu
150

Thr
165

Val
180

Fhe
195

Ile
210

Gln
225

Ser
240

Leu
255

Asn
270

Asp
285

Gly
300

Leu
31s

Arg
330

Asn
345
Thr
360

Gly
375

Leu
380

Val
405



<210> 20

<211> 553

<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 20
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Met

Pro

Pro

Leu

Gly

Tyr

His

Ser

Gln

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asn

Pro

Lys

Val

Tyr

Arg

Leu

Cys

Ser

Leu

Gly

Arg

Gln

Lys

Ile

Ser

Asp

Asn

Cys

Thxr

Arg

Asp

Leu

Ser

Ala

Leu

Val

Ile

Gln

Gln

Thx

Tyr

Trp

Gly

vVal

Leu

Val

val

Ley

Arg

Gln

Pro

Ile

Pro

Leu

Ser

Asn

Gly

Lys

Tyr

Tyr

Ala

Pro

Val

Pro

Ser

Thr

Tyr

Ala

Ser

1le

Tyr

ES 2 605443 T3

Gly
Leu
20

Gly
35

Met
Val
65

Lys
80

Cys
95

Ala
110

Glu
125

Pro
140

Leu
155

val
170

val
185

Asn
200

Cys
215

Gln
230

Ser
245

Ser
260

Arg

Arg

Len

Gly

Lys

Lys

Trp

Asp

Lys

Ser

Glu

Thr

Ser

Leu

His

Val

Pxo

Glu

Ile

Tyr

Pxo Ala

Lew Ala

Leu Pro

Asn Val

Val Thr

Leu Asn

Leu Ser

Val Lys

Gly Arg

Val Ala

Ala Pro

Met Gln

Asn Thr

Thr Leu

His Val

Ser Glu

Phe Lys

Thr Val

1le His

224

Leu

Alaz

Lys

Leu

Tyr

Lys

Ala

ala

Phe

Leu

Glu

Gln

Lys

Val

Glu

Lys

Ala

Phe

val

Arg
10

Pro
25

Pro
40

Gln
Thr
70

Ser
85

Glu
100

Ile
115

Tyr
130

Thr
145

Lys
160

Ile
175

Ser
130

Leu
205

Ser
220

Gln
23%

Lys
250

Len
265

Gly

Pro

TIp

Ala

Trp

Val

Glu

Thr

Trp

Pro

Thr

Trp

Tyr

Asn

Thr

Phe

Cys

Ile

Phe

Lys

Leu
Gly
Asn
Thx
Gln
Cys
Ser
Gly
Fhe
Asp
Lys
Ser
Arg
Trp
val
Ala
Ile
Ser

Glu

Pxo

Arg

Ile

Pro

Tyr

Arg

Asp

Thr

Len

Glu

Arg

Asn

Thr

Leu

Pro

Arg

Phe

Val

Lys

Leu
Ala
Thr
Pro
Phe
Asn
Tyx
Lys
Glu
Lys
Asn
Leu
Trp
Glu
Gly
Thr
Trp
Met

His

Pro
15

Val
30

Phe
45

Glu
Ile
75

Ile
20

Glu
10%

Cys
120

Thr
135

Ser
150

Pro
165

Lys
180

Ser
19%

Pro
210

Pro
225

Leu
240

Tyr
255

Gly
270

Pro



ES 2 605443 T3

275 280 285

Ala Asn Leu Ile Leu Ile Tyr Gly Asn Glu Phe Asp Lys Arg Phe
290 295 300

Phe Val Pro Ala Glu Lys Ile Val Ile Asn Phe Ile Thr Leu Asn
305 310 3is

Ile Ser Asp Asp Ser Lys Ile Ser His Gln Asp Met Ser Leu Leu
320 325 330

Gly Lys Ser Ser Asp Val Ser Ser Leu Asn Asp Pro Gln Pro Ser
335 340 345

Gly Asn Leu Arg Pro Pro Gln Glu Glu Glu Glu Val Lys His Leu
350 355 360

Gly Tyr Ala Ser His Leu Met Glu Ile Phe Cys Asp Ser Glu Glu
365 370 375

Asn Thr Glu Gly Thr Ser Phe Thr Gln Gln Glu Ser Leu Ser Arg
380 385 390

Thr Ile Pro Pro Asp Lys Thr Val Ile Glu Tyr Glu Tyr Asp Val
395 400 405

Arg Thr Thr Asp Ile Cys Ala Gly Pro Glu Glu Gln Glu Leu Ser
410 415 420

Leu Gln Glu Glu Val Ser Thr Gln Gly Thr Leu Leu Glu Ser Gln
425 430 435

Ala Ala Leu Ala Val Leu Gly Pro Gln Thr Leu Gln Tyr Ser Tyr
440 445 450

Thr Pro Gln Leu Gln Asp Leun Asp Pro Leu Ala Gln Glu His Thr
455 460 465

Asp Ser Glu Glu Gly Pro Glu Glu Glu Pro Ser Thr Thr Leu Val
470 475 480

Asp Trp Asp Pro Gln Thr Gly BArg Leu Cys Ile Pro Ser Leu Ser
485 490 495

Ser Phe Asp Gln Asp Ser Glu Gly Cys Glu Pro Ser Glu Gly Asp
500 ) 505 510

Gly Leu Gly Glu Glu Gly Leun Leu Ser Arg Leu Tyr Glu Glu Pro
515 520 525

Ala Pro Asp Arg Pro Pro Gly Glu Asn Glu Thr Tyr Leu Met Gln
530 535 540

Phe Met Glu Glu Trp Gly Leu Tyr Val Gln Met Glu Asn
545 550

<210> 21
<211> 911
<212> PRT
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<213> Homo sapien

<400> 21
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Met

Gln

Glu

Gln

Tyr

Arg

Phe

Ser

Glu

Ala

Arg

Tyr

Gln

Gly

Asp

Asn

Glu

Thr

Ala Gln

Bla Pro

Asp Arg
Gly Val
Leu Arg
Val Lys
Val Ala
Arg Val
Leu Ala
Cys Glu
Val Lys
Axg Tyr
Iie Gly
Leu Gly
Thr Val
Asp Met
Pro Asp
Gly Glu
Glu Ala

Thr Gly

Leu

Ala

Ala

Leu

Pro

Trp

Arg

Ala

Leu

Val

Val

Ala

Ala

Gly

Arg

Asp

Asp

Leu

Arg

Gln

ES 2 605443 T3

Phe
Ala
20

Phe
35

Gly
50

Pro
65

Thr
80

Gly
95

Leu
110

Ser
125

Gln
140

Lys
155

Phe
170

His
185
Tyxr
200

Tyr
215

Gly
230

Leu
245

Phe
260

Ala
275

Leu
290

Leu

Leu

Arg

Gly

Pro

Phe

val

Pro

Glu

His

Gly

Ser

Ile

Glu

Pro

Phe

Tyx

Leun

Tyr

Tyr

Pro Leu
Ala Asp
Val Arqg
Ala Leu
Ser Arg
Leu Ser
Arg Val
Ala Tyr
Leu Arg
Gly Ile
Val Val
Phe Se;
Ala Thr
Gln Cys
Ile Gln
Pro Gly
Asp Val
Gly Asp
Cys Gln

Ala Ala

227

Len

val

Ile

Thr

Arg

Lys

Pro

Pro

Asp

Phe

Ala
10

Len
25

Ala
40

Ile
55

Ala
76

Gly
85

val
100

Ala
1i5

Asn
130

Asp
145

Leu

. 160

Gly

Pro

Asp

Thr

Val

Tyrx

Pro

Glu

Trp

Ala
175

Glu
1350

Ala
205

Pro
220

Arg
235

Cys
250

Pra
265

Arg
280

Asp
298

Ala

Glu

Gly

Pro

Val

Arg

Asn

Ser

Asp

Ser

Tyr

Gln

Gln

Gly

Arg

Asn

Ty

Glu

Gly

Gly

Leu

Gly

Asp

Cys

Leu

Glu

Glu

Leu

Ser

Ser

Arg

Glu

Leu

Trp

Glu

Tyr

Ala

Lys

Ala

Gly

val

Asp

Ala

His

Gly

Ala

Ala

Thr

Gly

Asp

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ala

Gly

Glu

Ley

Glu

Leu

Leu

Ser

Pro

Val

Sex

Glu

Tyr

Asp

Ile

Ala

Gly

Cys

Ala

Sex

Cys

Val

Asp

Thr

Ile

Asp

ARla
15

Ser
30

Leu
45
His
60

Pro
75

Val
90

Arg
105

Val
120

Tyr
135

Val
150
Ser
165

Ala
180

Ala
195

Asp
210

Tyr
225

Val
240

Leu
255

Leu
270

Ala
285

His
300



Cys
Val
Thr
Ser
Ala
Gly
Gln
Tyr
Pro
Thr
Lys
Glu
Ala
Pro
Ala
Glu
Glu
Pro
Gly
Gly

Pro

Ser Pro

Thr Pro

Leun Phe

Arg Fhe

Ile Pro

Leu Glu

Len Pro

Ser Ile

Glu Asp

Gln Serx

Ala Leu

Glu Glu

Trp Pro

Thr Glu

Arg Ala

Ser Glu

Thr Leu

Ser Thr

Pro Glu

Ser Ser

Glu Gly

Gly

Ser

Leu

Asn

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

Met

Glu

Glu

Ser

Pro

Val

Ala

Pro

Len

Leu

Glu

Thr

ES 2 605443 T3

Trp
305

Gln
320

Phe
335

Val
350

Ala
365

Ile
380

Glu
395

Ile
410

Ala
425

val
440

Glu
455

Glu
470

Glu
485

Ala
500

Leu
515

Ser
530

Thy
545

val
560

Ser
57%

Gly
590

Arg

Leu

Arg

Pro

Tyr

Ser

Val

Ala

Met

Glu.

Pro

Glu

Glun

Leu

Ala

Gln

Arg

Pro

Glu

Gly

Ala

Glu

Ala Asp

Cys Gly

Asn Gln

Cys Phe

Asn Pro

Thr Val

Thr Glu

Glu Asp

Ala Pro

Pro Thr

Glu Lys

Glu Giu

Ser Ser

Gln Glu

Pro Gly

Bro Pro

Arg Glu

Ala Arg

Val Pro

Pro Ser

Leu Gla
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Gly

Gly

Thr

Arg

Ala

Thr

Ser

Gly

Arg

Gly

TYr

Val

Pro

Lys

Ala

Arg

Arg

Glu

Arg

Leu

Ala

Ser
310

Gly
328

Gly
340

Asp
355

Ser
370

Glua
385

Glu
400

Gly
415

Thr
430

Fhe
445

Glu
460

Glu
475

Gly
490

Ser
503

Ser
520

Val
535

Asn
550

val
565

Gly
580

Leu
585

Pro

Val

Leu

Phe

Ser

Asn

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

Asp

Asp

Pro

Leu

Pro

His

Leu

Gly

Glu

Pro

Ser

Arg

Pro

Pro

Ala

Pro

Leu

Arg

Gly

Leu

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser

Len

Gly

Ala

Glu

Ser

Ala

Glu

Tyr

Gly

Asn

Gln

Ala

Glu

Gly

Ser

Glu

Glu

Glu

Ala

Ala

Gin

Pro

Bro

Ser

Ala

Glu

Thr

Asp

Pro Ile
315

Val Lys
330

Lys His
345

Pro Ser
360

Ser Asp
375

Glu Leu
380

Ala Tle
405

Ser Thr
420

Phe Glu
435

Glu Gly
450

Glu Lys
' 465

Leu Trp
480

Ser Leu
495

Ala Pro
510

Asp Gly
525

Pro Thr
540

Pro Ser
55%

Thr Gly
570

Glu Thr
585

Arg Ala
600

Asn Serxr



Gly Arg
Leu Pro
Ala Ser
Cys Leu
Tyr Gly
Gly Trp
Aré Arg
Ala His
Asn ‘Asn
Thr 1le
Tyr Glu
Gly Glu
Ser Asp
Gly Leu
Val Phe
Arg Tyxr
Ile Arg
Cys Val
Pro Glu

Leu Ile

Thr

Thr

Gly

Glu

Gly

Asp

Ser

Leu

Arg

Glu

Asn

Asn

val

Val

Gly

Arg

Cys

Pro

Gly

Pro

Ala

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

Tep

Ala

Tyr

Gly

Tcp

Cys

Pro

Saer

Arg

Cys

Gln

Arg

Arg

Pro

605

Pro
620

Ser
635

Cys
650

Glu
665

Leun
680

Phe
695

Glu
710

Ser
725

Arg
740

Asp
755

Aén
770

Val
785

Cys

ES 2 605443 T3

Ala
hla
Val
Glu
Cys
Gln
Glu
IIle
Glu
Phe
Pro
Val

Asn

800

Cys
815

Pro
830

Arg
B45

Glu
860
875
Gin
890

Ser
305

Gly

Arg

Glu

Asn

Pro

Gly

Ser

Gly
Ser
Pro
Gly
asp
Gly
aAla
Ser
Tyr
Leu
Gly
Met
Tyr
Pro
Leu
Gly
Gly
Ala
Arg

Pro

Thr
Arg
Ser
Val
Val
Ala
Glu
Thr
Gln
Trp
Gln
Val
His
Pro
Arg
Leu
Arg
Arg
Leu

Met

229

Ser
Gly
Pro
Arg
Gly
Cys
Thr
Pro
Trp
Ser
Pro
TIp
Leu
Pro
Tyx
Ala
Trp
Ala
Leu

Pro

610

Val
625

Gly
640

Cys
655

Cys
670

Leu
685

Tyr
700
Gln
715

Giu
730

Ile
745

Asp
T60

Asp
775
His
790

Ser
BOS

Glu
820

Glu
835

Gln
850

Gln
865

Leun
880

Gly
885

Gly
910

Gln
Val
His
Leu
Arg
lys
Cys
Glu
Gly
Gly
Ser
Asp
Tyr
Leu
Val
Arg
Ala
His
Arg

Pro

Ala

Ala

Cys

Phe

His

Arg

Gln

Leu

Val

Tyr

Gln

Thr

Pro

Asp

Asn

Pro

Pro

Trp

Gln

Val

Gly

Len

Cys

Phe

Met

Asp

Asn

Pro

Phe

Gly

Cys

Leu

Thr

Leu

Gln

Glu

Lys

Pro

Val

Gly

Pro

Ser

Tyr

Phe

Asp

Leu

Leu

Gln

Lys

Ala

Val

Pro

Ile

Glu

Ala

615

Val
630

Pro
645

Thr
660

Gly
675

Pro
690

Thr
705

Gly
720

Ilie
735

Arg
750

Leu
765

Ser
780

Trp
785

Met
810

Gln
825

Len
840

Leu
835

Ser
910

Asp
885

Leun
900



<210> 22
<211> 987
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 22

Met

Leu

Ala

Val

Val

Lys

Lys

Ser

Asp

Val

Asp

Phe

Tyr

Lys

Leu

Cys

Cys

Cys

Ala
Ala
Glu
Ser
Cys
Phe
Phe
¥
Ser
Lys
Leu
Gly
Gly
Cys
Ser
Ile
Asn

Lys

Leu
Ala
Leu
Gly
Asn
Ile
Se;
Lys
Ala
val
Gly
Pro
Gly
Pro
Gly

Ala

rGly

RAla

Arg

Val

Gly

Tyxr

val

Arg

Val

Glu

Thr

Asp

Gly

Val

Cys

Arg

Ala

Asn

Asp

Gly

ES 2 605443 T3

Glu
20

Trp
35

Asp
50

Phe
65

Arg
80

Arg
95

Thx
110

Lys
125

Thr
140
Arg
155

Ser
170

Met
185

Iie
200

Glu
215

Ala
230

Gly
245

Phe
260

Leu
Glu
Met
Glu
Glu
Arg
Asp
Phe
Thr
Ile
Val
Arg
Ser
Ile
Ser
Glu
Glu

Glu

Gly Ala

Thr Len

Val His

Asn Met

Ser Ser

Gly Ala

Cys Ser

Asn Leu

Phe Pro

Ala Ala

Met Lys

Ser Gly

Leu Ile

Gln Asn

Thr Serx

Glu Val

Trp Leu

Ala Val

230

Ala

Met

Pro

Asn

Gln

His

Sexr

Tyr

Asn

Asp

Ile

Phe

Gly

Leu

Asp

Val

Glu

Len
10

Asp
25

Pro
40

Thr
55

Asn
70

Arg
85

Ile
100

Tyr
115

Trp
130

Glu
145

Asn
160

Tyr-

175

Val
190

Ala
205

Val
220

Val
235

Pro
250

Asn
265

Leu

Ser

Ser

Ile

Asn

Ile

Pro

Tyr

Met

Ser

Thx

Leu

Arg

Ile

Ala

Pro

Ile

Gly

Leu

Thr

Gly

Arg

Trp

His

Ser

Glu

Glu

Phe

Glu

Ala

Val

Phe

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

Thr

Trp

Thr

Leu

Val

Val

Ala

Asn

Ser

Val

Phe

Phe

Gln

Arg

Lys

Arg

Val

Pro

Ala

Glu

Tyr

Arg

Glu

Pro

Asp

Pro

Gln

Arg

Gln

Tyr

Glu

Gly

Leu

Cys

Cys

Leu
15

Thr
o

Glu
45

Gln
Thrx
75

Mat
=11

Gly
105

Phe
120

Trp
13%

Val
150

Serx
165

Asp
180

Arg
195

Thr
210

Ser
225

Tyr
240

Met
255

Arg
270



Gly

Cys

Thr

Pro

Val

Pro

Ile

Gly

Pro

Phe

Ser

Pro

Ser

Ile

Tyr

Gln

Arg

Gln

Leu

Ile

Phe

Cys
Thr
Asn
Leu
Fle
Pro
Cys
Asp
Arg
Glu
Pro
Ser
Ile
Leu
Asn
Gly
Thr
Thx
Pro
Ala

Glu

Pro
His
Cys
Asp
Ser
Axg
Lys
Asn
Ile
Ile
Gln
Ala
Thr

Asp

Leu
Val
Mat
Leu
val

Arg

Ser

Cys

Val

Mat

Ser

Asp

Ser

Val

Tyr

Gln

Phe

Val

Leu

Tyr

Thr

Lys

Ala

Thy

Tle

Val

Ala

ES 2 605443 T3

Gly
275

Pro
290

Cys
305

Pro
320

Val
335

Ser
L)

Cys
365

Gln
380

Ile
395

Ala
410

Ala
425

Ser
449

Ser
455

Glu
470

Ala
485

hla
500

Gly
51%

Glu
530

ile
545

Val
560

Asp

Thr

Ile

Arg

Cys

Asn

Gly

Gly

Tyr

Ser

Val

Ser

Ile

Trp

Leu

Ile

Gly

Tyr

Ala

Gly

Ile

Ser

Phe

Lys

Asn Ser

Asn Gly

Thr

Glu

Gly

Sex

Ala

Asp

Asn

Thr

Thr

Arg

Gly

Pro

Leu

Gly

Val Asn

Met

His

Ser Gln

Gln Tyr

Lys

Ala

Ser

Ile

Gly Arg

Glu Tyr

Ser Ser

Ala

Glu

lle

Tyr

231

Ala

Arg

Tyx

Ile

Ser

Glu

Arg

Arg

Leu

Val

Ile

Gln

Pro

Tyx

Pro

Tyr

Tyr

Gln

Ala

Val

Thr

Asn
280

Thr
295

Tyr
3o

Pro
325

Leu
340

Asp
355

Gly
370

Gln
385

Ala
400

Thr
415

Thy
430

Val
445

Asp
460

Glu
4715

Thr
490

Val
505

Ser
520

Thr
535

Ala
550

Cys
5e5

Asp

Gln
Thr
Arg
Ser
Met
Leu
Ala
Leu
His
asp
Thr
Ser
Gln
Lys
Asn
Phe
Gly
Ser
Gly
Asn

Lys

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

Val

Cys

Gly

Thr

Gln

Asn

Arg

Pro

Glu

Thr

Gln

Lys

Ile

Leu

Axg

Leu

Asp

Glu

Asp

Pro

Glu

Tyr

Thr

Leu

Gln

Ser

Gln

Thr

Asn

Lev

Val

Val

Met

Gln

Val

Arg

Gln

Glu

Gly

Leu

Gln

Trp

Asn

Arg

Thr

Tyr

Pro

Ala

Val

Gly

Ser

Thx

Arg

Tyr

Glu

Phe

Axrg

His

Ala
285

Ala
300

Asp
315

Ala
330

Thr-
34§

Ile
360

Cys
375

Glu
390

Thr
405

Phe
420

Ala
435

Asp
450

Val
465

Glu
480

Val
455

Ala
510

Phe
525

Lys
540

Leuw
555

Gly
570

Tyr



ES 2 605443 T3

575 580 585

Thr Ser Gly His Met Thr Pro Gly Met Lys Ile Tyr Ile Asp Pro
580 585 600

Phe Thr Tyr Glu Asp Pro Asn Glu Ala Val Arg Glu Phe Ala Lys
605 610 615

Glu Ile Asp Ile Ser Cys Val Lys Ile Glu Gln Val Ile Gly Ala
620 625 630

Gly Glu Phe Gly Glu Val Cys Ser Gly His Leun Lys Leu Pro Gly
635 640 645

Lys Arg Glu Ile Phe Val Ala Ile Lys Thr Leu Lys Ser Gly Tyr
650 653 660

Thr Giu Lys Gln Arg Arg Asp Phe Leu Ser Glu Ala Ser Ile Met
665 670 675

Gly Gln Phe Asp His Pro Asn Val Ile His Leun Glu Gly Val val
680 683 620

Thr Lys Ser Thr Pro Val Met Ile Ile Thr Glu Fhe Met Glu asn
695 700 705

Gly Ser Leu Asp Ser Phe Leu Arg Gln Asn Asp Gly Gln Phe Thy
710 715 720

Val Ile Gln Leu Val Gly Met Leu Arg Gly Ile Ala Ala Gly Met
725 730 - 735

Lys Tyr Leu Ala Asp Met Asn Tyr Val His Arg Asp Leu Ala Ala
F40 745 750

Arg Asn Ile Leu Val Asn Ser Asn Leuw Val Cys Lys Val Ser Asp
755 760 765

Phe Gly Leu Ser Arg Phe Leu Glu Asp Asp Thr Ser Asp Pro Thr
’ 770 175 780

Tyr Thr Ser Ala Leu Gly Gly Lys Ile Proc Ile Arg Trp Thr Ala
785 720 735

Pro Glu Ala Ile Gln Tyr Arg Lys Phe Thr Ser Ala Ser Asp Val
800 805 810

Trp Ser Tyr Gly Ile val Met Trp Glu Val Mat Ser Tyr Gly Glu
815 820 825

Arg Pro Tyr Trp Asp Met Thr Asn Gln Asp Val Ile Asn Ala Ile
830 835 840

Glu Gln asp Tyr Arg Leu Pro Pro Pro Met Asp Cys Pro Ser Ala
845 850 B53

Leu His Glp Leu Met Leu Asp Cys Trp Gln Lys Asp Arg Asn His
860 B6S 870

Arg Pro Lys Phe Gly Gln Ile Val Asn Thr Leu Asp Lys Met Ile
875 880 885

232



<210> 23
<211> 282
<212> PRT

Arg Asn

Ile Asn

Phe Asn

Tyr Lys

Val Ser

Leu Ala

Arg Ala

<213> Homo sapien

<400> 23

Pro

Len

Thr

Glu

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Val

Ser

Met

His

Met

ES 2 605443 T3

Ser
89¢

Leu
905

Asp
920

Phe
935

Met
850

Gln
965

Asn
980

Leu

Lep

Glu

Ala

Met

Lys

Gin

Lys Ala

Asp Arg

Trp Leu

Asn Ala

Glu Asp

Lys Ile

Ile Gln

233

Met

Thr

Glu

Gly

Ile

Leu

Ser

Ala
895

Ile
910

Ala
925

Phe
940

Leu
955

Asn
970

Val
985

Pro

Pro

Ile

Thr

Axg

Ser

Glu

Leu Ser

Asp Tyr

Lys Met

Ser Phe

Val Gly

Ile Gln

Val

Ser

Thr

Gly

Asp

Val

Val

Gly
200

Ser
915

Gln
230

Val
245

The
360

Met
915



Met Ala

Ile Tle

Ile Ser

Gly Asn

Asp Ile

Val Leu.

Ser Glu

Asp Gln

G1ln Leu

Lys Gly

Ser Met

Leu Arg

Trp Ala

Asn Thr

val Ser

Met Ile

Thx Glu

Ser Lys

Ala Leu

<210> 24

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapien

Ser

Ile

Gly

Ile

Lys

Gly

Gln

Val

Thy

Lys

Pro

Cys

Ser

Ser

val

Glu

Ser

Ala

Leu

Leu

Leu

Arg

Gly

Leun

Leu

Asp

Ile

Asp

Lys

Glu

Gla

Gln

Phe

Leun

Asn

Glu

Ser

Pro

ES 2 605443 T3

Gly
Ala
20
His
35

Glo
50

Ser
65

‘Val

80

Glu
95

Val
110

Ala
125

Asn
140

Val
155
Ala
170

Val
185

Glu
200

Tyr
215

Asp
230

Ile
245

Leu
260

Leu
275

Gln

Gly

Ser

Asp

Asp

His

Met

Gly

Gly

Ala

Asn

Pro

Asp

Leu

Asn

Ile

Lys

Cys

Sér

Ile

Ala

Ile

Gly

Ile

Glu

Phe

Asn

Thr

AsSn

Val

Arg

Gln

Asn

Val

Ala

Arg

Val

Pro

Leu

Ile

Thr

Ile

Val

Phe

Axg

Ala

Tyr

Leu

Asp

Trp

Gly

Ser

Thr

Lys

Arg

Ser

Tyr

234

Phe

Ala

Val

Leu

Ile

Lys

Gly

Ser

Lys

Glu

Tyr

Phe

Ala

Glu

Ile

Ala

Ser

Ser

Leu

Trp
10

Len
25

Thr
49

Ser
Gln
70

Glu
85

Arg
100

Leu
115

Cys
130

Tyr

‘145

Asn
160

Fro
175

Asn
190

Asn
205

hsn
220

Thx
235
His
250

Phe
265

Met
280

Ser

Ile

Thrx

Cys

Trp

Gly

Thr

Arg

Tyr

Lys

Ala

Gln

Phe

Val

Asn

Gly

Len

Phe

Leu

Ile

Ile

Val

Thr

Leu

Lys

Ala

Leu

Ile

Thr

Ser

P;‘O

Sex

Thr

Thr

Asp

Gln

Ala

Lys

Ile

Gly

Ala

Phe

Lys

Asp

Val

Lys

Ile

Gly

Ser

Thr

Glu

Met

Tyr

1le

Leu

Ile

Sexr

Fhe

Ser

Glu

Glu

Glu

Phe

Asn

Thr

Ala

Glu

Val

Val

Lys

ISer

Lys

Leu

Ser

Ile
i5

Gly
30

Ala
45

Pro
80

Gly
75

Leu
a0

Ala
105

Val
120

Ser
135

Phe
150

Thr
165
Val

igo0

Ser
195

Val
210

Cys
225

Val
240

Asn
255

Trp
270
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<400> 24

<210> 25
<211> 236
<212> PRT

Met

Gln

Ser

Glu

Val

Asp

Leu

Ile

Gly

Lys

Pro

Asn

Gln

Ile

Tyr

Cys

Leu

Gln

<213> Homo sapien

<400> 25

Ala val

Gly Thr

Glu Asp

Cys Trp

Ser Lys

Tyr Val

Asn Ala

Ala Leu

Leu

ES 2 605443 T3

Len
Ala
20

Cys
35

Thr
50

Gly
65

Gly
80

Ser
95

Leu
110

Leu

Leu

Len

Ala

Cys

Lys

Gly

Pro

Ala Leu

Leu Cys

Gln Val

Arg Ile

Ser Leu

Lys Asn

Ala His

Ala Leu

235

Leu
Tyr
Glu
Arg
Asn
Ile
Ala

Gly

Met
10

Ser
25

Asn
40

Ala
85

Cys
70

Thr
85

Leu
100

Leu
115

Ala

Cys

Cys

Val

Val

Cys

Gln

Leu

Gly Leu

Lys Ala

Thr Gln

6ly Leu

Asp Asp

Cys Asp

Pro Ala

Leu Trp

Ala

Gln

Leu

Leu

Ser

Thr

Ala

Gly

Leu
15

vVal
30

Gly
45

Thr
60

Gln
15

Asp
90

Ala
105

Pro
12¢



<210> 26
<211> 184
<212> PRT

Met.

Leu

Axq

Cys

Ile

Phe

Lys

Ala

Thr

Cys

Asp

Leu

Gly

Gly

Asn

Pro

Pro

Asn

Phe

Gly

His

Gly

Ala

Cys

val

Leu

Glu

Gly

Ile

Asn

Lys

<213> Homo sapien

<400> 26

Gly
Ala
Ser
Ala
Asp
Tyr
éer
Ala
Ile
Tyr
Val
Val
Ala
Leun
Arg

Val

Ala

Gln

Arg

Ile

Gly

Cys

Phe

Ser

Ile

Lys

Leu

Lys

Cys

Asp

Gln

Leun

Ala
Glu
240

Ala
35

Val
50

Val
65

Ile
80

Thr
95

Phe
110

Cys
125

Ile
140

Gly
155

Arg
170

Ser
185

ala
200

Asp
215

Len
230

ES 2 605443 T3

Ala

Rla

Ile

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe

Phe

Cys

Cys

Met

val

Leu

Ser

Ser

Ala

Ala

Gly

Val

Thr

Asn

Phe

Ile

Thr

Ala

Met

Cys

1le

Leu

Gln

Ala
Lys
Val
Val
Pro
Gly
Ser
Gly
Leu
Trp
Ilg
Gly
Trp
Leu
Met

Tyr

236

Ala
Leu
Leu
Cys
Gln
Fhe
Thx
i.eu
Phe
Met
Phe
Glu
Ala
Ser
Ala

Ser

Ala
10

Tyr
25

Trp
30

Phe
55

Ala
70

Ser
85

Len
100

Ser
115

Phe
130

Gln
145

Pro
160

Lys
175

Tyr
190

Phe
205

Glu
220

Leu
235

aAla
His
Ala
Ile
Gly
Arg
Pro
Met
Phe
Len
Asp
Thr
Ile
Leu
Glu

Glu

Ala
Thr
Ile
Gln
Tyr
Glu
Sex
Met
Cys
Thr
Gly
Bsp
Leu
Ala

Leu

Ala
Asn
Phe
-Pro
Phe
Leu
Gly
Leu
Asn
Ser
Trp
Lys
Ala
Phe

Lys

Ala

Tyr

Thr

Tyx

Gly

Thr

Ile

Thr

Ala

Asp

Tyr

Ile

Val

Ala

Met
1s

Val
20

Ile
45

Trp
60

Leu
75

Cys
90

Phe
105

Tle
120

Ala
135

Ala
150

Ser
165

Thr
180

Ile
195

Leu
210

Glu
225



<210> 27
<211> 847
<212> PRT

Met

Pro

His

Ala

Glu

Gly

Leu

Arg

Lys

Gly

Asp

Thr

Pro

Arg

Thr

Cys

Gly

Ser

Leu

Ala

Arg

Asp

Ile

Pro

Glu

Glu

<213> Homo sapien

<400> 27

Arg

Pro

Val

Alza

Val

Leu

Leu

Leu

Ala

Ser

Leu

Gln

Gly

Cys

Ala

Ser

Gly

Phe

Val

Brg

Pro

Asp

Thr

Gly

Gln

ES 2 605443 T3

Pro

val
20

Cys
35

Ser
50

Ala
65

Gly
80

Ley
95

Gly
110

Glu
125

Ala
140

Thr
155

Ser
170

Arg Ser Leun

Pro Ala Glu

Gly Leu Leu
Pro Ala Pro
Gly BAla Gly
Ala Pro Ala
Val Gly Leun
Ala Ser Ser
Pro Leu Asp
Thr Ala Pro
Pro ‘ Pro Gly

Thr Glu Leu

237

Arg

Cys

Arg

2rg

Glu

Leu

Val

Lys

Ala

His

Val

Gly
10

Phe
25

Thx
10

Thr
55

Ala

70

Leu
85

Ser
100

Glu
115

Val
130
Trp
145

Ser
160

Thr
175

Arg

Asp

Pro

Ala

Ala

Gly

Trp

Ala

Ile

Pxro

Val

Thr

Rsp

Leu

Arq
Leu
Len
Leu
Arg
Pro
Ile
Pro
Pro

Lys

Ala

Leu

Pro

Gln

Pro

Ala

Arg

Asp

Leu

Pro

Val

Thr

Pro

Val

Lys

Pro

Leu

Leu

Axg

Gly

Ser

Gly

Pro

Ala

Ala
15

Arg
30

Pro
45

Gln
60

Pro
75

Val
90

Gln
105

Asp
120

Pro
135

Glu
150

Ala
165

Gly
180



Met

Leu

Thr

Tyr

Asn

Len

Arg

His

Ala

Leu

Arg

Pro

Tyr

Val

Leu

Fhe

Tyr

Ala

Glu

Glu

Gln

Leu

Serx

Ala

Leu

Tyx

Ser

Fhe

Gly
Asp
20

Trp
35

Asp
50

Asn
65

Thr
80

Leu
95

ES 2 605443 T3

Pro

Ser

Glu

Gly

Lys

Lys

Gly

Trp

Ser

Gly

Asp

Asnh

Asp

Asp

Leu Leu

Lys Trp

Ala Cys

Leu Glu

Thr Ser

Gly Lys

Lys Asn

238

Leu
10

Val
25

Val
40

Ser
55

Lys
70

val
85

Lys
100

Leu

Phe

Trp

FPhe

Phe

Pro

Asn

Val

Glu

Ile

Ile

Asp

Ser

Cys

Leu

His

Pro

Len

Gly

Glu

Thr

Glu

Pro

Cys

Phe

Thx

Gln

Leu

Tyr
15

Glu
30

Thr
45
His
60

Arg
75

Lys
90

Ser
105



Ile

Met

val

Ile

Ser

Val

Lys

Ser

Gly

Thr

asn

Leu

Lys

Gly

Pro

Gly

Pro

Arg

Ala

Gln

His Pro

Glu Serx

Ser Glu

Gin Glu

Cys Tyr

Pro Met

Ser Val

His His

Lys Phe

Pro Lys

Glu Gly

Pro Glu

Lys Lys

Asp Gln

Pro Gly

Glu Pro

Ser Gln

Thr Asn

Thr Glu

Gly Thr

Arg Gly

Val

Lys

Arg

Ser
Gly
Arg
Phe
Gly
Leﬁ
Leu
Asp
Tyr
Gin
Ser
Arg
Ser
Val
Ty
Glu
Tyr

Pro

ES 2 605443 T3

His
110

Thr
125

Pro
140

Gln
155

Tyr
170

Gln
185

Thr
200

Lys
215

Ser
230

Glu
245

Ser
260

Thr
275

Asn
290

Gly
305

Ser
320

Thr
335

Glu
350

Thr
365

Lys
380

Ser
395

Gly

Leu

Glu

Phe

Glu

Pro

Ala

Arg

Ile

Asn

1le

Val

Thr

Thx

Lys

Glu

Val

Phe

Trp

Val

Cys

Ala

Asn Asp

Lys Trp

Pro Pro

Vval Thr

Ile Gln

Ala Val

Ser Glu

Val Thr

Asp Thr

Lys Val

Thr Met

Val Ser

Phe Thr

Tyr Cys=

Glu val

Gln Ile

Leu Cys

Tyr Ris

His Ile

Val Ala

Glu Leu

239

Ser

Met

His

Leu

Leu

Thr

Leu

Cys

Val

Thx

Thr

Trp

Leu

Cys

Phe

Leu

Met

Asn

Pro

Glu

Asp

Gly
115

Glua
130

Ile
145

Thr
160

Gln
175

Ser
190

Lys
205

Gln
220

Gin
235

Pro
250

Cys
265

Leu
280

Asn
285

Gln
310

Leu
325

His
340

Ser
355

Gly
370

Lys
385

Asn
409

Val

Gln

Arg

Gln

Cys

Trp

Thr

Phe

Leu

Leu

Serx

Glu

Lys

Leu

Val

Gln

Ser

Leu

Lys

Ile

Ile

Gln

Leu

fle

Leu

Leu

Leu

Ser

Ser

Gln

Asn

Rsp

Val

Arg

Ser

Val

Pro

Ala

Glu

Leu

Len

Tyr

His

Pro

Leun

Leu

Len

Pro

Asp

Val

Ala

Ser

Gly

Glu

Gln

Ala

Asn

Melk

Pro

Gly

Pro

Leu

Leu

Asn

Glu

Thr

Gln

Ala

Lys

Ile

Ser

Thr

Val

Asp

Tyx

Val

Pro

Gln

Trp

Thr

Pro

irg
120

Asn
135

Glu
150

Phe
165

Gly
180

Ile
195

Trp
210

Asp
225

His
240

val
255

Ser
270

Ser
285

Thr
300

Val
315

Ala
330

Glu
345

Len
360

Gly
375

His
390

Gly
405

Lys



Lys
Asp
Vval
Ser
"rhr

Pro

Ser
Phe
Leu
Cys
Thr
Ser

Cys

Leu
Gly
Thr
Gly

Leu

Val

Thr

Thr

Leau

lle

Val

Lys

Lau

Phe

Asn

Trp

Leu

Pro

Glu

Trp

Glu

Thr

Val

Leu

Lys

Thr
Qal
Arg
Gly
Ala
Ala
Ile
Gln
Trp
Phe
Val
Glu
Gly
Ser
Asn
Pro
Asn
Tyr
Gly

Leu

Thr

Thr

Tyr

Val

Cys

Leu

Lys

Cys

Glu

Asp

Asn

Val

Asp

Asp

Asn

Val

Ser

Tyx

Ser

Gln

ES 2 605443 T3

410

Val
425

Leu
440

Glu
455

Leu
470

Ala
485

Asn
500

Pro
515

Asp
330

Lys
545

Ser
560

Asn
575

Leu
590

Gln
605

Ala
620

Gln
635

Lys
650

Val
665

Sar
480

Cys
695

Arg
710

Ile

Ser

Trp

Lys

Arg

Val

Leu

Phe

Asn

Ile

Ser

Tyr

Val

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Leun

Arg

Gln

Cys

Lys

Ile

Cys

Gln

Ser

Ser

Gly

Ser

Ile

Ala

Met

Pro

Leu

Gln

Lys

Glu

Ala

Trp

Asn

Asn

Pro

Gln

Asn

Tyr

Glu

Ser

Arg

Pro

Gly

Pro

Glu

Pro

Pro

His

Gly

Thr

Ile

Lys

240

Pro
Tyr
His
Asn
Ser
Ala
Ile
Ser
Leu
Glu
Gln
Arg
Gly
Val
His
Ser
Arg
Ile
Leu

Arg

415

Melt
430

Asn
445

Gly
460

Val
475

Tzp
430

P'ro
505

His
520

His
535

Leu
550

Asp
565

Thr
580

Arg
585

Lys
610

Ser
625

His

Pro

Ser

Ala

Gly

Cys

Arg

Ser

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

Ser

His

Ser

640 -

Gly
655

Ser
670

Gly
685
Ile
700

Thr
715

Ala
Pro
Arg
Leu

Gln

Ile

Ser

Trp

Trp

Ser

Asp

Gly

Lys

Lys

Gly

Ser

Arg

Ala

Tyr

Gln

Tyr

Leu

Arg

Ala

Ser

Arg

Asn

Glu

Asp

Trp

Val

Asn

Glu

Glu

Ser

Lys

val

Thr

Thr

Lys

Trp

Ser

val

Ile

Gln

Glu

Pro

Glu

Asn

Ala

Axg

Ser

Val

Ser

Tyr

bhla

Ser

Leu

Trp

Leu

Cys

Thr

Ala

Cys

Gln

420

Gly
435

Ser
450

Pro
465

Thr
480

Ser
495

Val
510

Val
525

Gln
540

Gln
555

Ser
570

Trp
585

Met
600

Thr
€315

Phe
630

Arg
645

Gln
660

Leu
875

Val
690

Gly
705

Gly
720



<210> 28
<211> 226

Leu

Lys

Cys

Arg

Ser

Tyr

Ile

Ile

Asp

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 28

Gln

val

Tyr

Phe

Glu

Ser

Pro

Gln

Tyr

Glu

Arg

Ash

Pro

Met

Ala

Asp

Phe

Val

Asn

Pro

Glu

Gln

Leu

Phe

Gly

Ile

Ser
125

Ala
740

Met
755

Met
70

Arg
785
His
800

Pro
81s

Val
830

Leu
845

ES 2 605443 T3

Ser

Pro

Met

Asn

Pro

Lys

Glu

Gly

Lys

Gly

Leu

Glu

Ile

Pro

Arg

Asp

Glua

His

Gln

Ser

Asp

Pro

Arg

Gln

Glu

arg

241

Ser

Glu

Gly

Axg

Thr

Val

Gly

Phe
730

Gly
745

Ile
760

Thr
775

Cys
730

Gly
805

Ile
820

Gln
835

Phe

Pro

Ser

Gly

Asp

Asp

His

Ala

Val
His
Tyr
Asp
Asp
Tyr
Tyr

Gln

Arg

Ser

Thr

Ala

Thr

Glu

Ser

Glu

Asn

Leu

Thr

Glu

val

Asn

Glu

Asn

Lys
735

Gly
750

Leu
165

Ser
780

Thr
795

Val
810

Leu
825

Val
840



<210> 29
<211> 372
<212> PRT

Met

Phe

Gln

Leu

Asn

Trp

Leu

Cys

Thr

Met

ile

Glu

Cys

Glin

Pro

Pro

Leu

Ala

Gly

Ala

Pro

Ile

Arg

Tyr

Gly

Leu

Lys

Tyr

Ser

Asp

<213> Homo sapien

<400> 29

Gly

Leu

Leu

Glu

Asn

Pro

1le

Val

Leu

Glu

Leu

Arg

Glu

Met

Val

Gly

Phe

Trp

Asp

Val

Glu

Gln

Gln

Arg

Gly

Phe

Trp

Asp

Tyr

Gly

Pro
Len
20

Met
35

Ala
50

Thr
65

Phe
80

Asn
85

Glu
110

Val
125

Thr
140

Cys
155

Gln
170

Glu
185

Glu
200

Serx
215

ES 2 605443 T3

Gly

Leu

His

His

Trp

Leu

Val

Gly

Arg

Lys

Ala

Asn

Asn

Asp

Leu

Val Leu

Ser Ala

Lys Val

Phe GIn

Trp Arg

Gly Pro

Asn Lys

Asn Glu

Gln Pxo

Asn Arg

Val Val

Glu Lys

Leu Tyr

Ile Ser

Asn I1le

242

Gln

Val

Pro

Cys

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Pro

Leu

Glu

Arg

Gly

Ala
10

Tyr
25

Ala
40

Praq
55

Leu
70

Glu
85

His
100

Tyr
115

Pro
130

Ile
145

Gly
160

Gly
175

Gly
190

Gly
205

Asp
220

Leu

Leu

Ser

His

His

Asp

Gly

Gln

Arg

Thr

Thr

Leu

Leu

Leu

val

Pro

Gly

Leu

Asn &

Gly

Pro

Gly

Gln

Pro

Ala

Leu

Asp

Asn

Gln

Gln

Ala

Fro

Met

Asn

Asn

Ile

Ser

Phe

Glu

Leu

Ala

Leu

Gly

Leu

Thr

Gly

Val

Tyr

Gly

Tyr

Cys

Leu

Gly

Leu

Gly

Asp

Thr

Glu

Ile
15

Cys
a0

Sex
45

Asn
60

Thr
15

Thr
90

Val
105

Gly
120

Asp
135

Ile
150

Phe
165

Asp
180
195

Tyr
210

Lys
225



Met

Ser

Met

Ile

Leu

Phe

Phe

Leu

Ser

Ile

Ile

Asn

Leu

Leu

Ala

Phe

Glu

His

Ala

Cys

Ser

val

His

Tyr

Phe

Val

Ser

Leu

Arg

Leu

Val

Lys

Leu

His

1le

Pro

Trp

Glu

Phe

Leun

His

Ala

Thr

Leu

Ala

Thx

Leu
Glu

20

Asn
35

Lys
50

Gly
65

Arg
80

Val
a5

Glu
110

Val
125

Leu
140

Val
155

Cys

ES 2 605443 T3

Thr

Leu

His

Ala

Val

Gln

Ala

Gly

Ile

Ala

His

Gly

Leu

Asp

Leu

Val

Ile

Thr

Asp

Ser

Ala

Cys

Ala

Thr

Glu

Arg

Cys

Phe

Gly

Arg

Leu

Val

Leu

Ile

Tyr

Ile

243

Met

Leu

Pro

val

Asn

Ser

Gly

His

Ala

Arg

Trp

Asp
10

Asp
25

Ala
40

Pro
55

Val
70

Ser
85

Leu
100

Trp
115

Lys
130

Val
145

Bis
160

Leu

Leu

Asn

Thr

Val

Leu

Thr

Val

Val

Val

Asp

Arg

Val

Glu

Tyr

Glu

Ala

Val

Glua

Phe

Leu

Asn

Arg

Arg

Gly

Asn
Asn
Gly
Tyr
Leu
Thr
Ile
Gly
Phe
Tyr
Leﬁ

Phe

Leu
Asp
P;o
Ser
Val

Phe

Thr
Tyr
Leu
Leu

Leu

Glu
15

Thr
30

Leu
45

Leu
60

Ile
75

Leu
=14

Pro
105

Phe
120

Cys
135

Ala
150

Ser
145

Leu



<210> 30
<211> 273

bhla

Asn

Glu

Gly

Val

Lys

Cys

Arg

Pro

Cys

Ser

Ala

Ser

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 30

Leu

Asn

Thr

Phe

Val

Ala

Trp

Leu

Val

Leu

Asp

Ser

Glu

Pro

Ser

His

Leu

His

Val

Ser

Lys

Rla

Asn

Leu

Leu

Ser

Glu
Leu
Ala
Leu
Axg
Arg
Pro
Ala
Ile
Pro
Ser
Cy;

Glu

170

Ile
18%

Pro
200

Trp
215

Pro
230

Leu
245

Val
260

.‘I‘yr
278

Val
290

Thr
305

Met
320

Arg
335

Gln
350

Asn
305

ES 2 605443 T3

Leu

Arg

Phe

Met

Arg

Ala

His

Asp

Met

Len

Leu

Leu

Ala

Phe

Thr
Leu
Gln
Ile
Ile
Asn
Cys
Tyr
Leun
Phe

Thr

Ala
Thr
Ser
Val
Ala
Leu
Val
Thr
Qlu
Thr
Thr
Pro

Ser

244

Lys

Phe

Arg

Met

Gln

Val

Ile

Cys

Phe

Phe

Lys

Ser

Leu

175

Val
190

Serxr
205

Phe
220

Gly
235

Arg
250

Thr
265

Phe
280

Lys
295

Len
310

Ala
325

Leu
340

Trp
355

Thr
370

Ser

Gln

Leu

Trp

RAxg

Ser

Leu

Leu

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr

Gln

Glu

TyY

Cys

Pro

Ile

Asp

Leu

Val

Cys

Arg

Phe

Gly
Asn
His
Tyr
Gln
Phe
Thr
Gly
Ala
Lys
Thr

Ser

His

Gln

Val

Val

Arg

Phe

Leu

Ser

His

Phe

Gly

Ser

180

His
195

Bla
210

Ala
225

Gly
240

Gln
255

Leu
270

Ala
285

Leu
300

Cys
315

Arg
330

Pro
345

Leu
360



Met

Leu

Glu

Gly

Glu

Leu

Leu

Arg

Val

His

Gly

Ala

Phe

Val

Ser

Leu

vVal

Thr

Gln

<210> 31

<211> 422
<212> PRT

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

Thr

Asp

His

Gln

Gln

Asp

Gly

Gln

Tyr

Val

Ser

Gly

‘Gln

Ser

Ser

Arg

Phe

Glu

Tyx

Lys

Leu

Asn

Pro

His

Ile

Val

Thr

Thr

Glu

Gly

Ile

Met

Cys

Gly

Leu

Val

Lys

val

Leu

Leu

Tyr

Glu

Asn

Lys

Met

val

Cys

Trp

Ile

Val

Ser

Asp
20

Ile
35

Val
50

Arg
65

Gly
80

Glu
95

Arg
110

Val
125

Leu
140

Ile
155

Ser
170

Val
i85

Leu
200

Arg
215

Ala
230

Ile
245

Gly

260

ES 2 605443 T3

Val
Ser
Gln
Gln

Phe

Gln

Arg

Thr
Leu
Lys
Th:;
Met
Val
Ala
Ala
Glin

Asn

Pro

Ser

Ala

Phe

Asp

Pro

Ser

Gly

Val

His

Trp

Gly

Leu

Asp

Gln

Phe

Len

Glu

Trp

Met

Lys

Val

Serx

Asp

Arg

Ala

Tyr

Cys

Phe

Pro

Glua

His

Ser

Leu

Axg

Val

245

Val

Thr

Ala

Val

Asp

Ala

Gln

Pro

Pro

Serx

Leu

Ile

Met

Ser

Glu

Leu

Ala

Ser

Val
10
GIn
25

Asp
40

Arg
55

Val
70

Glu
85

Ala
100

Phe
115

Glu
130

Val
145

Asn
160

Arg
175

Thr
190

Ser
205

Tyr
220

Gly
235

Gln
250

Arg
265

Ala

Gly

Cys

Phe

Gly

Gln

Val

Thr

Arg

Thr

Gly

Asn

Pro

Leu

Ser

Leu

Lys

Ala

Leu

Thr

Tyr

Ile

Mat

Trp

Asp

Val

Thr

Gly

Gln

Gly

Glu

Leu

Trp

Ile

Gly

Val

Len

Asp

Phe

Phe

Phe

Asn

Gly

Gly

Pro

Phe

Glu

Asp

Leu

Ser

Arg

Phe

Tyr

Leu

Val

Ser

Thr

Asn

Val

Ser

Val

Arg

Leu

Tyr

Glu

Trp

Gly

Pro

Lys

Leu

Val

Leu

Asn
15

Pro
30

aAsn
45

Leu
60

Ala
75

Arg
90

Cys
105

Lys
120

Leu
135

Pro
150

Arg
165

Thr
180
His
195

Val
210

Met
225

Leu
240

Arg
255

Pro
270



ES 2 605443 T3

<213> Homo sapien

<400> 31

Met Gly GlIn Ala Gly Cys Lys Gly Leu Cys Leu Ser Leu Phe Asp
1 5 16 15

Tyr Lys Thr Glu Lys Tyr Val Ile Ala Lys Asn Lys Lys Val Gly
20 25 30

Leu Leu Tyr Arg Leu Leu Gln Ala Ser Ile Leua Ala Tyr Leu Val
35 40 45

Val Trp val Phe Leu Ile Lys Lys Gly Tyr Gln Asp Val Asp Thr
50 55 60

246



Ser

Thr

Tyr

hsn

Asn

His

Arg

Phe

Phe

Ile

Val

Asn

Ala

Gly

Glu

Ser

Tyr

Tyx

Phe

Tyx

Ser

Leu

Asn

Val

Len

Glu

Ala

Cys

Ala

Leu

Arg

Lys

His

Gly

Ile

Cys

Lys

Arg

Gly

Cys

Arg

Gln

Gln

Thr

Ile

Ile

Gly

Gly

Lau

Trp

Lys

Fhe

Asp

Tyr

Ser

Asn

His

Ser

Asp

Ile

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

Prxo

Val

Ile

Glu

Arg

Cys

Glua

Pro

Arg

Cys.

Asp

Ile

Pro

Val

Ala

Arg

Len

Lys

Ala

ES 2 605443 T3

Ala
65

Asp
80

Ala

Val

Leu

Gin

95 -

Thr
110

Pro
125

Al=
140

Aryg
153

Pro
170

Ala
185

Lys
200

Ser
215

Pro
230

Phe
2145

Glu
260

His
275

Sexr
290

Ala
305

Phe
320

Val
335

Lys
350

Glu

Pro

Asp

Val

Glu

Leu

Glu

Fhe

Phe

Ile

Gln

Trp

Tyr

Ser

Gly

Asp

Len

Tyr

Asp

Ile Thr

Gly Gln

Gly Glu

Asn Gln

Gly Ala

Thr Ala

Asn Leun

Glu Thr

Asp Phe

Asn Phe

Leu Lys

Phe Arg

Asp Ile

Asn Cys

Ser Phe

Gly Tyr

Val Glu

Val Met

Ile Tyxr

Glu Glu

Glu Ala

247

Lys

Arg

Asn

Arg

Cys

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

Ser

Leu

Ala

Asp

Ser

Asn

Phe

Val

Len

Val

Ser

Val
70

Ile
85

Val
100

Gln
115

Ser
130

Asn
145

Arg
160

Ser
175

Ile
190

Lys
205

Cys
220

Gly
235

Leu
250

Leu
265

Arg
280

Fhe
295

Arqg
310

Asn
325

Ile
340

Arg
3535

Gly

Lys

Trp

Phe

Asn

Lys

Gly

Gly

Arg

Phe

Ser

His

Ser

Glu

Asp

Leu

Arg

Thr

Gly

Lys

Gly

Leu

Gly

Asp

Phe

Val

Asp

Val

Thr

Pro

Ile

Asn

Phe

‘Val

Gly

Lys

Asp

Phe

Leu

Lys

Lys

Leu

Gly

val

val

Val

Cys

Ser

Lys

Cys

Glu

Lys

Val

Gly

Ile

Gly

Ala

Asn

Ala

Met

Gly

Arg

Glu

Leu

Ala
Ala
Val
Bla
Asp
Thr
Glu
Glu
Asn
Met
Pro
arg
val
Ala
Lys
Arg
Lys
aAla
Glu
Asp

Ser

Phe
75

Asp
30

Thr
105

Glu
120

Cys
135

Gly
150

Ile
165

Pro
180

His
195

Asp
210

Lys
225

Trp
240

Ile
255

Ser
270

Leu
285

Tyr
300

Ala
318

Phe
330

Fhe
345

Ser
360

Glu



10

Ser Thr

<210> 32

<211> 359

<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 32

Met Ala
Pro Leu
Ala Asp
Ala val
Asp Lys
Ala Val
Thr Cys
Leu Leu
Val Ser
Asn Ser
Gly Gln
Gln Ser
.Ala Glun

Lys Glu

Glu

Lys

'Asp

Leu

Ala

Thr

Leu

Gly

Gln

Ser

Ser

Gln

Gly

Thr

ES 2 605443 T3

365
Gln Leu Thr Ser Gly Pro Gly Leu lLeu
380
Glu Leu Gln Glu Pro Pro Glu Ala Lys
395
Lys Gly Asn Gly Ser Val Cys Pro Gln
410
Ala Ile Thr Tyr Ala Asp
5
Lys Ser lIle Ser Ser Arg
20
Asp Gly Glu Ile Thr Tyr
35
Gly Val Pré Ser Ser Leu
50
Ala Val Lys Ser Glu Gln
65
Ser Pro Ala Val Gly Arg
BO ’
Arg Tyr Leu Leu Leu Gly
85
Val Thr Ala Ile Cys Leu
110
Gln Leu Gln Gin Thr Asn
125
Leu Arg Gln Gln Leu Arg
140
Ala Glu Asp Leu Gln Gly
155
Glu Ala Leu Gln Val Glu
170
.Gln Leu Gln Ala Cys Gln
185
Leu Gln Ser Glu Glu Gln
200 :

248

370

375

Gly Met Pro Glu Gln Gln

385

390

Arg Gly Ser Ser Ser Gln

400

Leu
415

Leu
10

Len
25

Glu
40

Ala
55

Pro

70

Tle
85

Leu
100

Gly
115
Afg
130

Leu
145

Ser
160

Gln
175

Ala
190

Gln
205

405

Leu Glu Pro His Arxg

Arg

Gly

Asn

Serx

Thr

Leu

Leu

Val

val

Lys

Arg

Arg

Asp

Arg

Phe

Gln

Val

Serx

Ala

Pro

Leu

Arg

Leun

Ile

Arg

Ala

Arg

Arg

Val
Asp
Gln
Val
Ser
Cys
Thr
Tyr
Glu
Thr
Glu
His
Gin

Ala

Lys

Pro

Val

Leu

Trp

Arg

Cys

Leu

val

Gln

Len

Gln

Lys

Leu

420

Ala
15

Gly
30

Pro
45

Gly
60

Arg
75

Thr
50

Leu
105

Gln
120

Thr
135

Leu
150

Ala
165

Ala
180

Thr
195

Glu
210



10

Gln

Gln

Glu

Fhe

Ser

Leu

Thx

Thx

Leu

<210> 33
<211> 661
<212> PRT

Lys

Gly

Lys

Ser

Ser

Ser

Arg

Trp

Pro

<213> Homo sapien

<400> 33

Met

ala

Lys

Glu

Ser

Leu

Trp

Leu

Ala

Gly

Glu

lle

Phe

Met

Ile

Val

Leu

Sex

Ser

Gln

Glu

Leu

Ser

Thr

Ser

Tyr

Phe

Cys

Ala

Pro

Asn

Asn

His

Leu

Ser

Ala

Cys

Lys

Ile

Pro

Asn

Tyr

Trp

Ile

Asp

Lys

Asn

Asp

Phe

Leu

Glu

Thr

ES 2 605443 T3

Asn
215

Asp
230

Phe
245

Gln
260

Tyr
275

Asn
290

Lys
305

Ala
320

Trp
335

Cys
350

Val

Val
20

Lys
35

Thr
50

Leu
65

Thr
80

‘Asp

95

Gly
110

Met

Thx

Tyr

Cys

Pro

Gly

RAsp

Gln

Thr

Glu

Ser

Ile

Thr

Leu

Pxro

Phe

Thr

Asn

Glu

Cys

Ile

Glu

Gln

Gly

Trp

Ser

Leu

Met

Asn

Cys

Serx

Thr

Ser

Ser

Lys

Ser

Glua

Thz

Cys Phe

Thr Ser

Tyr Asn

Prxo Asn

Thr Ile

Lau Asp

Phe Gln

Pro Leun

249

Arg

Pro

Leu

Leu

His

Gly

Lys

Ser

Ala

Phe

Trp

Cys

Thx

His

Len

Ser

Ile

Leu Lys Pro Phe Phe Thr
220 22%
Ser Gly Trp Ile Met His
235 240
Thx Ser Lys Asn Txp Gln
250 255
Ser Ser Lys Leu Ala Thr
265 270
Ser Tyr Tyr Phe Leu Asn
280 285
Asn Ser Tyr Trp Thr Gly
295 300
Thr Asp Asp Thr Gin Arg
310 318
Cys Asn Lys Val His Lys
325 330
Glu Ser Cys BArg Ser Ser
340 345
Phe Arg Phe Pro Asp
355
Trp Val Val Leu Phe Ser
10 15
Asp Gln Met Cys Ile Glu
25 30
Glu Asn Leu Gly Leu Ser
40 45
Thr Glu Phe Leu Glu Phe
55 60
Asn Arg Thr Phe Ser Arg
70 15
Thr Arg Cys Gln Ile Asn
85 S0
His His Gln Leu Ser Thr
100 105
Phe Met Ala Glu Thr Ser
115 120



Leu
Gly
Leu
Phe

Gln

val
Ser
Giy
Glua
Leu
Phe
Glin
Gly
Asn
Ser
Leu
Asp
Gln
Bsn

Gln

Asn

Ile

Glu

Pro

Asn

Glua

Lys

Leun

Leu

Asp

Cys

Ser

Glu

Met

His

Leu

Gly

Leu

Leu

Glu

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Asn

Gln

Gly

Asn

Gln

Ile

Glu

Asp

Leu

Lys

Fhe

Thr

Val

Ser

Lys

Pro

Glua

Pro

Asn

Leu

Asp

Ala

Ala

Ile

Phe

Asn

Asp

Met

Ile

Asp

Gly

Asp

His

Gly

His

Asn

Leu

Leu

ES 2 605443 T3

Lys
125

Leu
140

Tyxr
155

Phe
170

Ile
185

1le
200

Glu
215

Gly
230

Ser
245

Asp
260

Ser
275

Ser
290

Leu
305

Leu
320

Gln
335

Leu
350

Cys
365

Asn
380

Leu
395

Gly
410

Leu

Ser
Glu
Leu
Pro
His
Asn
Le;u
Gly
Thr
Glu
val
Sex
Thr
Asn
Leu
Tyr
Léu
Asp
Ser
Leu

Asp

Leu

Phe

Gly

Ala

Tyr

Leu

Gly

Thr

Thr

Asp

Glu

Thr

Ala

Leu

Cys

1le

Glu

Ile

His

Gln

Leau

Lys

Ile

Ser

Arg

Ile

Ser

Ala

Pro

Gln

Ile

Ser

Thr

Thr

Leu

Gln

Arg

Lys

Glu

Leu

Ser

Ala

250

His

Pro

Asn

Asn

Ser

Fhe

Asn

Ser

Ser

Phe

His

Lys

Ile

Gly

Ala

Gln

Gln

Phe

Leu
130

Val
145

His
160

Leu
1175

Arg
190

Asn
205

Asp
220

Len
235

Len
250

Ser
265

Asn
280

Gln

295

Leu
310

Lys
325

Sex
340

Asn
355

Gly
370

Ser
385

Thr
400

Ala
415

Thr

Phe
His
Ile
Lys
Glu
Phe
Ser
Ser
Trp
Ala
Leu
Cys
Lys
Leu
Ala
Val
Asn
Asp
Leu
Phe

Arg

Leu

Asn

Serx

val

Asp

Asn

Thr

Val

Leu

Met

Gln

Phe

Gly

Val

Ala

Lys

Leu

Cys

Asn

Lys

Lea

Ile

Leu

Serx

Leun

Met

Gly

Val

Ile

Gly

Leu

Glu

Thr

Leu

Leun

Asn

bys

Gln

Cys

Leu

Glu

His

Gln
Glu
Ile
Asp
Arg
Asn
Phe
Phe
Thrx
Lys
His
Gln
Pro
Ser
Phe
Leu
Thr
S-er
Ser
Cys

Ile

Thr
135

Asn
159

Lys
165

Phe
180

Ser
185

Asn
210

Gln
225

Asn
240
Pﬁe
255

Gly
270

Arg
285

Leu
300

Ser
315

Val
330

Pro
345

His
360

Leu
375

Leu
390

His
405

Pro
420

Asn



<210> 34
<211> 429

Ala

Asn

Ala

Phe

Gly

ile

Asp

Ser

Asn

Thr

Ile

Gly

Val

Gly

Leu

Ile

<212> PRT
<213> Sarcophaga bullata

<400> 34

Pro

Leu

Gly

Gln

Ser

Asp

His

Ile

Ile

His

Ser

Lys

Ile

Phe

Gln
Thr
Leu
Asp
Leu
Gln

Ser

Ile
Asn
Phe
Glu
Leu
Phe

Phe

Ser

Tyr

Pro

Gly

Glu

Gln

His

Lys

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

Phe

425

Pro
440

Cys
455

Val
470

Thr
485

Val
500

Ala
515

Asn
530

Gly
545

Pro
560

Ser

ES 2 605443 T3

Phe

Phe

Leu

Ile

Leu

fhe

Ser

1le

Axg

His

575 -

Thr
580

Thr
605

Asp
620

Leu
635

val
650

Trp

Thr

Val

Ile

Lys

Gln

Leu

Arg

Thr

Ile

His

Leu

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Cys

Lys

Val

Tyr

Asn

Asp

His

Lys

Leu

Ser

Thr

Leu

Leu

Pro

Lys

Ala

Leu

Phe

Leu

251

Leu

Thr

Leu

Thrx

Ser

Leu

Cys

Asn

Pro

Leu

Glu

Asn

Sex

Leu

Leu

430

His
445

Ser
460

Asn
475

Asn
430

Ser
505

Gly
520

Asp
535

Leu
550

Ile
565

Asp
580

Asn
555

Pro
610

Cys
625

Leu
640

Arg
655

Phe

Asn

Leu

Leu

Cys

Lys

Ser

Ala

Leu

Cys

Leu

Pro

Gly

Leu

Trp

Leu

Gln

Lys

Leu

Gly

Met

Ile

Ala

Ser

Thr

His

Ser

Ile

Leu

Lys

Gin
His
Gly
Gln
Leu
Ser
Asp
Asn
Gln
Cys
Lys
Leu
Thr
Ala

Tyr

Val

Leu

Asn

Thr

Leu

His

Ser.

Ser

Gln

Ser

Leu

Arg

Ala

Ile

Gln

435

Leu
450

Leu
465

His
480

Val
495

Ser
510

Val
525

Leu
540

Ile
555

Ser
570

Asn
585

Glu
600

Gly
615

Ile
630

Leun
645

His
660



ES 2 605443 T3

Met Leu Pro Arg Leu Leu Leu Leu Ile Cys Ala Pro Leu Cys Glu
1 5 10 15

Pro Ala Glu Leun Phe Leu Ile Ala Ser Pro Ser His Pro Thr Glu
20 25 30

252



Gly

Ser

Leu

Met

Met

His

Gly

Val

Ala

Ala

Tyx

Leu

Met

Glu

Trp

Ser

Ser

Arg

Axg

Thr

Ser Pro
Asp Ala
Gly Pro
Trp Lys
Ala Ser
Arg Val
Gly Gln
Ala Met
Val Gly
Glu Tyr
Tyr Cys
Val Ser
Leu Axg
Leu His
Phe Tyx
Gly Gly
Gly Asn
Ser Glu
Ser Asn

Leu Gly

Val

Gin

Gly

Glu

Lys

Pro

Val

Gly

Leu

Glu

Val

Ile

Ala

Cys

ES 2 605443 T3

Thr
35

Phe
50

Trp
65

Asp
80

Val
25

Val
110

Met
125

Thr
140

Asn
155

Ile
170

Ala
185

Thr
200

Pro
215

Glu

. 230

His

Gly

Tyr

Ala

His

Pro

Glu
245

Ala
260

Ser
275

Val
290

Leu
305

Ala
320

Leun

Gln

Ser

Thr

Leu

Ala

Gln

Gly

Leu

Pro

Glu

Val

Arg

Ala

Asp

Ser

Cys

Thr

Thr

Thr

Thr Cys

Phe Cys

Ser Ser

Gly Ser

Arg Ser

Asp Val

Gly Asp

Asp Ile

Gln Ser

Ser Val

Asn Gly

Arg Ile

Ala Gln

Leu Arg

Iie Thr

Phe Asn

Glu Ala

Leu Asn

Ser Gly

Val Ala

253

Lys

Phe

Pro

Tyr

Arg

Ser

Arg

Thr

Lys

Arg

Tyr

Pro

Ala

Gly

Leu

lLau

Asn

Phe

val

Leu

Met:
40

Phe
55

Lys
70

Txp
85

Arg
100

Leun
115

Len
130

Phe
145

Thr
160

Glu
175

Gly
150

Val
205

Ala
220

Ser
235

Gly
250

Ser
265

Asn

280

Thr
295

Ile
310

Leu
325

Pro
Arg
Leu
Cys
Ser
Glu
Val
Leu
Gln
Ser
Pro
Ser
Val
Pro
Ser
Leu
Gly
Val
Glu

Fhe

Phe

Asp

Gln

Glu

Gln

Thr

Leu

Trp

Arg

Asp

Ser

Arg

Glu

Pro

Arg

Thx

Leu

Pro

Gly

Cys

Leu

Thr

Ila

Ala

Ile

Gln

Ile

Tyr

Ser

Ala

Pro

Pro

Asp

Ile

Ser

Glu

Gly

Thr

Leu

Tyx

Gln
Arg
Ala
Gln
Asn
Pro
Cys
Lgs
Leu
Glu
Ser
Ile
Val
Leu
Ala
Glu
Ala
Gly
Leu

Gly

Ser
45

Ala
60

aAla
75

Thr
S0

val
105

Pro
120

Ser
135

Gly
150

Thr
165

Gln
180

Gly
185

Leu
210

Leu
225

TYT
240

Pro
255
His
270

Gln
285

Ala
300

Ser
315

Leu
330



Lys

Leu

Thr

Ser

Gln

Lys

Thr

<210> 35
<211> 977
<212> PRT

Pro

Pro

Gly

Glu

val

Asp

<213> Homo sapien

<400> 35

Lys

Serxr

Gly

Asp

Ser

Ser

Val

Ile

Pro

Gln

Glu

Val

Leu

Asp

ES 2 605443 T3

Gly Arg
335

Leu Pro
350

ieu Gln
365

Val Tyr
380

Ala Ala
395

Asp Ile
410

Tyr Glu
425

Arg

Gln

Pro

Ser

Glu

Tyr

Asp

Ser

Glu

Ile

Leu

Thr

Ser

Ala

254

Ala

Phe

Tyr

Bla

Leu

Arg

Met

Arg Asp
340

Thr Tyr
355

Glu Asn
370

Tyr Tyr
385

Gly Thr
400

Leu Arg
415

Pro

Leu

val

Asn

His

Lys

Leu

Asn

Asn

Gln

Met

Ala

Arg

Ser

Val

Pro

Glu

Asn

Ser
345

Pro
360

Val
375

Glu
390

Asp
405

Ile
420



Met

Gln

Trp

Gly

Tyr

Glu

Pro

Ile

Leu

Tyr

Phe

Cys

Leu

Phe

Thr

Phe

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo unido covalentemente a uno o
mas restos de farmaco, teniendo el compuesto la Férmula Ic:

Ab(Aa-Ww-Yy-D)p Ilc
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

Ab es un anticuerpo que se une a HER2;

A es una unidad Bastidor,

aesOo1,

cada W es independientemente una unidad de aminoécido,

w es un numero entero que varia de 0 a 12,

Y es una unidad Espaciadora, e

yes0,102,

en la que

p variade 1a20,y

D es un resto de farmaco seleccionado entre las Férmulas De y Dr:

R3 0O R
A AN

I y N
R 0 R'R Re RE

R? 0 ,
MYREYY

R’ -
R' R® R§ R® O

R10 | DF
en las que la linea ondulada de De y Dr indica el sitio de unién covalente a A, W o Y, e independientemente en
cada ubicacion:

R? se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs,

R3 se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

R“ se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

RS se selecciona entre el grupo que consiste en H y metilo;

o R*y R® conjuntamente forman un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR?R")n- en la que R?y R® se
seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs y carbociclo Cs-Cs y n se
selecciona entre el grupo que consiste en 2, 3, 4, 5y 6;

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C+-Cs;

R7 se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Cs, carbociclo Cs-Cs, arilo, alquil C1-Cs-arilo,
alquil C1-Cs-(carbociclo C3-Cs), heterociclo C3-Cs y alquil C1-Cs-(heterociclo C3-Cs);

cada R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, OH, alquilo C+-Cs, carbociclo
C3-Cs y O-(alquilo C1-Cs);

R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cg;

R0 se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heterociclo Cz-Cs;

Zes O, S,NH o NR", en el que R'?es alquilo C1-Cs;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo C1-Czo, arilo, heterociclo Cs-Cs, -(R"™20)m-R'* y -
(R"30)m-CH(R5)2;

m es un numero entero que varia entre 1-1000;

R'3 es alquilo Co-Cs;

R'es H o alquilo C1-Cg;

cada aparicion de RS es independientemente H, COOH, -(CH2)n-N(R6)2, -(CH2)n-SOsH o -(CH2)n-SOz-alquilo
C1-Cs;

cada aparicion de R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs 0 -(CH2)--COOH,;

R'® se selecciona entre -C(R8)2-C(R®):2-arilo, -C(R®)2-C(R®)2-(heterociclo Cs-Cs); y -C(R®)2-C(R®)2-(carbociclo

259



ES 2 605443 T3

C3-Cs); ¥
n es un numero entero que varia de 0 a 6.

2. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 1 en el que D es la Formula De:

R3 0 R?
RZ O R° R& R& O

R*

De
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10 3. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 2 en el que la Férmula De tiene la formula:

| o N | n §H
ey, N . ’ . .
I o_ 0 o_ O

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15
4. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 1, en el que D es la Formula Dr:

A
RO

R* RS -|6‘ ‘e . 8
R R 0 R O

R

20 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 4 en el que la Féormula Dr tiene la formula:

25
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
6. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que el anticuerpo esta unido al resto de farmaco a través de un resto de cisteina del anticuerpo.

30

7. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que p es de 1 a 4.

8. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 en donde el compuesto conjugado de
35 anticuerpo-farmaco se selecciona entre el grupo que consiste en:

a)
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- o -

N—R'7—C(0)1W,-Y,—D

L o . p :

H
en la que L es un anticuerpo y R'” se selecciona entre el grupo que consiste en alquileno C1-C1o-, -carbociclo Ca-
Cs-, -O-(alquilo C+-Cs)-, -arileno-, -alquilen C1-C1o-arileno-, - arilen-alquileno C+-C10-, -alquilen C1-C1o-(carbociclo
C3-Cs)-, -(carbociclo Cs-Cs)-alquileno C+-C1o-, -heterociclo Cz-Cs -, -alquilen Ci-Cio-(heterociclo Cs-Cs)-, -
(heterociclo Cz-Cs)-alquileno C1-C1o-, -(CH2CH20):- y -(CH2CH20)-CH2-; y r es un nimero entero que varia de 1

a10;
b)
0
' O
N\/\/\)I—WW-YV—D
Ab S '
O p
c)
O
(@)
>
Ab S
© | P,
d)

Ab

>
[
l
Z-T
Jihn
O
)
(W)
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e)
O
. o ']' o
N\/\/\)k N\/u_Yy_D
Ab—{—S N x
O ‘ H o =~
P
HN

O)\NHZ
y
f)

O)\NH'Z

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que Wy es -valina-citrulina-.

10. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, que se une especificamente al dominio extracelular de un receptor HER2 e inhibe el crecimiento de células
tumorales que sobreexpresan el receptor HER2.

11. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que el anticuerpo se selecciona entre un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado y un fragmento de anticuerpo.

12. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacién 11 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que el anticuerpo es huMAb4D5-8 (trastuzumab).

13. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicacion 1 seleccionado entre las férmulas:

Ab%sv _p r ij:r“ X I;\roﬁ)ﬁrH
0" N , N* . N N .
kﬁ \/\/\/‘Okval-Cit‘,’}" ' 0 /d\ P o_0 O do )
. (o) o

Ab-MC-vc-PAB-MMAF

p
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N IR |

Ab-MC-vc-PAB-MMAE

e p ‘
X )

Ab-MC-MMAE

> .
Ab-MC-MMAF
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que Val es valina y Cit es citrulina.

14. El compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de la reivindicaciéon 13 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que el anticuerpo es huMAb4D5-8 (trastuzumab).

15. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del compuesto de conjugado de anticuerpo-
farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un
diluyente, un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

16. Un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en
el tratamiento de un cancer seleccionado entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de ovarios, cancer
de estomago, cancer de endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmoén, cancer de rifidén, cancer
de colon, cancer colorrectal, cancer de tiroides, cancer de pancreas, cancer de prostata y cancer de vejiga.

17. Un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en
combinacién con una cantidad eficaz de un agente adicional seleccionado entre el grupo que consiste en un agente
anticancer, un agente inmunosupresor y un agente antiinfeccioso para su uso en el tratamiento de un cancer
seleccionado entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de estbmago, cancer de
endometrio, cancer de las gldndulas salivales, cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer de colon, céncer
colorrectal, cancer de tiroides, cancer de pancreas, cancer de prostata y cancer de vejiga.

18. Uso de un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de estémago,
cancer de endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmén, cancer de rifidn, cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer de tiroides, cancer de pancreas, cancer de prostata o cancer de vejiga.

19. Uso de un compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en la
fabricacion de un medicamento para su uso en combinacién con una cantidad eficaz de un agente adicional
seleccionado entre el grupo que consiste en un agente anticancer, un agente inmunosupresor y un agente
antiinfeccioso para el tratamiento del cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de estdbmago, cancer de
endometrio, cancer de las glandulas salivales, cancer de pulmoén, cancer de rifidén, cancer de colon, cancer
colorrectal, cancer de tiroides, cancer de pancreas, cancer de prostata o cancer de vejiga.
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Eficacia de mAb-mc-MMAF en Carcinoma de Pulmon L2987
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Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU)
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H-MC-vc-PAB-MMAE en monos Cynomolgus
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Volumen Tumoral Medio (mm3 )
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Volumen Tumoral Medio {mm3}
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Cambio de peso corporal (gramos)
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