ES 2703540 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 703 540
Eint. a1

CO07K 16/00 (2006.01)
CO7K 16/32 (2006.01)

CO7K 7/06 (2006.01)
CO7K 7/08 (2006.01)
A61K 47/68 (2007.02)
C12N 9/10 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 31.05.2013 ~ PCT/US2013/043684
Fecha y nimero de publicacién internacional: 12.12.2013 WO13184514

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  31.05.2013  E 13729859 (2)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 26.09.2018  EP 2855520

Tl’tulo: Métodos de marcacion especificos del sitio y moléculas producidas de este modo

Prioridad: @ Titular/es:

04.06.2012 US 201261655143 P NOVARTIS AG (100.0%)
12.03.2013 US 201361777430 P Lichtstrasse 35
4056 Basel , CH
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
11.03.2019 GEIRSTANGER, BERNHARD HUBERT;

GRUNEWALD, JAN Yy
BURSULAYA, BADRY

Agente/Representante:
CARVAJAL Y URQUIJO, Isabel

Observaciones :

Véase nota informativa (Remarks, Remarques
o Bemerkungen) en el folleto original publicado
por la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703 540 T3

DESCRIPCION
Métodos de marcacion especificos del sitio y moléculas producidas de este modo
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a un proceso de marcacion especifico del sitio y a las moléculas producidas por el
mismo.

Antecedentes

La conjugacion se ha usado ampliamente para optimizar las propiedades de proteinas biolégicamente activas, tales
como terapias con proteinas, conjugados de farmacos de anticuerpos (ADC), vacunas, vehiculos de direccionamiento
selectiva a tejidos, diagnosticos moleculares y conjugados de acidos nucleicos de proteinas. El método de conjugacion
tradicional utiliza el enlace covalente basado en lisina, lo que dificulta el logro de homogeneidad debido a la abundancia
de lisinas en la superficie de la proteina.

La marcacién especifica del sitio de proteinas se puede lograr mediante reacciones enzimaticas postraduccion, por
ejemplo, usando Of-alquilguanina-ADN-alquil-transferasa (AGT) humana, biotina ligasa, transglutaminasa, sortasa,
cutinasa o 4'-fosfopantetenil transferasas para la unién covalente de una etiqueta a una proteina.

Para las reacciones enzimaticas postraduccion que utilizan O8-alquilguanina-ADN-alquil-transferasa humana, la AGT
se fusiona con una proteina diana de interés, seguida de la adicién de una OS%-bencilguanina marcada, que es un
sustrato suicida para la AGT (Keppler et al., Nat. Biotechnol. 21: 86-89, 2003). Esta metodologia es la base de una
tecnologia llamada SNAP-tag™, que utiliza una etiqueta de 180 aminoacidos (Tirat et al., International Journal of
Biological Macromolecules, 39: 66-76, 2006). Sin embargo, la marcacion de proteinas utilizando esta metodologia se
produce solo en los extremos C- o N-.

Para la ligaciéon de biotina, la enzima biotina proteina ligasa (BPL) une la biotina al dominio portador de biotina de
ciertas carboxilasas o descarboxilasas. La BPL cataliza, en dos etapas, la reaccién dependiente de adenosina-5'-
trifosfato (ATP), la formacion postraduccion de un enlace amida entre el grupo carboxilo de la biotina y el grupo e-
amino de un residuo de lisina especifico ubicado dentro de un motivo de reconocimiento de Ala-Met-Lys-Met (SEQ ID
NO: 1017) altamente conservado dentro del dominio portador de biotina (Tirat et al., International Journal of Biological
Macromolecules, 39: 66-76, 2006). Esta metodologia se puede utilizar para crear etiquetas de fusién en el extremo C-
, el extremo N- o incluso dentro de la proteina objetivo y es la base para una tecnologia llamada BioEase™ (etiqueta
de 72 aminoacidos) y AviTag™ (utiliza la biotina ligase, BirA y la etiqueta peptidica aceptora de 15 residuos (AP)).

Las transglutaminasas catalizan la formacién de enlaces isopeptidicos estables entre las cadenas laterales de
glutamina (Gin) y lisina (Lys) con la pérdida de amoniaco, y se han utilizado para etiquetar cadenas laterales de
glutamina en proteinas con fluoréforos in vitro (Sato et al., Biochemistry 35: 13072-13080, 1996). Ademas, se han
utilizado transglutaminasas de tejido bacteriano y humano (BTGase y TG2) para catalizar la modificacion
postraduccién de diferentes IgG a través de las cadenas laterales de Lys o GIn ubicadas en la cadena pesada de IgG
(Mindt et al., Bioconjugate Chem. 19: 271-278, 2008; Jeger et al., Angew. Chem. Int. 49: 9995-9997, 2010).

Las sortasas se han usado para la modificacién de proteinas del sitio C- terminal y N- terminal, donde la sortasa A
cataliza la reaccion de transpeptidacion (Antos et al., JACS, 131: 10800-10801, 2009).

La cutinasa es una serina esterasa de 22 kDa que forma un aducto covalente especifico del sitio con ligandos de
fosfonato que es resistente a la hidrolisis. Las cutinasas se han utilizado para la modificacion de anticuerpos
especificos para el sitio C-terminal y N-terminal, seguida de la inmovilizacién sobre superficies (Kwon et al., Anal.
Chem. 76: 5713-5720, 2004; Hodneland et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 99: 5048-5052, 2002).

La 4'-fosfopanteteinilacion de las proteinas transportadoras de acilo (ACP) y las proteinas transportadoras de peptidilo
(PCP) estan implicadas en una modificacion postraducciéon esencial que se requiere para activar la sintesis de
metabolitos por policétidos sintasas (PKS) y péptido sintetasas no ribosémicas (NRPS)), respectivamente (Fischbach
et al., Chem. Rev. 106 (8): 3468-3496, 2006). La conversién de apo a holo de las ACP y PCPs es catalizada por las
4'-fosfopanteteina (ppan) transferasas, que unen una unidad estructural 4'-fosfo-pantetinilo de la coenzima A (CoA) a
un residuo de serina invariante de los dominios de proteinas (Lambalot et al., Chem. Biol. 3(11): 923-936, 1996).
Debido al tamafio comparativamente pequeio de las proteinas portadoras y la capacidad de las 4'-fosfopanteteinil
transferasas para aceptar analogos de CoA funcionalizados como sustratos, los investigadores han usado proteinas
portadoras como etiquetas de fusién para marcar proteinas diana con una variedad de sondas de moléculas pequenas
(véase, por ejemplo, La Clair et al., Chem. Biol. 11(2): 195-201, 2004; Yin et al., J. Am. Chem. Soc. 126(25): 7754-
7755, 2004). En un esfuerzo por reducir aun mas el tamano de la etiqueta de la proteina portadora, Walsh y sus
colaboradores utilizaron la presentacién de fagos para identificar los péptidos de 8 a 12 residuos que se reconocen
como sustratos eficientes por la 4'-fosfopanteteinil transferasa Sfp bacteriana (identificada previamente como locus
genético responsable de la produccion de surfactina) y AcpS (Yin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102(44): 15815-
15820, 2005; Zhou et al., ACS Chem. Biol. 2(5): 337-346, 2007; Zhou et al., J. Am. Chem. Soc. 130(30): 9925-9930,
2008). ElI documento W0O2007/041689 describe la marcacion de moléculas proteicas y no proteicas usando una
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reaccion de fosfopanteteinilacion, en donde la marcacién especifica del sitio de proteinas se logra a través de la fusion
de proteinas con sustratos peptidicos recientemente identificados de 4'-fosfopanteteinil-transferasas.

Los conjugados de farmaco de anticuerpo (ADC) se han utilizado para el suministro local de agentes citotéxicos en el
tratamiento del cancer (véase, por ejemplo, Lambert, Curr. Opinion In Pharmacology 5: 543-549, 2005). Los ADC
permiten la administracion dirigida de la unidad estructural del farmaco donde se puede lograr la maxima eficacia con
una toxicidad minima. A medida que mas ADC muestran resultados clinicos prometedores, existe una mayor
necesidad de desarrollar anticuerpos manipulados estables que proporcionen grupos reactivos capaces de
conjugacién con diversos agentes, especialmente conjugaciones especificas del sitio que puedan generar
inmunoconjugados homogéneos con una relacion definida de farmaco a anticuerpo para su uso en la terapia del
cancer.

Resumen

La presente descripcion se refiere a anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos, que comprenden al menos
una etiqueta peptidica que es un sustrato de 4'-fosfopanteteinil-transferasa, y esta localizada dentro del bucle
estructural de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. La presente divulgacion se refiere a inmunoconjugados
que comprenden dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados, y un grupo terminal. La presente
divulgacién también se refiere a métodos para producir tales anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados y
los inmunoconjugados, asi como a métodos para usar tales composiciones.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un anticuerpo modificado o fragmentos del mismo, que
comprenden al menos una etiqueta peptidica que es un sustrato de 4'-fosfopanteteinil-transferasa, y esta localizada
dentro del bucle estructural de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, y en donde la 4'-fosfopanteteinil-
transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa humana o una forma mutante u homdloga de la misma que
retiene la actividad de la 4'-fosfopanteteinil-transferasa; y en donde la etiqueta peptidica se selecciona del grupo que
consiste en:

GDSLSWLLRLLN (SEQ ID NO: 1),
GDSLSWL (SEQ ID NO: 2),
GDSLSWLVRCLN (SEQ ID NO: 3),
GDSLSWLLRCLN (SEQ ID NO: 4),
GDSLSWLVRLLN (SEQ ID NO: 5),
GDSLSWLLRSLN (SEQ ID NO: 6),
GSQDVLDSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 7),
VLDSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 8),
DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9),
GDSLDMLEWSLM (SEQ ID NO: 10),
GDSLDMLEWSL (SEQ ID NO: 11),
GDSLDMLEWS (SEQ ID NO: 12),
GDSLDMLEW (SEQ ID NO: 13),
DSLDMLEW (SEQ ID NO: 14),
GDSLDM (SEQ ID NO: 15),
LDSVRMMALAAR (SEQ ID NO: 16),
LDSLDMLEWSLR (SEQ ID NO: 17),
DSLEFIASKL (SEQ ID NO: 18),
DSLEFIASK (SEQ ID NO: 19),
DVLDSLEFI (SEQ ID NO: 20),
VLDSLEFIAS (SEQ ID NO: 21), y
DSLDMLEWSL (SEQ ID NO: 1132),
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y en donde la etiqueta peptidica se inserta entre los residuos de aminoacidos 110 y 111 de la cadena ligera, o la
etiqueta peptidica se inserta entre los residuos de aminoacidos 119 y 120, o entre los residuos de aminoacidos 120 y
121, o entre los residuos de aminoacidos 135 y 136 , o entre los residuos de aminoacidos 136 y 137, o entre los
residuos de aminoacidos 138 y 139, o entre los residuos de aminodcidos 162 y 163, o entre los residuos de
aminoacidos 164 y 165, o entre los residuos de aminoacidos 165 y 166, o entre los aminoacidos residuos 194 y 195,
o entre los residuos de aminoacidos 195 y 196 del dominio CH1; o la etiqueta peptidica se inserta entre los residuos
de aminoacidos 388 y 389 del dominio CH3; en donde los aminoacidos estdn numerados de acuerdo con el sistema
de numeracion Eu.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un anticuerpo modificado o fragmentos del mismo, en
donde la etiqueta peptidica se selecciona del grupo que consiste en:

GDSLDMLEWSLM (SEQ ID NO: 10),
GDSLDMLEWSL (SEQ ID NO: 11),
GDSLDMLEWS (SEQ ID NO: 12),
GDSLDMLEW (SEQ ID NO: 13),
DSLDMLEW (SEQ ID NO: 14), y
DSLDMLEWSL (SEQ ID NO: 1132),

en donde la etiqueta peptidica se inserta entre los residuos de aminoacidos 110y 111 de la cadena ligera, o la etiqueta
peptidica se inserta entre los residuos de aminoacidos 119 y 120, o entre los residuos de aminodacidos 120 y 121, o
entre los residuos de aminodacidos 135y 136, o entre los residuos de aminoacidos 136 y 137, o entre los residuos de
aminoacidos 165 y 166 del dominio CH1, o entre los residuos de aminoacidos 388 y 389 del dominio CH3.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados que
comprenden SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:149, SEQ ID NO:151, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:157, SEQ ID
NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:179, SEQ
ID NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:256, SEQ ID NO:257, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID NO:267,
SEQ ID NO:268, SEQ ID NO:277, SEQ ID NO:278, SEQ ID NO:356, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID
NO:364, SEQ ID NO:365, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:380, SEQ
ID NO:381, o SEQ ID NO:384.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la invencién son un isotipo
seleccionado de 1gG, IgM, IgE e IgA. En algunas otras realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
modificados de la invencién son un subtipo de IgG seleccionado de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En algunas realizaciones,
los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la invencién son un anticuerpo humano o humanizado o
fragmento de anticuerpo. En una realizacion especifica, el anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo de la
invencion es un anticuerpo anti-HER2 o fragmento de anticuerpo anti-HER2. La presente invencién proporciona
ademas inmunoconjugados que comprenden dichos anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos.

La presente invencion proporciona ademas inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo modificado o fragmento
de unién a antigeno del mismo y un grupo terminal; en donde dicho grupo terminal esta unido al anticuerpo modificado
o al fragmento de unién a antigeno del mismo mediante un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la Férmula
(I-b):

P 8]
S TUNYS G
O OH OH
Farmula {I-b),

En donde:

L1 es un enlace, un enlazador no enzimaticamente escindible, un enlazador no escindible; un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L2 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible; un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;
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L3 es un enlace, un enlazador no escindible enzimaticamente, un enlazador no escindible; un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L4 es un enlace, un enlazador no enziméaticamente escindible, un enlazador no escindible; un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolante,

el * denota donde la unidad estructural 4'-fosfopanteteinil esta unido a la etiqueta del péptido, y en donde el grupo
terminal es una unidad estructural de farmaco, una sonda de afinidad, un quelante, una sonda espectroscépica, una
sonda radioactiva, un reactivo de imagen, una molécula lipidica, un polietilenglicol, un polimero, una nanoparticula, un
punto cudantico, un liposoma, una particula de PLGA, un polisacéarido, un grupo acetilo o una superficie;

o el enlazador tiene una estructura de acuerdo con la férmula (I-c):

% 8] 0
__E_ D:;!l !O\K/U\N/\)\ NMSF‘L?_L!'_ Ls _%_
* H
Qi o oH

Farmula (l-c),

en donde
L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X?-;
Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;

L4 es un enlace, -A4-, -AsX?-,

H 3 k]
Oﬁ}i‘
o
(5
o ;\H OH
J]\ © ©
~ o)
53111 0 ffo
“Lg 57??/ HO OH
N~ N
H ©, H® OH ,
B’{(O
o)
oH N%
H
o) o)
© H
~ O. O - N -
o on ;N/\/\H/ j{ 327, Y\/\N"Z‘z‘ ;&;\\/ W]}%
H H
OH , 0 , o} , o}
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}’STH\/}"\ %LS?S/MOWE; S

“%FE”M; ﬁf‘a Eg/\w"wﬁz

A1 es -C(=0)NH-, -NHC(=0)-, -C(=0)NH(CHz)n-, -C(=0)NH(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)m-, ~(O(C(R*2)n)m-, -((CH2)nO)rm-, -
(((C(R*2)nO)m-, ~((CH2)nO)m (CHz) L((C(R*2)xO)mC(R%)2)n -, ~(CH2)aC(=O)NH-, ~(C(R#)2)aC(=0)NH-,-(CH2)sNHC(=O)-
. -(C(RH2):NHC(=0)-, -NHC(=0)(CHz)r-. -NHC(=0)(C(R%)2)n-,-C(=O)NH(CH2)nS-, -C(=O)NH(C(R¥)2)nS-, -
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R4)2)aC(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(=O)NH(C(R*)2)sNHC(=0)(C(R¥)2)n-, -
C(=0)(CH2)n-, -C(=0)(C(R*)2)n-,-(CH2)nC(=0)-, -(C(R*)2)nC(=0)-, -(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,-
(C(R%)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(CH2)nN Hz)n-,-(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, -
(CH2)nNH((CH2)nO)m(CH2)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-, -(O(CHz2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, o-
(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

m',-((CHz)nO)m-, -(((C(R4)2)n0)m', -

Az es -C(=0)NH-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(=O)NH(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)m-,-(O(C(R*)2)n)
) C(R*2)nC(=0)NR*-,-(CH2)nNHC(=0)-,

((CH2)nO)m(CHz)n-,~(((C(R*)2)nO)mC(R*2)n -, ~(CH2)nC(=O)NH-,  -(C(R?)

(C(RO2)nNHC(=O)-, ~_-NHC(=O)(CHz)r-,  -NHC(=O)(C(R*)2)n--C(=ONH(CH2):S-,  -C(=OINH(C(R)2)nS-, -
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=0)NH-,-(CH2)nS-, -(C(R*)2)nS-, -S(CH2)n-, -S(C(R*)2)n-,-(CH2)nNH-, -(C(R*)2)nNH-, -
C(=0)NH(CH2)nNHC(=0)(CHz)n-,-C(=O)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, -C(=0)(CHa)n-, -C(=0)(C(R*)2)n--
(CH)hC(=0)-,  -(C(R*)2)sC(=0)-, ~(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0) (CHa)r- ~(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=O)(C(R*)2)r-, -
(CHz)n(O(CHa))mOC(=O)NH(CHz)n-, - (C(R*2)n(O(C(R*)2)n)mOC(=OINH(C(R%)2)r-, ~ ~ -(CHe)iNHC(=0)(CHz)n-,-
(C(R%)2)niNHC(=0)(C(R*)2)n-, (CHz)nNH((CHz)nO) (CHz) -(C(R*)2)sNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-,
(O(CHz2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,-(O(C(R*)2)n)mNHC (= -

sfmi

q*ﬂ

As es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(= -, “(O(CHz)o)or~(O(C(R)2))rr, ~((CH)O)r, (((C(R)2)nO)r,
-((CH2)4O)m(CHz)n-,-(((C(R%)2 )nO)mC(R4)) - (CHz)nC( O)NH -(C(R ))nC(=O)NH-,-(CHz)nNHC(=O)-,
(C(R)2)NHC(=O)-,  -NHC(=0)(CHz)rr,  -NHG(=O)(G(Ré)e)n-C(=OINH(CHz)nS-,  -G(=OINH(C(RY)2):S-,
S(CH2)aC(=0)NH-,-S(C(R*)2)aC(=O)NH-, (CHa),S- -(C(R%)2)nS- _S(CHa)n-, -S(C(R%)2)n--
C(=O)NH(CH2)sNHC(=0)(CHz)r-,  -C(=O)NH(C(R*)2)sNHC(=0)(C(R*)2)n-,-C(=O)(CH2)-,  -C(=O)(C(R*2)m-, -
(CH2)nC(=0)-,  -(C(R*2)nC(= O) -(CH2)n(O(CH2)n )mNHC( O)(CH2)n-,  -(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-,-
(CHz)s(O(CH)r)mOC(=0)NH(CHe)rr,  (C(R)2)n(O(C(R*)2)r)nOC(=ONH(C(RY)2)r-,  ~(CH)n(O(CH)n)nOC(=O)-
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mOC(=0)-, (CHZ)n(O(CHz)) C(=0)-,-(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mC(=0)-, -(CH2)nNHC(=0)(CHz)n-,-
(C(R")2)NHC(=0) (C(R*)z)r -(O(CH2)n)mNHC (=0)(CHz)n-,-(CHz)aNH((CH2)nO)m(CH2)n-,
(O(C(R%)2)n)mNHC(=0)(C (R4))
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A4 s -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-,
((CHZ)nO)m(CHZ)n',
(C(R*)2)ANHC(=0)-,
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-,
-C(=0)(C(R*)2)n-,
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-,
(CH2)aNH((CH2)aO)m(CH2)n-,-(C(R

C(=0)(CH2)n-,

ES 2703 540 T3

firﬁ

-(((C(R*)2)nO)mC(R*)2)n
-NHC(=0)(CHz)n-,

(O(C(R*2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

-C(=0)NH(C(R%)2)r-,
-(CH2)nC(=O)NH
-NHC(=0)(C(R%)2)n-,
-C(=0)NH(CHz2)aNHC(=0)(CH2)n-,
-(C(R*)2)nC(=0)-,
-(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,
-(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHa)n-,

-(CH2)nC(=0)-,
4)2)nNH((C(R%)2)nO)m(C(R*

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

N,
4NN

c:i

)2)n-,

-C(=O)NH(CHz

L
k_/\

-(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(C
-(C(R*2)nNHC(=0)(C(R*)2)n-,

-(O(CH2)n)m-,-(O(C(R*h)n)m-,-((CH2)nO)m-, ~(((C(R*)2)nO)m-, -
-(C(R*)2)nC(=0)NH-,-(CH2)sNHC(=0)-,
)nS-,  -C(=O)NH(C(R*)2)nS-,
-C(=0)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n
He)n-,-
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-CHR*(CH2)nC(=0)NH-,-CHR*(CH2)nNHC(=0)-, -C(=O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C+.4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, flior, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

NLOENG
ﬁ | ©\(C"lz)omzN H-%—,
4 _ NG SN ~§- ST
5”%@*{ FFFU@{ u(CHQ)O—ZNH_E_, :;H . N7
?ﬁl/\'\’j\ 0 0 —E—HMH Ny
AT Uf{

1-3H

R? se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-6;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9,

en donde el grupo terminal es una unidad estructural seleccionada de un agente antiinflamatorio, un agente contra el
cancer, un agente antifingico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antiviral, un agente
anestésico, un inhibidor de V-ATPasa, un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un
estabilizador de microtibulos, un desestabilizador de microtibulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide,
un MetAP (metionina aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacion nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de
DPPIV, un inhibidor de las reacciones de transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de
proteinas, un inhibidor de la CDK2, un inhibidor de la CDK9, un inhibidor de la Eg5, un inhibidor de la HDAC, un agente
danino para el ADN, un agente alquilante del ADN, un intercalador de ADN, un ligante del surco menor del ADN, un
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inhibidor de proteasoma, un inhibidor de ARN polimerasa y un inhibidor de DHFR; o en donde el grupo terminal se
selecciona entre un fluor6foro, un cromdéforo, un punto cuantico, una sonda magnética, una sonda radioactiva, un
reactivo de formacion de imagenes, un reactivo de contraste o una sonda de afinidad.

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de los
inmunoconjugados de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y un diluyente, vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también se refiere al anticuerpo modificado de la invencién o al fragmento de union a antigeno
del mismo o a la composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la
invencion para uso como un medicamento.

La presente invencion se refiere al anticuerpo modificado de la invencion o al fragmento de unién a antigeno del mismo
o a los inmunoconjugados de la invencién para uso en el tratamiento del cancer, una enfermedad inflamatoria o una
enfermedad infecciosa.

La presente invenciéon proporciona &cidos nucleicos que codifican los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
modificados de la invencion, y células huésped que comprenden tales acidos nucleicos.

La presente invencién proporciona un método para producir los inmunoconjugados de la invencién que comprende

(a) incubar en condiciones adecuadas el anticuerpo modificado de la invencion o el fragmento de unién a antigeno del
mismo, una 4'-fosfopanteteinil transferasa, y un grupo terminal unido a CoA o un grupo terminal unido a un anélogo
de CoA, promoviendo asi la formacién del inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo y el grupo terminal unidos entre si por un enlazador que comprende una 4'-fosfopanteteina o un
analogo de 4'-fosfopanteteina;

b)

i) incubar en condiciones adecuadas un anticuerpo de la invencién o un fragmento de unién a antigeno del mismo con
una 4'-fosfopanteteinil transferasa y un CoA o un analogo de CoA, uniendo asi una 4'-fosfopanteteina o una 4'-
fosfopanteteina anélogo al anticuerpo o antigeno unién fragmento del mismo, en donde la 4'-fosfopanteteina y el
andlogo de la 4'-fosfopanteteina comprenden un grupo funcional, y

i) hacer reaccionar la 4'-fosfopanteteina o el analogo de 4'-fosfopanteteina con un grupo reactivo opcionalmente unido
a un grupo terminal, formando asi el inmunoconjugado que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo y el grupo terminal unido entre si por un enlazador que comprende una 4’-fosfopanteteina o un analogo de
4'-fosfopanteteina; o

c)

i) incubar en condiciones adecuadas un anticuerpo de la invencién o un fragmento de unién a antigeno del mismo con
una 4'-fosfopanteteinil transferasa y un CoA o un analogo de CoA, uniendo asi una 4'-fosfopanteteina o una 4’-
fosfopanteteina anélogo al anticuerpo o antigeno unién fragmento del mismo, en donde la 4'-fosfopanteteina y el
andlogo de 4'-fosfopanteteina comprenden un grupo funcional protegido;

ii) desproteger el grupo funcional protegido de la 4'-fosfopanteteina o el analogo de la 4'-fosfopanteteina, y

iii) hacer reaccionar el grupo funcional desprotegido de la 4'-fosfopanteteina o el analogo de 4'-fosfopanteteina con un
grupo reactivo opcionalmente unido a un grupo terminal, formando asi el inmunoconjugado que comprende el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo y el grupo terminal unido juntos por un enlazador que
comprende una 4'-fosfopanteteina o un andlogo de 4'-fosfopanteteina; en donde dichas condiciones adecuadas
comprenden una temperatura entre 4°C a 37°C y pH 6.5 a pH 9.0.

La presente invencién proporciona un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo modificado de la invencion o el
fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde un residuo de serina de la etiqueta peptidica en dicho anticuerpo
modificado o fragmento de unién al antigeno del mismo se conjuga con un grupo 4'-fosfopanteteina que tiene la
estructura de Férmula (D-a), Féormula (E-a), Féormula (F-a) o Férmula (G-a):

O 0
—2—0\ o AR, —-0 I
RO Ay A o St
/ OH H & “oH H

0 OH OH

Foérmula (D-a) Férmula (E-a)
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o
% 2 GX(”\NJ“V Li—L:-As-R, _%_D;F,O%)\Nwh%rtrm—&
D" \DH H

OH

Formula (F-a) Férmula (G-a)

en donde:

L1 es -A1X23- 0 -X2-;

L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X?-;
Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;
A1 es -C(=O)NH-, -NHC(=0)-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(=0)NH(C(R*)2)n-, ~(O(CHz)n)m-, ~(O(C(R*)2)n)m-, -((CH2)aO)m-, -
(((C(R*)2)nO)m-, -((CH2)nO)m (CH2) (((C(R4)2)n0)mC(R%2)n -, -(CHz nC(=O)NHH -(C(R*)2)nC(=O)NH-,-(CH2)n.NHC(=0)-

-(C(R4)z)nNHC( 0)-, -NHC(= O)(CHz) -NHC(=0)(C(R*)2)n-,-C(=O0)NH(CH2)nS-,  -C(=O)NH(C(R*)2)nS-,
S(CHz2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=0)NH-, -C( O)NH(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-,-C(= O)NH(C(R4)2)nNHC(=O)(C(R4)2)n-, -

C(=0)(CHz)n-, -C(=0)(C(R*2)n-,-(CH2)nC(=O)-, -(C(R%2)nC(=0)-, ~(CH2)o(O(CHz)n)nNHC(=0)(CHz)n
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R%)2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-(C(R*)2)aNHC(=0) (C(R%)2) -, -
(CH2)sNH((CH2)nO)m(CHz)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)n0)m(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,
(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

Az 68 -C(=O)NH-, -C(=0)NH(CHz)n-, -C(=O)NH(C(R%)2)n-, -(O(CH2)n)m-,-(O(C(R*)2)n)m-,-((CH2)nO)m-, ~(((C(R*)2)nO)m-, -
((CH2)nO)m(CHz)n-,~(((C(RH2)nO)mC(RY2)n -, -(CH2aC(=O)NH-,  -(C(R*)2)nC(=O)NR*-,-(CHz)n,NHC(=0)-,

(C(RY2INHC(=0)-,  -NHC(=0)(CHa),  -NHC(=0)(C(R)a)r--C(=0NH(CHz):S-,  -G(=ONH(C(R2)rS-, -
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-,-(CH2)sS-, -(C(R*)2)nS-, -S(CHz)n-, -S(C(R*)2)n-,-(CHz)aNH-, -(C(R*)2)aNH-, -
C(=0)NH(CH2)"NHC(=0)(CHz)n-,-C 0)(CHa)r-, “G(=0)(G(R“)2)
(CH2)nC(=0)-,  -(C(R%2)n (O(C(R4)2) )mNHC( 0)(C(R%)2)n-,-
(CH2)n(O(CH2)n)mOC(=O)NH(CHz)n-,  -(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mOC(=O)NH(C(R*)2)n-,  -(CH2)aNHC(=0)(C
§ (R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-,

(=O)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, C(
(O) -(CH2)n(O(CH2)n )mNHC( )(CHz)n |£|((3( ))

(
(
O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-,-(O(C(R*)2)n)mNHC

) (=0)(C(R%)2)n-,
O
H
~ N
O
..

(o]

Z1

7y

As es -C(=0)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-, -C(=O)NH(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n) ~-(O(C(R*2)n)m- ((CHZ)HO) -(((C(R*)2)nO)nr-,
-((CH2)nO)m(CHz2)n-,-(((C(R*)2)nO)mC(R*2)n -, ~(CH2)aC(=O)NH-,  -(C(R*)2)n (0) ~(CH2):NHC(=O)-,
(C(R*)2)NHC(=0)-, ~ -NHC(=0)(CHz)n-,  -NHC(=O)(C(R*)2)rr, (= )NH(CH2)aS -C(=O)NH(C(R4)2)nS-,
S(CHz2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-, “(CHonS-, -(C(R))S -S(CHa)r, -S(C(R%)2)n-,-
C(=0)NH(CH2)\NHC(=0)(CHz)n-,  -C(=0)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-,-C(=0)(CH2)n-,  -C(=O0)(C(R*)2)n-, -
(CHe)nC(=0)-,  ~(C(R¥2)nC(=0)-,~(CH2)n(O(CHz)n JmNHC(=0)(CHa), -(C(R2)n(O(C(R4)2)n)rNHC(=O)(C(R¥)z)r
(CH2)n(O(CHz))mOC(=0)NH(CHz)n-,  -(C(RY2)n(O(C(R)2)mmOC(=OINH(C(R)2)r,  ~(CHz)n(O(CHz))mOC(=0)--
é( 2)n(O(C(RY2)n)nOC(=0)-, ~(GH2)n(O(CH2)n)nG(=0)--(C(R )4 !

)n (R?)
-(C(R%)2)n(O(C(R*)2)n)mC(=0)-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-
C(R*)2)sNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n)mNHC(=0)(CHz)n-,-(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-,

>

H

10

Ha2)n-,-



ES 2 703 540 T3
-
f‘u N\itf\ 0
© II}J‘/U\NH

As es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(=0) O(CHz)n) C(R%)2)n

5  ((CH2)nO)m(CH2)n-,~(((C(RY2)nO)mC(RH2)n -, (CHz)nC( O)NH (C( %)2)
(C(R%2):NHC(=0)-,  -NHC(=0)(CHz)n-, -NHC(=O)(C(R4)2)n-,-C(=O)NH(CH2)
S(CH2)aC(=0)NH-,-S(C(R*)2):C(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)s-,-C(=O
C(=0)(CH2)n-, -C(=0)(C(R%2)n-,-(CH2)nC(=0)-, -(C(R%)2)nC(=0)-, -(CHz2)n(O(CHz2)n)NHC (=
(C(R%)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-,

10  (CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz2)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHa)n-,
(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

2

) .
2C(=O)NH-,-(CH2)aNHC(=O)-,
2S-,  -C(=O)NH(C(R*)2)sS-,
)NH(C(R4)2)\NHC(=0)(C(R*)?2)n
0)(C

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

0 o) 0 o) ~¢ _R®
'%‘(}5?{ —ggf“‘%‘ %_Sﬁ{g@_ —%—N%js % ﬁﬁ\.ﬂiﬁ
s Hﬁ: 0 F?iph Ph‘p/’c,)Ph

m','((CH2)nO)m', '(((C(R4)2) O)m', -
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-S-, -Si(OH)20-,
O_. —
_§_S/ﬁo~ -
I\O— _

-CHR*(CH2)nC(=0O)NH-,-CHR*(CH2)nNHC(=0)-, -C(=0O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R°® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C1-4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0O)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

> 3
fi, <CH2)OM2NH-§-,

12
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\;m v fo U(CHZ)O oNH- % \EH - N\/ ,,:'f
O O H H
i Py,

13 H
R® se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-s;
cada n se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7,8y 9,

5 cada m se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y

R' es un tiol, una maleimida, una haloacetamida, un alquino, una triaril fosfina, un cicloocteno, un oxanobornadieno,
una azida, una diaril tetrazina, un norborneno, una monoaril tetrazina, una hidroxilamina, una hidrazina, NH2-NH-
C(=0)-, un aldehido o una cetona.

La presente invencién proporciona ademas inmunoconjugados en los que el grupo 4'-fosfopanteteina es

% O O
_é_ % o

&
N
/:7P\OH H

10 0 OH

H

En una realizacién, la invencion se refiere a inmunoconjugados en los que un residuo de serina de la etiqueta peptidica
en dicho anticuerpo modificado o fragmento de unién a antigeno del mismo se conjuga con un grupo 4'-fosfopanteteina
que tiene la estructura de Férmula (D-a), Férmula (E-a), Férmula (F-a) o Férmula (G-a), y en donde la serina conjugada
tiene una estructura seleccionada de:

H
N
,H f j’g/ e’f
% 0
’ C\)\ O L—A,—R

OH H OH
15 OH , OH ,

OH
O
H
Y
O O
O_’\F\:\),O\’X])LN/\\/L—\_Lz L3 A4 R1
OH o "
(o]
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0
N,
P
2’ o 0 0
Q_\é,O\X(lN/\/U\N/\‘/SH
OH onH H

En una realizacién, el inmunoconjugado de la invencién comprende un anticuerpo modificado o fragmento de unién a

antigeno del mismo, en donde un residuo de serina de la etiqueta peptidica en dicho anticuerpo modificado o fragmento

de unién a antigeno del mismo se conjuga con un grupo 4'-fosfopanteteina modificado y tiene una estructura
5 seleccionada desde:

e
A
0

)
O—‘I‘? ,O\><r)LN,\/A1"X2'L2'L3"‘L4—TG
OH H

OH ,
0O
.
-
2 i Xo-Ls—L,—TG
o—p-O ~ ARl
OH  on "
O
H
e
O
Li—Llo—As~Xo—Ls—TG
O—\&{’O)QLN/\/1 27Az™ XLy
OH  on "
y
O
H
A
O
\ Limlo—La—As~X-TG
O_\R,O H/\/1 2TL3TAYTAY
CH
10 OH :
en donde

L1 es -A1X3- 0 -X2-;
L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X2-;
Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;

15 L4 es un enlace, -A4-, -AaX?-,

14
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e

g oWog WMoY
2’3\(0

o}
2
OH E;\N/
H
0 o

)II ?‘NW"?f e R

fTN\/f’s\ L"%LN L \"}‘% ¥ ’/\(\)f \,ﬁ’z
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A1 es -C(=O)NH-, -NHC(=0)-, -C(= O)NH(CHz) -C(=0)NH(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n)m-, -(O(C(R*)2)n)m-, -((CH2)nO)m-, -
(((C(R*2)nO)m-, -((CH2)nO)m(CHz)n-,-(((C(R*)2 )nO)mC(R4) )n =, -(CH2)nC(=O)NH-
-(C(R*2)aNHC(=0)-, -NHC(= O)(CHz) -NHC(= O)(C(R“)z n-,-C(=0)

; = (CHZ)nS -C(=O)NH(C(R*)2)nS-,
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-, -C( O)NH(CH2)nNHC(=0)(CH2

N -
)n-,-C(= O)NH(C(R4)2)nNHC(=O)(C(R4)2)n-, -

C(=0)(CHz)n-, -C(=0)(C(R*2)n-,-(CH2)nC(=O)-, -(C(R%2)nC(=0)-, ~(CH2)o(O(CH2)r)nNHC(=0)(CHz)o
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R%)2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-(C(R*)2)aNHC(=0) (C(R%)2) -, -
(CH2)sNH((CH2)nO)m(CHz)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,
(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n

Az es -C(=0)NH-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(=O)NH(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)m-,-(O(C(R*)2)n)
((CH2)nO)m(CH2)n-,-(((C(RY2)nO)mC(R*2)n -,  -(CH2)nC(=O)NH-,  -(C(R*)2)nC(=0O)NR*-,-(CH2)aNHC(=0)-,

(C(R*)2)sNHC(=0)-, NHC(=O)(CH2)n-, "NHC(=0)(C(R¥)2)r-,-C(=OINH(CHe):S-,  -C(=ONH(C(RY2S-, -
S(CH2)1C(=O)NH- -S(C(R*)2)C(=O)NH-,-(CHe)oS-, ~(C(RY)2)nS-, -S(CHz)rr, -S(C(R)e)r,-(CHz)aNH-, ~(C(RYa)oNH-, -
C(=0)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(= O) H(C(R*)2)ANHC(=0)(C(R*)2)n-, -C(=0)(CH2)n-, -C(=0)(C(R*)2)n--
(CH2)iC(=0)-, ~(C(R*2)sC(=0)-, -(CHz)n(O (CHz)o)sNHG(=O)(CHaln-,-(C(RY)2)n(O(C(R*)2)n)sNHC(=O) (C(R¥)e)r-, -
(CH2)a(O(CH2)n)mOC(=O)NH(CH2)n-,  -(C(R*)2)n(O(C(R%)2)n)mOC(=O)NH(C(R¥)2)n-,  -(CH2)aNHC(=O)(CHa)n-,-
(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, (CHz)nNH((CH2)nO) (CH2) -(C(R*)2)nNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-,
(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, 2)n)mNHC(=0)(C(R*
(o]

Z1

7y

A3z es -C(=0)NH-, -C(=0O)NH(CHz)n-, -C(=O)NH(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n)m -(O(C(R

-((CH2)nO)m(CH2)n-,-(((C(R#)2)nO)mC(R#)2)n -,  -(CH2)aC(=O)NH -(C(R

(C(R*)2)nNHC(=0)-, NHC( 0)(CH2)n-, -NHC(=0)(C(R*2)n-,- (= )NH(
)

)z)) ((CHz)nO) -(((C
2)n (0) (CHz) NH
Hz)nS -C(=O) H(C(R%)2)n -
S(CHz) (R )) -
O)(CHa)n-, -C( O)(C(R%2)n-,
((( #)2)n)mNHC(=0)(C(R ))
) -(CH2)n(O(CH2)n)mOC(=0)-,-
))nE E ))-), -(CH2)nNHC(=0)(CHz)

(R*)2)aO)m-,
C(=O)
*)2)nS
S(CH2)aC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-, “(CHo):S-, -(C(R%)2 -S(C
C(=O)NH(CH2):NHC(=O)(CHz)n,  -C(=O)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R%)2)n-,
(CH2)nC(=0)-,  -(C(R*2)aC(=0)-,~(CHz)n(O(CHz)n )nNHC(= )(CHz) < (
(CH2) (O(CH2)n )mOC(=O)NH(CH2) -(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mOC(=0)NH(C(
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mOC(= 0)-, (CH2) (O(CHz)) C(= ) ( ( )) ( (C(R*2)n
(C(R*)2)sNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n)mNHC(=0)(CHz2)n- n)mNHC(=

f%
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As es -C(=0)NH-, -C(=0)NH(CHz)n-, -C(=O)NH(C(R%)2)n-, -(O(CHz)n)m-,~(O(C(R*)2)n)m-,-((CH2)nO)m-, -(((C(R*)2)nO)rr-, -
((CH2)nO)m(CH2)n-,-(((C(RY2)iO)mC(RY2)n -, -(CH2)nC(=O)NH-,  -(C(R%)2)nC(=O)NH-,-(CH2)o,NHC(=0)-, -
(C(R92):NHC(=0)-,  -NHC(=0)(CH2)a-,  -NHC(=0)(C(R*)2)n-,-C(=O)NH(CH2)nS-,  -C(=O)NH(C(R%)2)nS-, -
S(CHz2)nC(=0)NH-,-S(C(R*)2)nC(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(=O)NH(C(R*)2)-NHC(=0)(C(R%)2)-, -

C(=O)(CH2)n-, -C(=0)(C(R*2)n-,-(CH2)nC(=0)-, -(C(R*2)nC(=0)-, -(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-,-
(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(CH2)nNHC(=0)(CHz)n-,-(C(R*)2)naNHC(=0)(C(R*)2)n-,
(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)nO)m(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-,

(O(C(R%)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

N
O , O , , , H ,
i 7
RY %~ Q P;\/Ph p—Ph
o ® o)
|
BN ) @ +)
H , f‘f‘f , HN%_,
R, s Ry
\N \ .
_—%__O \ /N _g_RS
. o+
s Ry
R \
; N """g—R / O N\
- ‘ N
—§—-o LN é—Nzi—_S\—l\f
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-S-, -Si(OH)20-,
O_ _—
§ Pl
—3-SiC
O_ —

5 -CHR*(CH2)nC(=0O)NH-,-CHR*(CH2)nNHC(=0)-, -C(=0O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R se selecciona independientemente de H, alquilo C+-s, fenilo o alquilo C1-4 sustituido con 1 a 3 grupos -OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, flior, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

10 R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

> 3
fi, <CH2)OM2NH-§-,
5% ﬁij U(CHQ)MNH% \;\H O-ZIN\/AJ'J\J
H H
O iy

1.3 H

15 R? se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-6;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,

cada m se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
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TG es un grupo farmacoldgico, una sonda de afinidad, un quelante, una sonda espectroscopica, una sonda radioactiva,
un reactivo de generacion de imagenes, una molécula lipidica, un polietilenglicol, un polimero, una nanoparticula, un
punto cuantico, un liposoma, una particula de PLGA, un polisacarido, un grupo acetilo o una superficie.

Definiciones

Los términos "alquenilo” o "alqueno”, como se usan en este documento, se refieren a un hidrocarburo de cadena lineal
o ramificada que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los &tomos orientados sobre el doble enlace estan
en la conformacion cis (Z) o trans (E). Como se usa en el presente documento, los términos "alquenilo Cz2-C4",
"alquenilo C2-Cs", "alquenilo C2-Ce", "alquenilo C2-C7", "alquenilo C2-Cs", " alqueno C2-C4", " alqueno C2-Cs", " alqueno
C2- Ce", "alqueno C2-C7" y "alqueno C2-Cs" se refieren a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que tiene al
menos un doble enlace carbono-carbono y que contiene al menos 2, y como maximo 4, 5, 6, 7 o 8 &tomos de carbono,
respectivamente. Ejemplos no limitantes de grupos alquenilo, como se usan en este documento, incluyen etenilo,
etano, epropenilo, propeno, alilo (2-propenilo), 2-propeno, butenilo, pentenilo, penteno, hexenilo, heptenilo, hepteno,
octenilo, nonenilo, noneno, decenilo, deceno y similares. Si no se especifica lo contrario, un grupo alquenilo
generalmente es un alquenilo C2-Ce.

Los términos "alquinilo" o "alquino”, como se usan en este documento, se refieren a un radical de hidrocarburo de
cadena lineal o ramificada que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Como se usa en el presente
documento, los términos "alquinilo C2-C4", "alquinilo C2-Cs", "alquinilo C2-Ce", "alquinilo C2-C7" y "alquinilo C2-Cs" se
refieren a un radical de hidrocarburo de cadena ramificada o recta que tiene al menos triple enlace de carbono-carbono
y que contiene al menos 2 y como maximo 4, 5, 6, 7 u 8 atomos de carbono, respectivamente. Ejemplos no limitantes
de grupos alquinilo, como se usan en este documento, incluyen etinilo, propinilo, butinilo, pentinilo, hexinilo, heptinilo,
octinilo, noninilo, decinilo y similares. Si no se especifica lo contrario, un grupo alquinilo generalmente es un alquinilo

Co-Ce.

El término "alquilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada
saturada. Tal como se usa en el presente documento, los términos "alquilo C1-Cs", "alquilo C1-C4", "alquilo C1-Cs",
"alquilo C1-Ce¢", "alquilo C1-C7" 0 "alquilo C1-cs" se refieren a hidrocarburo saturado de cadena lineal o ramificada que
contiene al menos 1, y como maximo 3, 4, 5, 6, 7 u 8 atomos de carbono, respectivamente. Ejemplos no limitantes de
grupos alquilo como se usan en este documento incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-
butilo, t-butilo, n-pentilo, isopentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo. y similares. Si no se especifica lo contrario, un
grupo alquilo generalmente es un alquilo C1-Ce.

El término "alcoxi", como se usa en el presente documento, se refiere al grupo -ORa, donde Ra es un grupo alquilo
como se define en el presente documento. Tal como se usa en el presente documento, los términos "alcoxi C1-C3",
"alcoxi C1-C4", "alcoxi C1-Cs", "alcoxi C1-Cs", "alcoxi C1-C7" y "alcoxi C1-Cs" se refieren a un grupo alcoxi en donde la
unidad estructural alquilo contiene al menos 1, y como méaximo 3, 4, 5, 6, 7 u 8, atomos de carbono. Ejemplos no
limitantes de grupos alcoxi, como se usan en este documento, incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butiloxi,

t-butiloxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi y similares.

El término "arilo", como se usa en el presente documento, se refiere a sistemas de anillos monociclicos, biciclicos y
triciclicos que tienen un total de seis a catorce miembros de anillo, en donde al menos un anillo en el sistema es
aromatico. Un grupo arilo también incluye uno o mas anillos aromaticos fusionados a uno o mas anillos de
hidrocarburos no aromaticos. Ejemplos no limitantes de grupos arilo, como se usan en este documento, incluyen fenilo
(Ph), naftilo, fluorenilo, indenilo, azulenilo, antracenilo y similares. Un grupo arilo puede contener uno o mas
sustituyentes vy, por lo tanto, puede estar "opcionalmente sustituido”. A menos que se especifique lo contrario, los
grupos arilo pueden tener hasta cuatro sustituyentes.

El término "cicloalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un conjunto de anillo monociclico, biciclico
fusionado, ftriciclico fusionado o policiclico puenteado. Como se usa en el presente documento, los términos
"cicloalquilo Cs-Cs", "cicloalquilo Cs-Ce", "cicloalquilo C3-C7", "cicloalquilo Cs-Cs", cicloalquilo C3-Cs", y "cicloalquilo Cs-
C10" se refieren a un conjunto de anillo monociclico, biciclico fusionado, triciclico fusionado o policiclico puenteado que
contiene al menos 3, y como maximo 5, 6, 7, 8, 9 o 10, atomos de carbono. Ejemplos no limitantes de grupos
cicloalquilo, como se usan en este documento, incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo,
ciclooctilo, ciclononilo, ciclodecilo, decahidronaftalenilo y similares. Si no se especifica lo contrario, un grupo

cicloalquilo generalmente es un cicloalquilo C3-Cs.

Los términos "cicloalquenilo” o "cicloalqueno”, como se usan en este documento, se refieren a un conjunto de anillo
monociclico, biciclico fusionado, triciclico fusionado o policiclico puenteado que tiene al menos un doble enlace
carbono-carbono. Los dtomos orientados sobre el doble enlace estan en la conformacion cis (Z) o trans (E). Un
cicloalgueno monociclico se puede fusionar con uno o dos anillos arilo. Ejemplos no limitantes de grupos cicloalquenilo,
como se usan en este documento, incluyen ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo,
ciclooctenilo, ciclononenilo, ciclodecenilo y similares. Si no se especifica lo contrario, un grupo cicloalquenilo
generalmente es un cicloalquenilo Cs-Cs.
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Los términos "cicloalquinilo” o "cicloalquino”, como se usan en este documento, se refieren a un conjunto de anillo
monociclico, biciclico fusionado, triciclico fusionado o policiclico puenteado que tiene al menos un triple enlace
carbono-carbono. Un cicloalquino monociclico se puede fusionar con uno o dos anillos arilo. Ejemplos no limitantes
de grupos cicloalquinilo, como se usan en este documento, incluyen ciclopropinilo, ciclobutinilo, ciclopentinilo,
ciclohexinilo, cicloheptinilo, ciclooctinilo, ciclononinilo, ciclodecinilo y similares. Si no se especifica lo contrario, un grupo
cicloalquinilo generalmente es un cicloalquinilo Ce-Ce.

El término "heteroarilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo monociclico heteroaromatico de
5-6 miembros que tiene 1 a 4 heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrégeno, oxigeno y azufre,
un anillo biciclico fusionado de 8-10 miembros que tiene 1 a 4 heteroatomos seleccionados independientemente de
nitrégeno, oxigeno y azufre como miembros del anillo y cuando al menos uno de los anillos es aromatico, o un anillo
triciclico fusionado de 12 a 14 miembros que tiene 1 a 4 heteroatomos seleccionados independientemente de entre
nitrégeno, oxigeno y azufre y donde al menos uno de los anillos es aromatico. Tales sistemas de anillos triciclicos y
biciclicos fusionados pueden fusionarse con uno o mas anillos arilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo. Ejemplos no
limitantes de grupos heteroarilo, como se usan en este documento, incluyen 2- o 3-furilo; 1-, 2-, -4 o 5-imidazolilo; 3-,
4- o 5-isotiazolilo; 3-, 4- o 5-isoxazolilo; 2-, 4- o 5-oxazolilo; 4- 0 5-1,2,3-oxadiazolilo; 2- o 3-pirazinilo; 1-, 3-, 4- 0 5-
pirazolilo; 3-, 4-, 5- o 6-piridazinilo; 2-, 3- o 4-piridilo; 2-, 4-, 5- 0 6-pirimidinilo; 1-, 2- o 3-pirrolilo; 1- o 5-tetrazolilo; 2- o
5-1,3,4-tiadiazolilo; 2-, 4- o 5-tiazolilo; 2- o 3-tienilo; 2-, 4- 0 6-1,3,5-triazinilo; 1-, 3- 0 5-1,2,4-triazolilo; 1-, 4- 0 5-1,2,3-
triazolilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8- 0 9-acridinilo; 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 benzo[g]isoquinolina; 2-, 4-, 5-, 6- 0 7-
benzoxazolilo; 1-, 2-, 4-, 5-, 6-, 0 7-benzimidazolilo; 2-, 4-, 5-, 6- 0 7-benzotiazolilo; 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-benzo[b]tienilo;
2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-benzo[b]oxepina; 2-, 4-, 5-, 6-, 7- 0 8-benzoxazinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8 0 9-carbazolilo;
3-, 4-, 5-, 6-, 7- u 8-cininolinilo; 2-, 4- 0 5-4H-imidazo[4,5-d]tiazolilo; 2-, 3-, 5- 0 6- imidazo[2,1-b]tiazolilo; 2-, 3-, 6- 0 7-
imidazo[1,2-b][1,2,4]triazinilo; 1-, 3-, 4-, 5-, 6- 0 7-indazolilo; 1-, 2-, 3-, 5-, 6-, 7- 0 8-indolizinilo; 1-, 2-, 3-, 4-,5-,6-0 7-
indolilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6- 0 7-isoindolilo; 1, 3, 4, 5, 6, 7 u 8-isoquinoliilo; 2-, 3-, 4-, 5-, 6- o 7-naftiridinilo; 1-, 2-, 4-, 5-
, 6-, 7-, 8- 0 9-perimidinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 6-, 7-, 8-, 9- 0 10-fenantridinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9- 0 10-fenatrolinilo;
1-, 2-, 3-, 4-, 6-, 7-, 8- 0 9-fenazinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 6-, 7-, 8-, 9- 0 10-fenotiazinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 6-, 7-, 8-, 9- 0 10-
fenoxazinilo; 1-, 4-, 5-, 6-, 7- u 8-ftalazinilo; 2-, 4-, 6- o 7-pteridinilo; 2-, 6-, 7- o0 8 - purinilo; 2-, 3-, 5-, 6-, 7-, 8,9, 10- 0
11-7H-pirazino[2,3-c]carbazolilo; 2-, 3-, 5-, 6- 0 7-furo[3,2-b]-piranilo; 1-, 3- 0 5-1H-pirazolo[4,3-d]-oxazolilo; 2-, 3-, 5- 0
8-pirazino[2,3-d]piridazinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 5- 0 8-5H-pirido [2,3-d]-0-oxazinilo; 1-, 2-, 3-, 4-, 6-, 7-, 8- 0 9-quinolizinilo; 2-
, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- 0 8-quinolinilo; 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- u 8 quinazolinilo; 2-, 3-, 4- 0 5-tieno[2,3-b]furanilo, y 1-, 3-, 6-, 7-,
8- 0 9-furo[3,4-c]cininolilo.

El término "heteroatomos", como se usa en el presente documento, se refiere a &tomos de nitrégeno (N), oxigeno (O)
o azufre (S).

El término "heterocicloalquilo”, como se usa en este documento, se refiere a una estructura de anillo de hidrocarburo
monociclico saturado de 3-8 miembros, una estructura de anillo de hidrocarburo biciclico fusionado de 6-9 miembros
saturado, o una estructura de anillo de hidrocarburo triciclico condensado saturado de 10-14 miembros , en donde uno
a cuatro de los carbonos del anillo de la estructura del anillo hidrocarbonado se reemplazan por uno a cuatro grupos
seleccionados independientemente entre -O-, -NR- y -S-, en donde R es hidrégeno, alquilo C1-C4 0 un grupo protector
de amino. Ejemplos no limitantes de grupos heterocicloalquilo, como se usan en este documento, incluyen aziridinilo,
aziridin-1-ilo, aziridin-2-ilo, aziridin-3-ilo, oxiranilo, oxiran-2-ilo, oxiran-3-ilo, tiiranilo, tiiran-2-ilo, tiiran-3-ilo, azetadinilo,
azetadin-1-ilo, azetadin-2-ilo, azetadin-3-ilo, oxetanilo, oxetan-2-ilo, oxetan-3-ilo, oxetan-4-ilo , tietanilo, tietan-2-ilo,
tietan-3-ilo, tietan-4-ilo, pirrolidinilo, pirrolidin-1-ilo, pirrolidin-2-ilo, pirrolidin-3-ilo, pirrolidin-4-ilo, pirrolidin-5-ilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-3-ilo, tetrahidrofuran-4-ilo, tetrahidrofuran-5-ilo, tetrahidrotienilo,
tetrahidrotieno, tetrahidrotieno-2-ilo, tetrahidrotieno-3-ilo, tetrahidrotieno-4-ilo tetrahidrotieno-5-ilo, piperidinilo,
piperidin-1-ilo, piperidin-2-ilo, piperidin-3-ilo, piperidin-4-ilo, piperidin-5-ilo, piperidin-6-ilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidropiran-2-ilo, tetrahidropiran-3-ilo, tetrahidropiran-4-ilo, tetrahidropiran-5-ilo, tetrahidropiran-6-ilo,
tetrahidrotiopiranilo, tetrahidrotiopiran-2-ilo, tetrahidrotiopiran-3-ilo, tetrahidrotiopiran-4-ilo, tetrahidrotiopiran-5-ilo,
tetrahidrotiopiran-6-ilo, piperazinilo, piperazin-1-ilo, piperazin-2-ilo, piperazin-3-ilo, piperazin-4-ilo, piperazin-5-ilo,
piperazin-6-ilo, morfolinilo, morfolin-2-ilo, morfolin-3-ilo, morfolin-4-ilo, morfolin-5-ilo, morfolin-6-ilo, tiomorfolinilo,
tiomorfolin-2-ilo, tiomorfolin-3 ilo, tiomorfolin-4-ilo, tiomorfolin-5-ilo, tiomorfolin-6-ilo, oxatianilo, oxatian-2-ilo, oxatian-3-
ilo, oxatian-5-ilo, oxatian-6-ilo, ditianilo, ditian-2-ilo, ditian-3-ilo, ditian-5-ilo, ditian-6-ilo, azepanilo, azepan-1-ilo,
azepan-2-ilo, azepan-3-ilo, azepan-4-ilo, azepan 5-ilo, azepan-6-ilo, azepan-7-ilo, oxepanilo, oxepan-2-ilo, oxepan-3-
ilo, oxepan-4-ilo, oxepan-5-ilo, oxepan-6-ilo, oxepan 7-ilo, tiefanilo, tiepan-2-ilo, tiepan-3-ilo, tiepan-4-ilo, tiepan-5-ilo,
tiepan-6-ilo, tiepan-7-ilo, dioxolanilo, dioxolan-2-ilo, dioxolan-4-ilo, dioxolan-5-ilo, tioxanilo, tioxan-2-ilo, tioxan-3-ilo,
tioxan-4-ilo, tioxan-5-ilo, ditiolanilo, ditiolan-2-ilo, ditiolan-4-ilo, ditiolan-5-ilo, pirrolinilo, pirrolin-1-ilo, pirrolin-2-ilo,
pirrolin-3-ilo, pirrolin-4-ilo, pirrolin-5-ilo, imidazolinilo, imidazolin-1-ilo, imidazolin-3-ilo, imidazolin-4 ilo, imidazolin-5-ilo,
imidazolidinilo, imidazolidin-1-ilo, imidazolidin-2-ilo, imidazolidin-3-ilo, imidazolidin-4-ilo, imidazolidin-4-ilo, pirazolinilo,
pirazolin-1-ilo, pirazolinilo 3-ilo, pirazolin-4-ilo, pirazolin-5-ilo, pirazolidinilo, pirazolidin-1-ilo, pirazolidin-2-ilo, pirazolidin-
3-ilo, pirazolidin-4-ilo, pirazolidin-5-ilo, hexahidro-1,4-diazepinilo, dihidrofuranildihidropiranilo, 1,2,3,6-
tetrahidropiridinilo, 2H-piranilo, 4H-piranilo, dihidropiranilo, dihidrotienilo, dihidrofuranilo, 3-azabiciclo[3.1.0]hexanilo, 3-
azabiciclo[4.1.0]heptanilo, pirrolidinil-2-ona, piperidinil-3-ona piperidinil-2-ona, piperidinil-4-ona y 2H-pirrolilo.

El término "opcionalmente sustituido", como se usa en este documento, significa que el grupo referenciado puede o
no estar sustituido con uno o mas grupo(s) adicional(es) en lugar de uno o mas atomos de hidrégeno del grupo no
sustituido. EI nimero de tales grupos que pueden estar presentes varia desde uno hasta el nimero de atomos de
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hidrégeno en el grupo no sustituido. Los sustituyentes opcionales, a menos que se especifique lo contrario, se
seleccionan individual e independientemente entre alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterocicloalquilo, hidroxilo, alcoxi, mercaptilo, ciano, halo, carbonilo, tiocarbonilo, isocianato, tiocianato, isotiocianato,
nitro, perhaloalquilo, perfluoroalquilo y amino, incluidos los grupos amino mono y disustituidos, y los derivados
protegidos de los mismos. Ejemplos no limitantes de sustituyentes opcionales incluyen, halo (particularmente F, Cl y
Br), -CN, -OR, -R, -NOz, -C(=0)R, -OC(=0O)R, -C(=0)OR, -OC(=0O)NHR, -C(=O)N(R)z2, -SR-, -S(=O)R, -S(=0)zR, -NHR,
-N(R)2, - NHC(=O)R, -NRC(=O)R, -NRC(S)R, NHC(=O)OR, -NRCO2R, -NRC(=O)N(R)2, -NRC(S)N(R)z2, -
NRNRC(=0)R, -NRNRC(=O)N(R)z2, -NRNRCO2R, -C(=O)NH-, S(=0)2NHR, -S(=0)2N(R)z2, -NHS(=0)z2, -NHS(=0)2R, -
C(=0)C(=0)R, -C(=0)CH2C(=0)R, -C(S)R, -C(=O)N(R)z2, -C(S)N(R)2, -OC(=0O)N(R)2, -C(O)N(OR)R, -C(NOR)R, -
S(=0)sR, -NRSO2N(R)z2, -NRSO2R, -N(OR)R, -C(=NH)-N(R)z, -P(=0)zR, -PO(R)z2, -OPO(R)z2, - (CH2)0-2NHC(=O)R,
fenilo (Ph) opcionalmente sustituido con R, -O(Ph) opcionalmente sustituido con R, -(CH2)1-2(Ph), opcionalmente
sustituido con R, -CH=CH(Ph), opcionalmente sustituido con R, alquilo C1-Cs, alcoxi Ci-Ce, arilo, heteroarilo,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, alquilo C1-Cs sustituido con halégeno, alcoxi C1-Cs sustituido con halégeno, donde cada
R se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Ce, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Ce, alcoxi Ci-Cs, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo Cs-s, heterocicloalquilo Cs-s, alquilo C1-Ce sustituido con halégeno, alcoxi C1-Cs sustituido con
halégeno; y dos grupos R en el mismo o en atomos conectados adyacentes se pueden tomar juntos para formar un
anillo de 5-6 miembros que opcionalmente contiene un N, O o S adicional como un miembro del anillo. Los
sustituyentes adecuados para los grupos alquilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo pueden incluir ademas =CHR, =O
(oxo0) y =N-R. Los sustituyentes preferidos para un grupo arilo o heteroarilo se seleccionan entre F, Cl, Br, CN, -NR'2,
hidroxi, alquilo C1-C4, haloalquilo C1-Ca, alcoxi C1-Ca, haloalcoxi C1-Ca, alcoxi C1-Ca, alquilo C1-C4, -COOR', -CONR'z,
-SR'y -SO2R’, donde cada R' es H o alquilo C1-Ca. Los sustituyentes preferidos para un grupo alquilo, cicloalquilo o
heterocicloalquilo se seleccionan entre oxo (=0), F, Cl, Br, CN, -NR'2, hidroxi, alquilo C1-C4, haloalquilo C1-C4, alcoxi
C1-C4, -haloalcoxi C1-Ca, alcoxi C1-C4 -alquilo C1-C4, -COOR', -CONR'z, -SR' y -SO2R’, donde cada R' es H o alquilo
C1-Ca.

El término "aminoacido" se refiere a aminoécidos de origen natural, sintéticos y no naturales, asi como a analogos de
aminoacidos y a miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los
aminoacidos naturales son aquellos codificados por el cddigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se
modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los andalogos de
aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminodacido natural, es
decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo,
homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados
(por ejemplo, norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica béasica
que un aminoacido natural. Los compuestos miméticos de aminoéacidos se refieren a compuestos quimicos que tienen
una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminodcido, pero que funciona de manera
similar a un aminoacido natural.

El término "aminoacido no natural”, como se usa en este documento, pretende representar estructuras de aminoacidos
que no se pueden generar biosintéticamente en ninglin organismo utilizando genes modificados o no modificados de
cualquier organismo, ya sean iguales o diferentes. Ademas, se entiende que tales "aminoacidos no naturales"
requieren un ARNt modificado y una ARNt sintetasa modificada (RS) para su incorporaciéon en una proteina. Estos
pares de ARNt/RS ortogonales "seleccionados” son especificos para el aminoacido no natural y se generan mediante
un proceso de seleccién desarrollado por Schultz et al. (véase, por ejemplo, Liu et al., Annu. Rev. Biochem. 79: 413-
444, 2010) o un procedimiento similar. El término "aminoacido no natural" no incluye el aminoacido proteinogénico
natural pirrolisina 22° (Pyl), asi como su analogo desmetilado pirrolina-carboxi-lisina (Pcl), porque la incorporacion de
ambos residuos en proteinas esta mediada por el par de pirrolisil-F-ARNt/ARNt sintetasa no modificada de origen natural
(véase, por ejemplo, Ou et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 108: 10437-10442, 2011).

El término "anticuerpo", como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido de la familia de
inmunoglobulinas que es capaz de unirse a un antigeno correspondiente de forma no covalente, reversible y de una
manera especifica. Por ejemplo, un anticuerpo IgG de origen natural es un tetramero que comprende al menos dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta
compuesta por una regién variable de cadena pesada (abreviada aqui como Vu) y una region constante de cadena
pesada. La region constante de la cadena pesada se compone de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena
ligera esta compuesta por una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como VL) y una region constante de
cadena ligera. La regién constante de la cadena ligera se compone de un dominio, C.. Las regiones Vu y VL pueden
subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR). Cada Vuy VL se compone de tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera
contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden
mediar la uniéon de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, incluidas varias células del sistema
inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema de complemento clésico.

El término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos de camélidos, anticuerpos quiméricos y anticuerpos anti-idiotipicos (anti-id) (incluyendo,
por ejemplo, anticuerpos anti-id a los anticuerpos de la invencion). Los anticuerpos pueden ser de cualquier
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isotipo/clase (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), o subclase (por ejemplo, IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgA1 e
IgA2).

Tanto la cadena ligera como la pesada se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. Los términos
"constante" y "variable" se usan funcionalmente. A este respecto, se apreciara que los dominios variables de las
porciones de la cadena ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento y la especificidad del antigeno. A la
inversa, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) confieren importantes
propiedades bioldgicas, como la secrecién, la movilidad transplacentaria, la union al receptor Fc, la unién al
complemento y similares. Por convencion, la numeracion de los dominios de region constante aumenta a medida que
se vuelven mas distales con respecto al sitio de union al antigeno o al extremo amino del anticuerpo. El extremo N- es
una region variable y en el extremo C- es una regién constante; Los dominios CH3 y CL en realidad comprenden los
dominios carboxi-terminales de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

El término "fragmento de anticuerpo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un fragmento de unién a
antigeno de un anticuerpo o a un fragmento de unién a no antigeno (por ejemplo, Fc) de un anticuerpo. El término
"fragmento de unién a antigeno”, como se usa en el presente documento, se refiere a una o mas porciones de un
anticuerpo que retienen la capacidad de interactuar especificamente con (por ejemplo, mediante la union, impedimento
estérico, estabilizacién/desestabilizacion, distribucién espacial) un epitopo de un antigeno. Ejemplos de fragmentos
de unién incluyen, pero no se limitan a, Fvs de una sola cadena (scFv), Fvs unidos a disulfuro (sdFv), fragmentos Fab,
fragmentos F(ab'), un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y CH1; un fragmento F(ab)2,
un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; un
fragmento Fd que consiste en los dominios Vi y CH1; un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un
solo brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341: 544-546, 1989), que consiste en un dominio
VH; y una region determinante de complementariedad aislada (CDR), u otros fragmentos de unién a epitopo de un
anticuerpo.

Ademés, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vi, estan codificados por genes separados, se pueden unir,
mediante métodos recombinantes, a través de un enlazador sintético que les permite fabricarse como una cadena de
proteina unica en la que las regiones VL y V1 se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
de cadena sencilla ("scFv"); véase, por ejemplo, Bird et al., Science 242: 423-426, 1988; y Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 85: 5879-5883, 1988). También se pretende que tales anticuerpos de cadena Unica estén abarcados dentro
del término "fragmento de unién a antigeno". Estos fragmentos de unioén a antigeno se obtienen utilizando técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se seleccionan para determinar su utilidad
de la misma manera que los anticuerpos intactos.

Los fragmentos de union a antigeno también se pueden incorporar en los anticuerpos de un solo dominio, maxicuerpos,
minicuerpos, nanocuerpos, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, por ejemplo,
Hollinger and Hudson, Nature Biotechnology 23: 1126-1136, 2005). Los fragmentos de unidén a antigeno pueden
injertarse en armazones basados en polipéptidos tales como la fibronectina tipo Ill (Fn3) (véase la Patente de los
Estados Unidos No. 6,703,199, que describe monocuerpos del polipéptido de fibronectina).

Los fragmentos de unién a antigeno pueden incorporarse en moléculas de cadena Unica que comprenden un par de
segmentos Fv en tdndem (Vu-CH1-Vh-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un
par de regiones de union a antigeno (Zapata et al., Protein Eng. 8: 1057-1062, 1995 y US Pat. No. 5,641,870).

El término "anticuerpo monoclonal” o "composicién de anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento,
se refiere a polipéptidos, que incluyen anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que tienen una secuencia de
aminoacidos sustancialmente idéntica o se derivan de la misma fuente genética. Este término también incluye
preparaciones de moléculas de anticuerpos de composicion molecular Unica. Una composicion de anticuerpo
monoclonal muestra una Unica especificidad de union y afinidad por un epitopo particular.

El término "anticuerpo humano", como se usa en este documento, incluye anticuerpos que tienen regiones variables
en las que tanto el marco como las regiones CDR se derivan de secuencias de origen humano. Ademas, si el
anticuerpo contiene una regién constante, la regién constante también se deriva de tales secuencias humanas, por
ejemplo, secuencias de la linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de la linea germinal humana o
anticuerpo que contiene secuencias marco consensuadas derivadas del andlisis de secuencias marco humanas, por
ejemplo, como se describe en Knappik et al., J. Mol. Biol. 296: 57-86, 2000).

Los anticuerpos humanos de la invencion pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
humanas (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion
somatica in vivo, o una sustitucion conservadora para promover la estabilidad o la fabricacién).

El término anticuerpo "humanizado", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que retiene la
reactividad de un anticuerpo no humano mientras es menos inmunogénico en los seres humanos. Esto se puede
lograr, por ejemplo, reteniendo las regiones CDR no humanas y reemplazando las partes restantes del anticuerpo con
sus contrapartes humanas. Véase, por ejemplo, Morrison et al., Proc. Natl Acad Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984);
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Morrison and Oi, Adv. Immunol., 44: 65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988); Pade lan, Molec.
Immun., 28: 489-498 (1991); Pade lan, Molec. Immun., 31(3): 169-217 (1994).

El término "reconocer" como se usa en este documento se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo que encuentra e interactda (por ejemplo, se une) con su epitopo, ya sea que ese epitopo sea lineal o
conformacional. El término "epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno al que se une especificamente un anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno de la invencién. Los epitopos pueden formarse a partir de aminoacidos contiguos o
aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de
aminoacidos contiguos se retienen tipicamente en la exposicion a disolventes desnaturalizantes, mientras que los
epitopos formados por plegamiento terciario se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes
desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 aminoéacidos en
una conformacion espacial Unica. Los métodos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen técnicas
del arte, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional (véase, por ejemplo,
Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G.E. Morris, Ed. (1996)).

El término "afinidad", como se usa en el presente documento, se refiere a la fuerza de la interaccién entre el anticuerpo
y el antigeno en sitios antigénicos Unicos. Dentro de cada sitio antigénico, la region variable del "brazo" del anticuerpo
interactda a través de fuerzas débiles no covalentes con antigeno en numerosos sitios; cuantas mas interacciones,
mas fuerte es la afinidad.

El término "anticuerpo aislado" se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas. Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a un
antigeno puede tener reactividad cruzada con otros antigenos. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar
sustancialmente libre de otros materiales celulares y/o productos quimicos.

El término "variante modificada de forma conservadora" se aplica tanto a las secuencias de aminoacidos como a las
de acido nucleico. Con respecto a las secuencias de acido nucleico particulares, las variantes modificadas de manera
conservadora se refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminodacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o en las que el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del codigo genético, una gran cantidad de &cidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican el aminodacido alanina. Por lo tanto, en cada posicion donde se especifica una alanina por un codon, el codén
puede alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de &cido nucleico son "variaciones silenciosas", que son una especie de variaciones modificadas de
manera conservadora. Cada secuencia de acido nucleico en el presente documento que codifica un polipéptido
también describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. Un experto reconocera que cada coddn en un
acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Unico coddn para metionina, y TGG, que normalmente es el
unico codén para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente,
cada variacion silenciosa de un acido nucleico que codifica un polipéptido esté implicita en cada secuencia descrita.

Para las secuencias de polipéptidos, las "variantes modificadas de manera conservadora" incluyen sustituciones
individuales, eliminaciones o adiciones a una secuencia de polipéptidos que dan como resultado la sustitucion de un
aminoacido con un aminodcido quimicamente similar. Las tablas de sustitucién conservadora que proporcionan
aminodcidos funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica. Dichas variantes modificadas de manera
conservadora son ademas y no excluyen variantes polimoérficas, homélogos interespecies y alelos de la invencién. Los
siguientes ocho grupos contienen aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si: 1) alanina (A), glicina
(G); 2) &cido aspartico (D), &cido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5)
Isoleucina (), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), tripté6fano (W); 7) Serina (S),
Treonina (T); y 8) cisteina (C), metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)). El término
"modificaciones de secuencia conservadora" se utiliza para referirse a modificaciones de aminoacidos que no afectan
ni alteran significativamente las caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos.

El término "optimizado" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de nucleétidos que se ha
alterado para codificar una secuencia de aminoacidos usando codones que son preferidos en la célula u organismo
de produccién, generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de levadura, una célula de Pichia, una
célula fungica, una célula de Trichoderma, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La
secuencia de nucledtidos optimizada esta disefiada para retener completamente o tanto como sea posible la secuencia
de aminoé&cidos codificada originalmente por la secuencia de nucleétidos de partida, que también se conoce como la
secuencia "parental”.

Los términos "porcentaje idéntico" o "porcentaje de identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o
secuencias polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales. Dos secuencias son
"sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un porcentaje especifico de residuos de aminoacidos o
nucleétidos que son iguales (es decir, 60% de identidad, opcionalmente 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o
99% de identidad sobre una regién especifica, o, cuando no se especifica, sobre toda la secuencia), cuando se
compara y alinea para obtener la maxima correspondencia sobre una ventana de comparacion, o region designada
segun lo medido utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o por alineacion manual e
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inspeccion visual. Opcionalmente, la identidad existe sobre una regién que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 50 nucleétidos (o 10 aminoé&cidos), 0 mas preferiblemente sobre una region que es de 100 a 500 o
1000 o mas nucledtidos (o 20, 50, 200 0 mas aminoacidos) de longitud.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la que
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias
de prueba y referencia se ingresan en un ordenador, las coordenadas de la subsecuencia se designan, si es necesario,
y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. Se pueden usar los parametros
predeterminados del programa, o se pueden designar parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de
secuencia calcula luego el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba en relacion con la
secuencia de referencia, en funcién de los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion", como se usa en este documento, incluye una referencia a un segmento de cualquiera
de las varias posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consta de 20 a 600, generalmente de
aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas generalmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150
en las que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia del mismo ndmero de posiciones
contiguas después de que las dos secuencias estén alineadas de manera éptima. Los métodos de alineacion de
secuencias para comparacion son bien conocidos en la técnica. La alineacion éptima de las secuencias para
comparacioén se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith and Waterman, Adv.
Apl. Mates. 2:482c (1970), por el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:
443 (1970), por El método de busqueda de similitud de Pearson and Lipman, Proc. Natl Acad Sci. USA 85: 2444
(1988), mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el
paquete de software de genética de Wisconsin, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por
alineacion manual e inspeccion visual (véase, por ejemplo, Brent et al., Current Protocols in Molecular Biology, 2003).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acidos Res. 25: 3389-
3402, 1977; y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990, respectivamente. El software para realizar analisis de
BLAST esta disponible publicamente a través del National Center for Biotechnology Information. Este algoritmo
involucra primero la identificacion de pares de secuencias de alta puntuacién (HSP) identificando palabras cortas de
longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuacién de umbral de valor positivo T
cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el
umbral de puntuacién de palabras vecinas (Altschul et al., supra). Estos aciertos de palabras vecinas iniciales actuan
como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largos que los contengan. Los aciertos de palabras se
extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde se puede aumentar la puntuacion de
alineacion acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los
parametros M (puntuacién de recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre >0) y N (puntuacion de
penalizacién para residuos no coincidentes; siempre <0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz
de puntuacién para calcular la puntuacién acumulativa. La extensién de los aciertos de palabra en cada direccion se
detiene cuando: la puntuacién de alineacién acumulada cae en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; el puntaje
acumulativo llega a cero o por debajo, debido a la acumulacién de una o mas alineaciones de residuos de puntaje
negativo; o se llega al final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan
la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa como
predeterminada una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) o 10, M=5, N=-4 y una comparaciéon de ambas
cadenas. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como valor predeterminado una longitud de
palabra de 3, y una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff and Henikoff, (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacién
de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin and Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787, 1993). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
por la cual se produciria por casualidad una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por
ejemplo, un &cido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mas
pequeria en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menor que
aproximadamente 0.2, mas preferiblemente menor que aproximadamente 0.01, y mas preferiblemente menor que
aproximadamente 0.001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminodcidos también se puede determinar utilizando el algoritmo
de E. Meyers and W. Miller, Comput. Apl. Biosci. 4: 11-17, 1988) que se incorporé al programa ALIGN (version 2.0),
utilizando una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de brecha de 12 y una penalizacion
de brecha de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de amino&cidos se puede determinar
utilizando el algoritmo Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 444-453, 1970, que se ha incorporado al programa
GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o una matriz
PAM250 y un peso de brecha de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,50 6.
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Aparte del porcentaje de identidad de secuencia indicado anteriormente, otra indicacion de que dos secuencias de
acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticas es que el polipéptido codificado por el primer acido
nucleico es inmunoldégicamente reactivo con los anticuerpos generados contra el polipéptido codificado por el segundo
acido nucleico, como se describe mas adelante. Por lo tanto, un polipéptido es tipicamente sustancialmente idéntico
a un segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren solo por sustituciones conservadoras. Otra
indicacion de que dos secuencias de &cido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus
complementos se hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se describe a continuacion. Otra indicacidon mas
de que dos secuencias de &cido nucleico son sustancialmente idénticas es que se pueden usar los mismos cebadores
para amplificar la secuencia.

El término "acido nucleico" se usa aqui de manera intercambiable con el término "polinucle6tido" y se refiere a
desoxirribonucleotidos o ribonucleétidos y sus polimeros en forma de cadena simple o doble. El término abarca acidos
nucleicos que contienen analogos de nucleétidos conocidos o unidades estructurales o enlaces de esqueleto
modificados, que son sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unién similares a las del acido
nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a la nucleétidos de referencia. Ejemplos de dichos
analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales,
ribonucleétidos 2-O-metilo, acidos peptidonucleicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de &cido nucleico también abarca implicitamente
variantes modificadas conservadoramente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente, como se detalla a
continuacion, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las que la tercera
posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) estan sustituidos con residuos de base mixta y/o desoxiinosina
(Batzer et al., (1991) Nucleic Acid Res. 19: 5081; Ohtsuka et al., (1985) J. Biol. Chem. 260: 2605-2608; y Rossolini et
al., (1994) Mol. Cell. Probes 8: 91-98).

El término "unido operativamente” en el contexto de los acidos nucleicos se refiere a una relacién funcional entre dos
0 mas segmentos de polinucledtidos (por ejemplo, ADN). Tipicamente, se refiere a la relacion funcional de una
secuencia reguladora transcripcional a una secuencia transcrita. Por ejemplo, una secuencia promotora o potenciadora
esta unida operativamente a una secuencia de codificacion si estimula o modula la transcripcién de la secuencia de
codificacion en una célula huésped apropiada u otro sistema de expresion. En general, las secuencias reguladoras de
la transcripcion que estan unidas operativamente a una secuencia transcrita son fisicamente contiguas a la secuencia
transcrita, es decir, actian en cis. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de la transcripcién, como los
potenciadores, no necesitan ser fisicamente contiguas o estar ubicadas cerca de las secuencias codificadoras cuya
transcripcion mejoran.

Los términos "polipéptido” y "proteina” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un polimero
de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de
aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido natural correspondiente, asi como a polimeros de
aminodcidos naturales y polimeros de aminodcidos no naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia
polipeptidica particular también abarca implicitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma.

El término "inmunoconjugado” o "conjugado de anticuerpos" como se usa en el presente documento se refiere al
enlace de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del mismo con otro agente, como un agente quimioterapéutico,
una toxina, un agente inmunoterapéutico, una sonda de generacion de imagenes, una sonda espectroscopica, y
similares. El enlace puede ser enlaces covalentes o interacciones no covalentes, como las fuerzas electrostaticas. Se
pueden emplear diversos enlazadores, conocidos en la técnica, para formar el inmunoconjugado. Ademas, el
inmunoconjugado puede proporcionarse en forma de una proteina de fusion que puede expresarse a partir de un
polinucleétido que codifica el inmunoconjugado. Como se usa en el presente documento, "proteina de fusiéon" se refiere
a proteinas creadas a través de la uniéon de dos o mas genes o fragmentos de genes que originalmente codificaron
proteinas separadas (incluidos péptidos y polipéptidos). La traduccién del gen de fusién da como resultado una
proteina Unica con propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales.

El término "sujeto” incluye animales humanos y no humanos. Los animales no humanos incluyen todos los vertebrados,
por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios y
reptiles. Excepto cuando se indica, los términos "paciente” o "sujeto" se usan aqui de manera intercambiable.

El término "citotoxina", o "agente citotoxico", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier agente que
sea perjudicial para el crecimiento y la proliferacion de las células y puede actuar para reducir, inhibir o destruir una
célula o malignidad.

El término "agente anticanceroso”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier agente que pueda
usarse para tratar un trastorno de proliferacién celular como el cancer, incluidos, entre otros, agentes citotdxicos,
agentes quimioterapéuticos, radioterapia y agentes radioterapéuticos, agentes dirigidos contra el cancer, y agentes
inmunoterapéuticos.
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El término "grupo terminal (TG)" como se usa en el presente documento se refiere a una unidad estructural quimica o
una superficie que esta conjugada con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, un grupo
terminal puede ser un grupo farmacoldgico seleccionado de un agente anticanceroso, un agente antiinflamatorio, un
agente antiflngico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antiviral, un agente anestésico. En
ciertas realizaciones, un grupo farmacolégico se selecciona de un inhibidor de V-ATPasa, un inhibidor de HSP90, un
inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtlbulos, un desestabilizador de microtibulos, una
auristatina, una dolastatina, una maitansinoide, una metapina (metionina aminopidasa) , un inhibidor de la exportacién
nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, un inhibidor de las reacciones de transferencia de fosforilo en las
mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de proteinas, un inhibidor de la quinasa, un inhibidor de la CDK2, un inhibidor
de la CDKO9, un inhibidor del proteasoma, un inhibidor de la ARN polimerasa y Eg5 inhibidor, un inhibidor de HDAC,
un agente dafnino de ADN, un agente alquilante de ADN, un intercalador de ADN, un ligante de surco menor de ADN
y un inhibidor de DHFR. Ejemplos adecuados incluyen auristatinas tales como MMAE y MMAF; caligueamicinas tales
como gamma-caliqueamicina; y maitansinoides tales como DM1 y DM4. Los métodos para unir cada uno de estos a
un enlazador compatible con los anticuerpos y El método de la invencidén son conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Singh et al., Therapeutic Anti-bodies: Methods and Protocols, vol. 525, 445-457 (2009). Ademas, un grupo
terminal puede ser una sonda biofisica, un fluoréforo, una marca de rotacién, una sonda de infrarrojos, una sonda de
afinidad, un quelante, una sonda espectroscépica, una sonda radioactiva, una molécula lipidica, un polietilenglicol, un
polimero, una etiqueta de rotacion, ADN, ARN, una proteina, un péptido, una superficie, un anticuerpo, un fragmento
de anticuerpo, una nanoparticula, un punto cuantico, un liposoma, una particula de PLGA o un polisacéarido. En algunos
aspectos de la divulgacion, en donde el grupo terminal es una superficie, tales soportes sélidos incluyen, pero no se
limitan a, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nylon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

"Tumor" se refiere al crecimiento y proliferacion de células neoplasicas, ya sean malignas o benignas, y todas las
células y tejidos precancerosos y cancerosos.

El término "actividad antitumoral” significa una reduccion en la velocidad de proliferacion, viabilidad o actividad
metastésica de las células tumorales. Una posible forma de mostrar actividad antitumoral es mostrar una disminucion
en la tasa de crecimiento de células anormales que surgen durante la terapia o la estabilidad o reduccién del tamano
del tumor. Dicha actividad puede evaluarse utilizando modelos de tumores in vitro o in vivo aceptados, que incluyen,
entre otros, modelos de xenoinjerto, modelos de aloinjerto, modelos de MMTV y otros modelos conocidos en la técnica
para investigar la actividad antitumoral.

El término "malignidad" se refiere a un tumor no benigno o un cancer. Como se usa en el presente documento, el
término "cancer" incluye una neoplasia maligna caracterizada por el crecimiento celular desregulado o no controlado.
Cénceres de ejemplo incluyen: carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas.

El término "cancer” incluye tumores malignos primarios (por ejemplo, aquellos cuyas células no han migrado a sitios
en el cuerpo del sujeto que no sean el sitio del tumor original) y tumores malignos secundarios (por ejemplo, aquellos
derivados de la metastasis, la migracion de células tumorales a sitios secundarios que son diferentes del sitio del tumor
original).

El término "inserciéon” en el contexto de insertar una etiqueta peptidica en un anticuerpo significa la incorporacion de
una etiqueta peptidica entre dos residuos especificos de un anticuerpo. El nimero total de residuos del anticuerpo
aumenta por el nimero de residuos de la etiqueta insertada.

El término "injerto” en el contexto de incorporar una etiqueta peptidica en un anticuerpo se refiere a la incorporacion
de una etiqueta peptidica en un anticuerpo por mutagénesis. Por ejemplo, un tramo corto de residuos de aminoacidos
dentro de un bucle no CDR se sustituye por una secuencia peptidica. En este caso, el nimero total de residuos del
anticuerpo permanece sin cambios. En algunos aspectos de la divulgacion, el término "injerto" también abarca una
combinacion de sustituciéon e insercién de residuos de etiqueta peptidica. Por ejemplo, una parte de la etiqueta
peptidica se incorpora mediante la sustitucion de los residuos del bucle estructural, mientras que la parte restante se
inserta entre los residuos especificos del bucle sin CDR. El niUmero total de residuos del anticuerpo IgG aumenta en
un nimero que es mas pequeio que el nimero de residuos de etiqueta.

Breve descripcion de las figuras.
Figura 1. Descripcion esquematica de la generacion de ADC mediada por 4'-fosfopanteteinil transferasa (PPTasa).

Figura 2. Disefio de constructos de IgG1 que contienen etiquetas peptidicas para la marcacién de anticuerpos
especificos del sitio a través de 4'-fosfopantineininilacién postraduccion. (A) Los constructos de IgG1 contienen
etiquetas peptidicas (subrayadas) en los dominios Vi, CH1 y CH3. (B) Los constructos de IgG1 contienen etiquetas
peptidicas (subrayadas) en los dominios CH3, VL y CL. Los constructos disefiados que se clonaron con éxito estan
marcados con un signo mas (+) en la columna izquierda. La clonacion incorrecta se indica mediante un signo menos
(-)- Los constructos clonados con éxito se agrupan como no-expresores (-) y expresores (+) (columna central). Los
expresores que no muestran ninguna formacién de producto catalizada por Sfp detectable en presencia de sustrato
de CoA-MC-MMAF (el sustrato de acetil-CoA se usé para las SEQ ID NO: 28, 105, 118, 120, 123 y 126) estan
marcados con un signo menos (-) en la columna derecha. La formacién muy baja pero detectable de los respectivos
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MC-MMAF ADC se indica con un simbolo mas (+). Una formacion de ADC MC-MMAF significativamente mas eficiente
pero no cuantitativa se indica mediante un signo mas (++) doble. Los ADC de MC-MMAF generados cuantitativamente
con dos grupos terminales (TG) se clasifican con una calificacion triple mas (+++) (segun el andlisis de HPLC). Las
posiciones de residuos descritas en la figura 2(A) y la figura 2(B) son los "residuos de" indicados en la SEQ ID NO
correspondiente al sistema de numeracién Eu para cada secuencia.

La figura 2(A) describe los residuos 1-68 de la SEQ ID NO: 1130, los residuos 1-80 de la SEQ ID NO: 94, los residuos
1-79 de la SEQ ID NO: 95, los residuos 1-80 de la SEQ ID NO: 96, los residuos 1-72 de la SEQ ID NO: 1130, residuos
1-80 de la SEQ ID NO: 99, residuos 1-79 de la SEQ ID NO: 97, residuos 1-77 de la SEQ ID NO: 98, residuos 122-198
de la SEQ ID NO: 1130, residuos 1-77 de la SEQ ID NO: 100, residuos 1-77 de la SEQ ID NO: 102, residuos 1-77 de
la SEQ ID NO: 101, residuos 1-77 de la SEQ ID NO: 105, residuos 1-77 de la SEQ ID NO: 107, residuos 122-190 de
la SEQ ID NO: 1130, residuos 1-76 de la SEQ ID NO: 108, residuos 1-75 de la SEQ ID NO: 103, residuos 1-74 de la
SEQ ID NO: 106, residuos 164-231 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 43-115 de la SEQ ID NO: 118, residuos 43-115
de la SEQ ID NO: 110, residuos 43-114 de la SEQ ID NO: 113, residuos 164- 240 de la SEQ ID NO: 1130, residuos
43-119dela SEQID NO: 119, residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 109, residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 112, residuos
43-119 de la SEQ ID NO: 111, residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 114, residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 115,
residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 116, residuos 43-119 de la SEQ ID NO: 117, residuos 324-400 de la SEQ ID NO:
1130, residuos 203-279 de la SEQ ID NO: 123 y residuos 203-279 de SEQ ID NO: 120, todos respectivamente, en
orden de aparicion.

La figura 2(B) describe los residuos 324-388 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 203-278 de la SEQ ID NO: 122, residuos
203-279 de la SEQ ID NO: 121, residuos 373-449 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 252-328 de la SEQ ID NO: 124,
residuos 252-328 de la SEQ ID NO: 125, residuos 252-328 de la SEQ ID NO: 135, residuos 252-328 de la SEQ ID
NO: 137, residuos 252-328 de la SEQ ID NO: 138, residuos 373-444 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 252-328 de la
SEQ ID NO: 134, residuos 390-449 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 269-340 de la SEQ ID NO: 127, residuos 269 -
335 de la SEQ ID NO: 126, residuos 269-339 de la SEQ ID NO: 129, residuos 269-337 de la SEQ ID NO: 131, residuos
269-338 de la SEQ ID NO: 130, residuos 269-340 de la SEQ ID NO: 132, residuos 269-340 de la SEQ ID NO: 136,
residuos 383-449 de la SEQ ID NO: 1130, residuos 262-341 de la SEQ ID NO: 140, residuos 262-340 de la SEQ ID
NO: 139, residuos 262- 340 de la SEQ ID NO: 141, residuos 1-68 de la SEQ ID NO: 1131, residuos 1-80 de la SEQ
ID NO: 26, residuos 1-79 de la SEQ ID NO: 27, residuos 76-152 de la SEQ ID NO: 1131, residuos 76-160 de SEQ ID
NO: 30, residuos 150-214 de SEQ ID NO: 1131, residuos 42-117 de SEQ ID NO: 29 y residuos 42-118 de SEQ ID NO:
28, todos respectivamente, en orden de aparicién.

Figura 3. (A) Secuencia del dominio CH1, el dominio CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra de la cadena pesada de
Ilg gamma 1 (SEQ ID NO: 93). (B) Secuencia del dominio C. de la cadena ligera de Ig kappa (SEQ ID NO: 24). Los
aminoacidos subrayados son bucles estructurales. Las posiciones de los aminoacidos se numeran de acuerdo con el
sistema de numeracién Eu como se describe en Edelman et al., Proc. Natl Acad USA 63: 78-85 (1969). X'1, X'2, X3,
X4, X's y X's indican residuos que estan presentes en posiciones alotipicas dentro de la subclase IgG1 y el isotipo
kappa (segun Jefferis et al., MAbs. 1: 332-338 (2009)).

Figura 4. (A) Alineacion de la secuencia del dominio CH1, el dominio CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra de las
cuatro subclases gamma de Ig humanas con Trastuzumab (SEQ ID NOs 1109-1113, respectivamente, en orden de
aparicién). (B) Alineacion de secuencias del dominio CL con Trastuzumab (SEQ ID NOs 1114-1115, respectivamente,
en orden de aparicion). Los residuos subrayados pertenecen a bucles estructurales (véase también la figura 3). Los
residuos en caja indican posiciones alotipicas de acuerdo con Jefferis et al., MAbs. 1: 332-338 (2009). Para simplificar,
solo se muestran las posiciones alotipicas dentro de la subclase IgG1 y el isotipo kappa. Las secuencias de proteinas
de las subclases gamma de Ig humana y el isotipo kappa humano se derivan de la base de datos UniProt (nUmeros
de entrada P01857, P01859, P01860, P01861 y P01834).

Figura 5. Caracterizacién por HPLC de la formacién de ADC catalizada por Sfp. (A) sefial de HPLC que confirma la
formacién casi cuantitativa del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-T359-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-K360
(SEQ ID NO: 1117). (B) sefial de HPLC que confirma la formacion casi cuantitativa del inmunoconjugado anti-hHER2-
HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-N389 (SEQ ID NO: 1118). (C) sefal de HPLC que confirma la
formacion casi cuantitativa del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-V2-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKLA-Q3 (SEQ ID
NO: 1119). (D) senal de HPLC que confirma la formacién cuantitativa del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-V2-GDS-
ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-QS (SEQ ID NO: 1120). (E) sefial de HPLC que confirma la formacion casi cuantitativa
del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-E388-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKL-N389 (SEQ ID NO: 1121). (F) sefal de
HPLC que confirma la formaciéon cuantitativa del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-E388-DS-ppan-MC-MMAF-
LEFIASKLA-N389 (SEQ ID NO: 1122). (G) seifial de HPLC que confirma la formaciéon casi cuantitativa del
inmunoconjugado mAb2-HC-T359-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 1123). (H) sefal de HPLC
que ejemplifica la formacion parcial del inmunoconjugado anti-hHER2-LC-12-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKLA-Q3
(SEQ ID NO: 1124).

Figura 6. Caracterizacién de tres inmunoconjugados de trastuzumab por cromatografia analitica de exclusion por
tamafno (AnSEC) ejemplifica la formacién de ADC monoméricos, no agregados. (A) Anadlisis AnSEC del
inmunoconjugado anti-hHER2-HC-V2-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-Q3 (SEQ ID NO: 1120). (B) Andlisis de
AnSEC del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-E388-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKLA-N389 (SEQ ID NO: 1122). (C)
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Andlisis de AnSEC del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-E388-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKL-N389 (SEQ ID NO:
1121).

Figura 7. Caracterizacioén por HPLC de la marcacién sin éxito de trastuzumab con la incorporacion de una etiqueta
peptidica en una ubicacion especifica. La sefial de HPLC indica que no hay conjugacién entre anti-hHER2-HC-S190D-
S191-S192L-L193E-G194F-T1951-Q196A-T197S-Y198K-1199L (SEQ ID NO: 114) y CoA-MC-MMAF.

Figura 8. Caracterizacién por HPLC de la marcacién de constructos de injerto/insercion mixtos con CoA-MC-MMAF.
(A) sefnal de HPLC que indica la formacion parcial del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-S63-ppan-MC-MMAF-V64L-
EFIASKLA-K65 (SEQ ID NO: 1125). (B) serial de HPLC que indica que no hay formacion del inmunoconjugado anti-
hHER2-LC-S76D-S77-ppan-MC-MMAF-L78-EFIASKLA-Q79 (SEQ ID NO: 1126).

Figura 9. Caracterizaciéon por HPLC de la unién del fluor6foro a las 1gG. (A) sefal de HPLC que confirma la formacion
casi cuantitativa del anticuerpo-fluoréforo conjugado anti-hHER2-HC-P189G-S190D-S191-ppan-maleimidoetilamido-
TMR-S192L-L193S-G194W-T195L (SEQ ID NO: 1127). El amplio solapamiento entre las sefiales de HPLC
monitorizadas a 280 y 555 nm indica una conjugacion fluordfora casi cuantitativa. (B) sefial de HPLC que confirma la
formacion casi cuantitativa del anticuerpo conjugado de fluoréforo anti-hHER2-HC-T359-GDS-ppan-
maleimidoetilamido-TMR-LSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 1128). El amplio solapamiento entre las sefiales de HPLC
monitorizadas a 280 y 555 nm indica una conjugacién fluoréfora casi cuantitativa.

Figura 10. Caracterizaciéon por HPLC de la marcacion de anticuerpos con citotoxinas unidas a maleimido o bromoacetil
tioéter hidrolizadas. (A) sefial de HPLC que confirma la conjugacién casi cuantitativa de CoA-MC-MMAF con anillo de
maleimida con anti-hHER2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 121). (B) sefal de HPLC que confirma la
conjugacién casi cuantitativa de CoA-Ac-Ahx-MMAF con anti-hHER2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO:
121).

Figura 11. Caracterizacion por HPLC de la marcacién de anticuerpos con citotoxinas conectadas a través de un
enlazador escindible. (A) sefal de HPLC que confirma la conjugaciéon casi cuantitativa de CoA-MC-Val-Cit-PABC-
MMAF con anti-hHER2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 121). (B) sefial de HPLC que confirma la
conjugacioén casi cuantitativa de CoA-MC-Val-Cit-PABC-MMAF con anti-hHER2-HC-E388-GDSLSWLLRLLN-N389
(SEQ ID NO: 127).

Figura 12. Optimizacion de la formacion de ADC catalizada por 4'-fosfopanteteinil transferasa (PPTasa) en funcién del
pH. La representacion del grafico de barras muestra la cantidad de ADC generado con una relacién de farmaco a
anticuerpo (DAR) de 2 en funcién del pH. Los datos se basan en el andlisis de HPLC (280 nm) de la reaccién de CoA-
MC-MMAF con anti-hHER2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 121) o anti-hHER2-HC-E388-
GDSLSWLLRLLN-N389 (SEQ ID NO: 127) a un rango de pH de 5.0 a 10.0.

Figura 13. Optimizacion de la reaccion de conjugacion en funcion de la concentracion de enzima Sfp en el regulador
HEPES 50 mM (pH 7.5) que contiene un anticuerpo 2.5 uM, CoA-MC-MMAF 50 uM y MgCl2 10 mM (37°C, 16 horas).
(A) Espectro de masas en desconvolucion que muestra principalmente anti-hHER2-HC-E388-GDSLSWLLRLLN-N389
no conjugado (SEQ ID NO: 127) a una concentracion de Sfp de 0.1 uM. (B) Espectro de masas en desconvolucién
que muestra una formacion de ADC casi cuantitativa de anti-hHER2-HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-
N389 (SEQ ID NO: 1118) a una concentracion de Sfp de 0.25 uM. (C) Espectro de masas en desconvoluciéon que
muestra una formacién de ADC casi cuantitativa de anti-hHER2-HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-N389
(SEQ ID NO: 1118) a una concentracién de Sfp de 0.5 uM.

Figura 14. Optimizacion de la reaccién de conjugacion enzimatica en funcién de la concentracion de sustrato de CoA-
MC-MMAF a pH 8.0. (A) Las sefales de HPLC representan tres reacciones de conjugacién con 2.5 uM de anti-hHER2-
HC-E388-GDSLSWLLRLLN-N389 (SEQ ID NO: 127) que contenia 2.5 uM (sefal superior), 7.5 uM (sefial media) o 25
MM (sefal inferior) de CoA-MC-MMAF. El pico a un tiempo de retencion de 4.9 min corresponde al anticuerpo no
marcado (DAR = 0), el pico a los 5.3 min del anticuerpo monomarcado (DAR = 1) y el pico a los 5.7 min del anticuerpo
bimarcado (DAR = 2). (B) La representacion del grafico de barras muestra la cantidad de ADC generado con un DAR
de 2 en funciéon de la concentracion de sustrato de CoA-MC-MMAF. La serie de titulacién se realiz6 a una
concentracion de enzima Sfp de 0.25 pM (barras negras) o 1.0 pM (barras blancas).

Figura 15. Estabilidad térmica de ADCs marcados con péptidos, medida por fluorometria de barrido diferencial (DSF)
utilizando tinciéon de gel SYPRO Orange. (A) Determinacion de la estabilidad térmica del inmunoconjugado anti-
hHER2-HC-T359-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 1117). Se observan dos temperaturas de
transicion de 68.5 y 81.5 grados Celsius por DSF (promedio de dos mediciones). (B) Determinacion de la estabilidad
térmica del inmunoconjugado anti-hHER2-HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-N389 (SEQ ID NO: 1118).
DSF (medicion Unica) observa dos temperaturas de transicién de 66.3 y 81.0 grados Celsius. (C) Determinacion de la
estabilidad térmica de Trastuzumab IgG1 no modificado (anti-hHER2) que se usé como referencia para la comparacién
con ADCs marcados con péptidos. Se observan dos temperaturas de transicion de 69.7 y 81.1 grados Celsius por
DSF (promedio de dos mediciones).

Figura 16. Estudio farmacocinético (PK) de dos inmunoconjugados de Trastuzumab marcados con péptidos. Los titulos
plasmaticos de ambos ADC se determinaron capturando los inmunoconjugados respectivos con HER2 humano
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absorbido en placa (dominios extracelulares 3-4) seguido de deteccién con anticuerpos IgG antihumanos y anti-MMAF.
(A) Comparacion de los titulos en plasma de anti-hHER2-HC-T359-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-K360 (SEQ
ID NO: 1117) y del anticuerpo no modificado de Trastuzumab (anti-hHER2) por ELISA. El titulo de plasma del
inmunoconjugado exhibe un rapido deterioro en 4 dias. (B) Comparacién de los titulos plasmaticos de anti-hHER2-
HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-N389 (SEQ ID NO: 1118) y el anticuerpo no modificado de
Trastuzumab (anti-hHER2) por ELISA. El titulo en plasma del inmunoconjugado se asemeja mucho al titulo de control
del anticuerpo anti-hHER2 no modificado dentro de un periodo de 14 dias.

Figura 17. Ensayo in vitro de destruccion de células de inmunoconjugados marcados con péptidos utilizando la linea
celular MDA-231 que expresa HER2. Las representaciones se basan en las mediciones de la viabilidad celular
utilizando el ensayo de viabilidad celular luminiscente Glo de titulo celular (Promega). La figura describe 'anti-hHER2-
HC-T359-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-K360', 'anti-nHER2-HC-E388-GDS-ppan-MC-MMAF-LSWLLRLLN-
N389', 'anti-hHER2 -HC-T359-GDS-ppan-MC-ValCit-PABC-MMAF-LSWLLRLLN-K360', y 'anti-hHER2-HC-E388-
GDS-ppan-MC-ValCit-PABC-MMAF-LSWLLRLLN-N389' como SEQ ID NOS 1117, 1118, 1108 y 1107,
respectivamente.

Figura 18. Diagrama que ilustra la influencia del sitio de insercién de la etiqueta del péptido en la estabilidad térmica
del anticuerpo IgG. De acuerdo con la fluorometria de barrido diferencial (DSF) que utiliza la tinciéon con gel SYPRO
Orange, la primera temperatura de transicion (Tm1) disminuye significativamente para los anticuerpos que contienen
inserciones de etiqueta peptidica en el dominio CH2 de la regién Fc (residuos de aminoacidos 228-340). En contraste
con eso, las inserciones de la etiqueta peptidica en el dominio CH1 de la regién Fab desestabilizan el andamiaje del
anticuerpo en un grado mucho menor, con valores de Tm1 generalmente no mas de 3 grados Celsius mas bajos que
el Trastuzumab IgG1 no modificado con una Tm1 de 69.7°C.

Figura 19. Generacion enzimatica de ADCs con un DAR de 4. (A) Los ADCs con un DAR de 4 pueden generarse
incorporando multiples etiquetas peptidicas en un anticuerpo, como las etiquetas ybbR y S6. (B) Analisis de HPLC de
la conjugacion catalizada por Sfp de CoA-MC-MMAF con Trastuzumab IgG que contiene una etiqueta S6 en el dominio
Vu, asi como una etiqueta ybbR en el dominio CH3 (anti-hHER2-HC-V2-GDSLSWLLRLLN-Q3-E388-DSLEFIASKLA-
N389 (SEQ ID NO: 142)). La incubacion a temperatura ambiente de 2.5 pM de anticuerpo y 50 uM de sustrato de CoA
en presencia de 1 uM de enzima Sfp conduce a la formacién casi cuantitativa de un ADC con un DAR de 4 (tr = 6.1
min, sefal inferior). La sefial superior representa el correspondiente anticuerpo no acoplado (DAR = 0, tr = 5.2 min).

Figura 20. Perfiles farmacocinéticos de inmunoconjugados de trastuzumab marcados con péptidos que muestran
valores de IgG de AUC altos y bajos. Cada uno de los seis ADC marcados con péptidos correspondientes a SEQ ID
NO: 248 (A), SEQ ID NO: 33 (B), SEQ ID NO: 251 (C), SEQ ID NO: 218 (D), SEQ ID NO: 202 (E) y SEQ ID NO: 244
(F) se administraron por via intravenosa en tres ratones a una dosis Unica de 1 mg/kg. Después de la recoleccion de
muestras de plasma durante un periodo de tiempo de 340 horas, las moléculas de trastuzumab ADC se capturaron
utilizando el dominio extracelular inmovilizado de HER2 humano. Los titulos de plasma se determinaron luego por dos
formatos ELISA basados en anticuerpos anti-MMAF o anti-hlgG. Mientras que el primer formato proporciona lectura
sobre la concentracién de ADC "intacto”, el Ultimo formato genera una sefal proporcional a la concentracion de IgG
total, que comprende moléculas de trastuzumab conjugadas y no conjugadas. A - C ejemplifica las curvas PK de los
ADC MMAF marcados con péptidos que muestran valores altos de IgG de AUC, mientras que D - F muestra ejemplos
de inmunoconjugados que exhiben valores muy bajos de IgG de AUC. En todos los casos, los titulos anti-MMAF y
anti-hlgG son paralelos entre si, lo que indica una desconjugacion insignificante de la carga util de MMAF durante el
transcurso del tiempo del estudio PK.

Figura 21. Correlacion entre los titulos de anti-MMAF y anti-higG de 86 ADCs marcados con péptidos. De acuerdo con
este grafico, las lecturas de concentracion de IgG total y ADC "intacto" estan en estrecha concordancia entre si, lo que
sugiere un enlace ppan-MC altamente estable entre la carga util de MMAF y el anticuerpo marcado con péptido.
Ademas de la desconjugacion despreciable del farmaco MMAF in vivo, esta correlacién altamente lineal también indica
que la union de la carga util covalente no afecta negativamente al perfil farmacocinético del inmunoconjugado.

Figura 22. Método de dos etapas que implica la modificacién postraduccion de un anticuerpo marcado con A1 con un
analogo de CoA funcionalizado con carbonilo para la posterior unién del grupo terminal (TG) a través de la ligacion de
oxima. En el primer paso, el anticuerpo marcado con A1 se marca especificamente en el sitio con un analogo de CoA
funcionalizado con cetona o aldehido en medio de cultivo celular. Después de la cromatografia de afinidad de proteina
A, el grupo carbonilo de la unidad estructural ppan se hace reaccionar con un TG derivado con aminooxi.

Figura 23. Estudio de eficacia in vivo del trastuzumab ADC anti-hHER2-HC-E388-DS-ppan-MC-MMAF-LEFIASKLA-
N389 marcado con ybbR (SEQ ID NO: 1122) en ratones desnudos inmunodeficientes implantados con una linea
celular de tumor humano. El modelo de tumor de xenoinjerto se realizé con ratones nu/nu que se administraron por
via subcutanea con el clon 16 de la linea celular de cancer de mama dependiente de HER2 MDA-MB231. Después
de que el tumor crecié a un tamafio de aproximadamente 200 mm?3, se administraron dosis (inicas de 3 mg/kg. (A), 5
mg/kg (e) del ADC marcado con ybbR o el vehiculo solo (m) se inyectaron por via intravenosa en nueve ratones por
grupo de tratamiento. La flecha vertical indica el punto de tiempo de la administracion de ADC. La monitorizacién
semanal del crecimiento del tumor revel6 que ambos niveles de dosis dieron como resultado la regresion del tumor
que demuestra la eficacia in vivo del ADC marcado con péptido.
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Descripcion detallada

La presente invencion proporciona métodos de marcacion de anticuerpos especificos para el sitio, utilizando proteinas
que tienen actividad 4'-fosfopanteteinil-transferasa ("PPTasas") que catalizan la modificacion postraduccién de
secuencias peptidicas ("etiquetas peptidicas") incorporadas en uno o mas sitios especificos de un anticuerpo de
interés. La marcacion enzimatica en condiciones de reaccién ambiental permite la modificaciéon covalente cuantitativa
e irreversible de un residuo de serina especifico dentro de las etiquetas peptidicas incorporadas en el anticuerpo, y
por lo tanto crea conjugados de anticuerpos deseables.

Dada la amplia tolerancia al sustrato de las PPTasas, la marcacién del anticuerpo especifico del sitio de acuerdo con
la presente invencion se puede lograr con una variedad de reactivos de marcacion quimicamente accesibles, tales
como agentes anticancerosos, fluoréforos, péptidos, azlcares, detergentes, polietilenglicoles, potenciadores inmunes,
sondas de generacion de imagenes, profarmacos y otras moléculas. Ademas, las PPTasas se pueden usar para
inmovilizar anticuerpos marcados con péptidos en un soporte sélido, tales como nanoparticulas de poliestireno y
superficies de oro (véase, por ejemplo, Wong et al., Org. Biomol. Chem. 8: 782-787, 2010; Wong et al., Nanoscale 4:
659-666, 2012, para metodologias de inmovilizacion de enzimas funcionales).

Por consiguiente, la presente invencién proporciona métodos de preparacion de inmunoconjugados homogéneos con
una relacién de farmaco a anticuerpo definida para uso en terapia contra el cancer, e inmunoconjugados preparados
de este modo, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden estos inmunoconjugados. Los métodos de la
presente invencion se pueden usar en combinacién con otros métodos de conjugacion conocidos en la técnica.

1. Ingenieria de anticuerpos
Marcacién especifica del sitio

Un "bucle estructural" o un "bucle sin CDR" segun la presente invencion debe entenderse de la siguiente manera: los
anticuerpos estan formados por dominios con pliegues de inmunoglobulina. En esencia, las hojas beta antiparalelas
estan conectadas por bucles para formar un barril beta antiparalelo comprimido. En la regién variable, algunos de los
bucles de los dominios contribuyen esencialmente a la especificidad del anticuerpo, es decir, la unién a un antigeno.
Estos bucles se denominan "bucles CDR". Todos los otros bucles de dominios de anticuerpos contribuyen mas bien a
la estructura de la molécula y/o la funcién efectora. Estos bucles se definen aqui como "bucles estructurales” o "bucles
no CDR".

Los anticuerpos (por ejemplo, un anticuerpo parental o nativo, que contiene opcionalmente uno o mas aminoacidos
no naturales) de la presente invencién estan numerados de acuerdo con el sistema de numeracion Eu como se expone
en Edelman et al., Proc. Natl Acad USA 63: 78-85 (1969). La regién constante de IgG1 humana se utiliza como
representante en toda la solicitud. Sin embargo, la invencion no se limita a la IgG1 humana; las posiciones de
aminoacidos correspondientes se pueden deducir facilmente mediante la alineacién de secuencias. Por ejemplo, la
fig. 3 (A) muestra la regién constante de la cadena pesada de IgG1 donde los bucles estructurales estan subrayados,
estos bucles estructurales subrayados se pueden identificar facilmente para IgG2, 1gG3 e IgG4 como se muestra en
el alineamiento de secuencias de la Figura 4 (A). Figura 3 (B) muestra la region constante de la cadena ligera donde
los bucles estructurales estan subrayados. Para la regién constante de la cadena ligera, IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 son
iguales. La Tabla 1 a continuaciéon enumera las posiciones de aminoacidos en el bucle estructural de IgG1, IgG2, IgG3
e lIgG4, respectivamente.

Tabla 1. Posiciones de bucle estructural identificadas (IgG1 de acuerdo con la numeracion Eu)

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

C:g:;; 119(S)120(T)121(K) | 119(S)120(T)121(K) | 119(S)120(T)121(K) 119(S)120(T)121(K)

i 131(S)132(S)133(K) | 131(C)132(S)133(R) | 131(C)132(S)133(R) 131(C)132(S)133(R)
134(S)135(T)136(S) | 134(S)135(T)136(S) | 134(S)135(T)136(S) 134(S)135(T)136(S)
137(G)138(G)139(T) | 137(E)138(S)139(T) | 137(G)138(G)139(T) 137(E)138(S)139(T)
(SEQ ID NO: 1018) (SEQ ID NO: 1019) (SEQ ID NO: 1020) (SEQ ID NO: 1019)
152(E)153(P)154(V) 152(E)153(P)154(V) | 152(E)153(P)154(V) 152(E)153(P)154(V)
159(N)160(S)161(G) | 159(N)160(S)161(G) | 159(N)160(S)161(G) 159(N)160(S)161(G)
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IgG1

162(A)163(L)164(T)

165(S)166(G) (SEQ ID

NO: 1021)
171(P)172(A)

176(S)177(S)178(G)
189(P)190(S)191(S)
192(S)193(L)194(G)

195(T)196(Q)197(T)
(SEQ ID NO: 1022)

205(K)206(P)207(S)

208(N) (SEQ ID NO:

1025)

230(P)231(A)232(P)

233(E)234(L)235(L)

236(G)236(G) (SEQ ID

NO: 1026)
244(P)245(P)246(K)
253(1)254(S)255(R)

256(T)257(P)258(E)
(SEQ ID NO: 1029)

267(S)268(H)269(E)

270(D)271(P)272(E)
(SEQ ID NO: 1030)

280(D)281(G)
285(H)286(N)287(A)
291(P)292(R)

295(Q)296(Y)297(N)

298(S)299(T) (SEQ ID

NO: 1032)
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IgG2

162(A)163(L)164(T)

165(S)166(G) (SEQ ID

NO: 1021)

171(P)172(A)

176(S)177(S)178(G)

189(P)190(S)191(S)

192(N)193(F)194(G)

195(T)196(Q)197(T)
(SEQ ID NO: 1023)

205(K)206(P)207(S)

208(N) (SEQ ID NO:

1025)

227(P)228(A)229(P)

230(P)231(V)232(A)

233(G) (SEQ ID NO:

1027)

240(P)241(P)242(K)

249(1)250(S)251(R)

252(T)253(P)254(E)
(SEQ ID NO: 1029)

263(S)264(H)265(E)

266(D)267(P)268(E)
(SEQ ID NO: 1030)

276(D)277(G)

281(H)282(N)283(A)

287(P)288(R)

291(Q)292(F)293(N)

294(S)295(T) (SEQ ID

NO: 1033)

31

IgG3

162(A)163(L)164(T)

165(S)166(G) (SEQ ID

NO: 1021)
171(P)172(A)

176(S)177(S)178(G)
189(P)190(S)191(S)
192(S)193(L)194(G)

195(T)196(Q)197(T)
(SEQ ID NO: 1022)

205(K)206(P)207(S)

208(N) (SEQ
1025)

277(P)278(A)279(P)28

0(E)281(L)282(L)283(

G)284(G) (SEQ ID NO:

1026)
291(P)292(P)293(K)
300(1)301(S)302(R)

303(T)304(P)305(E)
(SEQ ID NO: 1029)

314(S)315(H)316(E)

317(D)318(P)319(E)
(SEQ ID NO: 1030)

327(D)328(G)
332(H)333(N)334(A)
338(P)339(R)

342(Q)343(Y)344(N)

345(S)346(T)
NO: 1032)

ID NO:

(SEQ ID

IgG4

162(A)163(L)164(T)

165(S)166(G) (SEQ ID

NO: 1021)

171(P)172(A)

176(S)177(S)178(G)

189(P)190(S)191(S)

192(S)193(L)194(G)

195(T)196(K)197(T)
(SEQ ID NO: 1024)

205(K)206(P)207(S)

208(N) (SEQ ID NO:

1025)

227(P)228(A)229(P)

230(E)231(F)232(L)

233(G)234(G) (SEQ ID

NO: 1028)

241(P)242(P)243(K)

250(1)251(S)252(R)

253(T)254(P)255(E)
(SEQ ID NO: 1029)

264(S)265(Q)266(E)

267(D)268(P)269(E)
(SEQ ID NO: 1031)

277(D)278(G)

282(H)283(N)284(A)

288(P)289(R)

292(Q)293(F)294(N)

295(S)296(T) (SEQ ID

NO: 1033)



IgG1
307(T)308(V)309(L)

310(H)311(Q) (SEQ ID
NO: 1034)

315(N)316(G)317(K)

318(E) (SEQ ID NO:
1036)

326(K)327(A)328(L)

329(P)330(A)331(P)
(SEQ ID NO: 1037)

339(A)340(K)341(G)

342(Q)343(P)344(R)
345(E) (SEQ ID NO:
1040)

355(R)356(D/E)
357(E)358(L/M)

359(T)360(K)361(N)
(SEQ ID NO: 1042)

384(N)385(G)

388(E)389(N)390(N)
394(T)395(P)396(P)
399(D)400(S)401 (D)

402(G) (SEQ ID NO:
1045)

415(S)416(R)
417(W)418(Q)
419(Q)420(G)

421(N)422(V) (SEQ ID
NO: 1046)

433(H)434(N)435(H)
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IgG2

303(T)304(V)305(V)

306(H)307(Q) (SEQ ID

NO: 1035)

311(N)312(G)313(K)

314(E)
1036)

322(K)323(G)324(L)

325(P)326(A)327(P)
(SEQ ID NO: 1038)

335(T)336(K)337(G)

338(Q)339(P)340(R)

104

351(R)352(E)353(E)

354(M)355(T)356(K)
357(N) (SEQ ID NO:
1043)

380(N)381(G)
384(E)385(N)386(N)
390(T)391(P)392(P)
395(D)396(S)397(D)

398(G) (SEQ ID NO:
1045)

411(S)412(R)413(W)

414(Q)415(Q)416(G)

417(N)418(V) (SEQ ID
NO: 1046)

429(H)430(N)431(H)

32

(SEQ ID NO:

341(E) (SEQ ID NO:
1)

IgG3

354(T)355(V)356(L)

357(H)358(Q)
NO: 1034)

362(N)363(G)364(K)3

65(E) (SEQ ID NO: 1036)

373(K)374(A)375(L)

376(P)377(A)378(P)
(SEQ ID NO: 1037)

386(T)387(K)388(G)

389(Q)390(P)391(R)
392(E) (SEQ ID NO:
1)

104

402(R)403(E)404(E)

405(M)406(T)407(K)
408(N) (SEQ
1043)
431(S)432(G)
435(E)436(N)437(N)
441(T)442(P)443(P)
446(D)447(S)448(D)

449(G)
1045)

462(S)463(R)464(W)

465(Q)466(Q)467(G)

468(N)469(1)
NO: 1047)

480(H)481(N)482(R)

(SEQ ID

ID NO:

(SEQ ID NO:

(SEQ

IgG4
304(T)305(V)306(L)

307(H)308(Q) (SEQ ID
NO: 1034)

312(N)313(G)314(K)

315(E)
1036)

(SEQ ID NO:

323(K)324(G)325(L)

326(P)327(S)328(S)
(SEQ ID NO: 1039)

336(A)337(K)338(G)

339(Q)340(P)341(R)
342(E) (SEQ ID NO:
1040)

352(Q)353(E)354(E)
355(M)356(T)357(K)

358(N)
1044)

(SEQ ID NO:

381(N)382(G)

385(E)386(N)387(N)
391(T)392(P)393(P)
396(D)397(S)398(D)

399(G)
1045)

(SEQ ID NO:

412(S)413(R)414(W)
415(Q)416(E)417(G)

418(N)419(V) (SEQ ID
NO: 1048)

430(H)431(N)432(H)



Cadena
liviana

IgG1

442(S)443(L)444(S)

445(P)446(G) (SEQ ID
NO: 1049)

109(T)110(V)111(A)

112(A) (SEQ ID NO:
1051)

119(P)120(P)121(S)

122(D)123(E) (SEQ ID
NO: 1052)

140(Y)141(P)142(R)

143(E)144(A) (SEQ ID
NO: 1053)

151(D)152(N)153(A)

154(L)155(Q)156(S)

(SEQ ID NO: 1054)

161(E)162(S)163(V)

164(T)165(E)166(Q)

167(D)168(S) (SEQ ID
NO: 1055)

197(T)198(H)199(Q)

200(G)201(L)202(S)

203(S)204(P) (SEQ ID
NO: 1056)

207(K)208(S)

ES 2703 540 T3

IgG2

438(S)439(L)440(S)

441(P)442(G) (SEQ ID
NO: 1049)

109(T)110(V)111(A)

112(A) ID NO:

1051)

(SEQ

119(P)120(P)121(S)

122(D)123(E) (SEQ ID
NO: 1052)

140(Y)141(P)142(R)

143(E)144(A) (SEQ ID
NO: 1053)

151(D)152(N)153(A)

154(L)155(Q)156(S)

(SEQ ID NO: 1054)

161(E)162(S)163(V)

164(T)165(E)166(Q)

167(D)168(S) (SEQ ID
NO: 1055)

197(T)198(H)199(Q)

200(G)201(L)202(S)

203(S)204(P) (SEQ ID
NO: 1056)

207(K)208(S)

IgG3

489(S)490(L)491(S)

492(P)493(G)
NO: 1049)

(SEQ

109(T)110(V)111(A)

112(A)
1051)

(SEQ

119(P)120(P)121(S)

122(D)123(E)
NO: 1052)

(SEQ

140(Y)141(P)142(R)

143(E)144(A)
NO: 1053)

(SEQ

151(D)152(N)153(A)

154(L)155(Q)156(S)

(SEQ ID NO: 1054)

161(E)162(S)163(V)

164(T)165(E)166(Q)

167(D)168(S)
NO: 1055)

(SEQ

197(T)198(H)199(Q)

200(G)201(L)202(S)

203(S)204(P)
NO: 1056)

(SEQ

207(K)208(S)

ID

ID NO:

ID

ID

ID

ID

IgG4

439(S)440(L)441(S)

442(L)443(G) (SEQ ID
NO: 1050)

109(T)110(V)111(A)

112(A) ID NO:

1051)

(SEQ

119(P)120(P)121(S)

122(D)123(E) (SEQ ID
NO: 1052)

140(Y)141(P)142(R)

143(E)144(A) (SEQ ID
NO: 1053)

151(D)152(N)153(A)

154(L)155(Q)156(S)

(SEQ ID NO: 1054)

161(E)162(S)163(V)

164(T)165(E)166(Q)

167(D)168(S) (SEQ ID
NO: 1055)

197(T)198(H)199(Q)

200(G)201(L)202(S)

203(S)204(P) (SEQ ID
NO: 1056)

207(K)208(S)

La figura 3, asi como las SEQ ID NOs 24 y 93 representan las secuencias de la regién constante de la cadena ligera
kappa de Ig y la region constante de la cadena pesada gamma-1 de Ig, respectivamente. X'1, X'z, X'3, X'4, X's, y X's en
las SEQ ID NO: 24 y 93 indican residuos que estan presentes en posiciones alotipicas dentro de la subclase IgG1 y
el isotipo kappa (segun a Jefferis et al., MAb. 1: 332-338 (2009)). X't puede ser Arg o Lys, X"2 puede ser Asp o Glu,
X'3 puede ser Leu o Met, X's puede ser Ala o Gly, X's puede ser Val o Ala, y X's puede se Leu o Val.

Debido a la alta homologia de secuencia de las regiones constantes de los anticuerpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4, los
hallazgos de la invencién no estan limitados a ningun anticuerpo especifico. Ademas, los hallazgos de la invencion no
se limitan al uso de PPTasas. Las posiciones en los lazos estructurales de anticuerpos identificados aqui también se
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pueden usar para incorporar otras etiquetas peptidicas, que son sustratos para otros enfoques de conjugacion
enzimatica, como la enzima biotina proteina ligasa (BPL), transglutaminasas y enzimas formadoras de formilglicina.

En un aspecto de la divulgacién, los inmunoconjugados comprenden un anticuerpo modificado o un fragmento del
mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende una etiqueta
peptidica que, por si misma, es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil-transferasa, y en la que dicho péptido la etiqueta
esta ubicada dentro de un bucle estructural, o C- o N-terminal del anticuerpo modificado o fragmento del mismo. La
presente descripcion también proporciona anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que comprenden una
etiqueta peptidica que es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil transferasa, y en la que dicha etiqueta peptidica esta
localizada dentro de un bucle estructural, o extremo C- o N- del anticuerpo o fragmento en esto. En una realizacion
especifica, dicha etiqueta peptidica es uno o mas péptidos seleccionados del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
1 a 21y 1132 descritas en la Tabla 2. En un aspecto, la etiqueta peptidica se inserta entre dos aminoacidos de un
bucle estructural de dicho anticuerpo o fragmento del mismo. En otro aspecto de la divulgacién, la etiqueta peptidica
se injerta en un bucle estructural, C- o N-terminal de dicho anticuerpo o fragmento del mismo, en donde la etiqueta
peptidica reemplaza uno o mas aminoacidos del anticuerpo parental o fragmento del mismo. En un aspecto, el bucle
estructural se refiere a un bucle estructural localizado en la regién CH1, CH2, CH3 o CL de dicho anticuerpo o
fragmento del mismo. La cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo modificado (o su fragmento) pueden
contener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En un aspecto, los anticuerpos
o fragmentos de anticuerpos modificados contienen 2, 4, 6, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales.
En otro aspecto, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa humana, o una
forma mutante de la misma que retiene la actividad de la 4'-fosfopanteteiniltransferasa. En un aspecto, dicha 4'-
fosfopanteteinil-transferasa se origina a partir de Homo sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Thermotoga
maritima, Clostridium thermocellum, asi como cualquier otro genoma de mamiferos, bacterias o hongos. En otro
aspecto, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es una proteina homéloga a Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa
humana o un mutante de los mismos. En una realizacion, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es de un organismo
termofilo. En algunas realizaciones, el anticuerpo parental (anticuerpo sin incorporar la etiqueta peptidica) es un
anticuerpo IgG, IgM, IgE o IgA. En algunas realizaciones, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG1. En algunas
otras realizaciones, el anticuerpo parental es un anticuerpo 1gG2, 1gG3 o IgG4.

"Un sustrato de 4'-fosfopanteteinil transferasa” como se usa en este documento significa que la estructura que se
describe puede servir como un aceptor para un grupo 4'-fosfopanteteina (ppan) o ppan modificado como se ilustra en
el Esquema la de este documento cuando se pone en contacto con 4'-fosfopanteteinil transferasa y CoA o un analogo
de CoA que tiene un grupo terminal adjunto.

En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo modificado o
fragmento del mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende
una region CH1, CH2, CH3 y/o Ci, y en donde dichas regiones CH1, CH2, CH3 y/o CL comprenden ademas una
etiqueta peptidica que, por si misma, es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil-transferasa. La presente invencién
también proporciona anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que comprenden una regién CH1, CH2,
CHS3 y/o CL, y en donde dicha region CH1, CH2, CH3 y/o CL comprende ademas una etiqueta peptidica seleccionada
del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 a 21 y 1132, que es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil transferasa. En
algunas realizaciones, la etiqueta peptidica se inserta entre dos aminoacidos de un bucle estructural de dicho
anticuerpo o fragmento del mismo. En algunos aspectos de la divulgacion, la etiqueta peptidica se injerta en un bucle
estructural de dicho anticuerpo o fragmento del mismo. La cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo
modificado (o su fragmento) pueden contener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles
estructurales. En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos modificados contienen 2, 4, 6, 8 0o mas etiquetas
de proteinas en sus bucles estructurales. En algunas realizaciones, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS,
PPTasa de T. maritima, PPTasa humana, o una forma mutante de la misma que retiene la actividad de la 4'-
fosfopantetileno-transferasa. En algunas realizaciones, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa se origina a partir de Homo
sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Clostridium thermocellum, asi como cualquier otro
genoma de mamiferos, bacterias 0 hongos. En algunas realizaciones, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es una
proteina homologa a Sfp, AcpS, T. maritima PPTasa, o un mutante de los mismos. En una realizacién, dicha 4'-
fosfopanteteinil transferasa es de un organismo termdfilo. En algunas realizaciones, el anticuerpo parental es un
anticuerpo IgG, IgM, IgE o IgA. En una realizacion especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG1. En algunas
realizaciones, el anticuerpo parental es un anticuerpo 19G2, IgG3 o 1gG4.

Tal como se usa en el presente documento, la actividad indicada por "retiene" significa que la enzima que se describe
mantiene al menos aproximadamente el 10% de la actividad del material de referencia, que es la B. subtilis Sfp 4'-
fosfopanteteinil-transferasa (véase, por ejemplo, Quadri et al., Bioquimica 37: 1585-1595 (1998)). Por ejemplo, una 4'-
fosfopanteteinil-transferasa diferente o una forma mutante de la enzima retiene al menos aproximadamente el 10% de
la actividad de la 4'-fosfopanteteiniltransferasa en comparacion con Sfp en condiciones de reaccion idénticas, es decir,
utilizando el mismo sustrato de CoA, el mismo anticuerpo marcado con péptido, condiciones de regulador idénticas,
sustrato idéntico y concentraciones de enzima, la misma temperatura y la misma duracion de la reaccién.

La presente divulgacion se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo modificado o fragmento del
mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende una etiqueta
peptidica que, en si misma, es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil-transferasa, y en donde dicha etiqueta peptidica
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se inserta entre las posiciones 2 y 3 del dominio V, las posiciones 63 y 64 del dominio Vw, las posiciones 64 y 65 del
dominio Vw, las posiciones 138 y 139 del dominio CH1, las posiciones 197 y 198 del dominio CH1, las posiciones 359
y 360 del dominio CH3, las posiciones 388 y 389 del dominio CH3, el extremo C del dominio CH3 (después de Lys447),
y/o las posiciones 2 y 3 del dominio VL de un anticuerpo parental o un fragmento del mismo. En otro aspecto, la
presente invencion proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo modificado o un fragmento del
mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende una etiqueta
peptidica que, por si misma, es un sustrato de una 4'-fosfopantetileno-transferasa, y en la que la etiqueta peptidica se
inserta entre los residuos de aminoacidos 110 y 111 de la cadena ligera, o la etiqueta peptidica se inserta entre los
residuos de aminoacidos 119 y 120, o entre los residuos de aminodcidos 120 y 121, o entre los residuos de
aminoacidos 135 y 136, o entre los residuos de aminoacidos 136 y 137, o entre los residuos de aminoacidos 138 y
139, o entre los residuos de aminoacidos 162 y 163, o entre los residuos de aminoacidos 164 y 165, o entre los
residuos de aminoacidos 165 y 166, o entre los residuos de aminodcidos 194 y 195, o entre los residuos de
aminoacidos 195 y 196 del dominio CH1; o la etiqueta peptidica se inserta entre los residuos de aminoacidos 388 y
389 del dominio CH3 de un anticuerpo parental o fragmento del mismo. En algunas realizaciones, la etiqueta del
péptido se inserta entre los residuos de aminoacidos 110 y 111 de la cadena ligera, o entre 119 y 120, o entre 120 y
121, o entre 135y 136, o entre 136 y 137, o0 entre 138 y 139, o entre 165 y 166 del dominio CH1, o entre 388 y 389
del dominio CH3 de un anticuerpo parental o fragmento del mismo,

En un aspecto, la invencién proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo modificado o fragmento
del mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende SEQ ID
NO:32, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:131, SEQ ID
NO:132, SEQ ID NO:149, SEQ ID NO:151, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ
ID NO:166, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251,
SEQ ID NO:256, SEQ ID NO:257, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:265, SEQ ID NO:267, SEQ ID NO:268, SEQ ID
NO:277, SEQ ID NO:278, SEQ ID NO:356, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:364, SEQ ID NO:365, SEQ
ID NO:367, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:380, SEQ ID NO:381 o SEQ ID NO:384.

Con respecto a los inmunoconjugados descritos en el presente documento, en un aspecto, dicha etiqueta peptidica es
uno o mas péptidos seleccionados de SEQ ID NO: 1 a 21 y 1132 descritos en la Tabla 2. La cadena pesada y/o la
cadena ligera del anticuerpo modificado (o su fragmento) puede contener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas etiquetas de
proteinas en sus bucles estructurales. En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados
contienen 2, 4, 6, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En otra realizacion, dicha 4'-
fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa humana, o una forma mutante de la misma
que retiene la actividad de la 4'-fosfopanteteiniltransferasa. En una realizacion, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa se
origina a partir de Homo sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Clostridium thermocellum,
asi como cualquier otro genoma de mamiferos, bacterias o hongos. En una realizacién especifica, dicha 4'-
fosfopanteteinil transferasa es Sfp y la etiqueta del péptido se selecciona de GDSLSWLLRLLN (SEQ ID NO: 1),
GDSLSWL (SEQ ID NO: 2), DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9), GDSLDMLEWSLM (SEQ ID NO: 10), DSLEFIASKL (SEQ
ID NO: 18) y DSLEFIASK (SEQ ID NO: 19). En una realizacién, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG, IgM, IgE
o IgA. En una realizacién especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG1. En otra realizacion especifica, el
anticuerpo parental es un anticuerpo IgG2, IgG3 o IgG4.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo modificado o
un fragmento del mismo, y un grupo terminal, en donde dicho anticuerpo modificado o fragmento del mismo comprende
una etiqueta peptidica que, por si misma, es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil-transferasa, y en la que dicha
etiqueta peptidica se injerta en un bucle estructural, o extremo C- o N- del anticuerpo o fragmento del mismo. En un
aspecto especifico de la descripcién, dicha etiqueta peptidica se injerta en las posiciones de aminoacidos de 62 a 64
del dominio VK (mutaciones en los aminoacidos 62 y 63, y la insercién de la unidad estructural de la etiqueta peptidica
entre los aminoacidos 63 y 64) , en posiciones de aminoacidos de 62 a 65 del dominio Vu (mutaciones en los
aminoacidos 62-64, y la insercion de la unidad estructural de la etiqueta peptidica entre los aminoacidos 64 y 65); en
las posiciones de aminoacidos de 133 a 139 del dominio CH1 (mutaciones de los aminoacidos 133-138, y la insercion
de la unidad estructural de la etiqueta peptidica entre los aminoacidos 138-139), posiciones de aminoacidos de 189 a
195 del dominio CH1, y/o posiciones de aminoacidos de 190 a 198 del dominio CH1 (mutaciones de los amino&cidos
190-197, y la insercion de la unidad estructural de la etiqueta peptidica entre 197 y 198) de un anticuerpo parental o
fragmento del mismo. En un aspecto de la divulgacion, dicha etiqueta peptidica es uno 0 mas péptidos seleccionados
de los descritos en la Tabla 2. La cadena pesada y/o cadena ligera del anticuerpo modificado (0 su fragmento) puede
contener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En una realizacion, los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados contienen 2, 4, 6, 8 o mas etiquetas de proteinas en sus bucles
estructurales. En otra realizacion, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa
humana, o una forma mutante de la misma que retiene la actividad de la 4'-fosfopanteteiniltransferasa. En una
realizacién, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa se origina a partir de Homo sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Thermotoga maritima, Clostridium thermocellum, asi como cualquier otro genoma de mamiferos, bacterias o hongos.
En una realizacién especifica, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp y la etiqueta del péptido se selecciona de
GDSLSWLLRLLN (SEQ ID NO: 1), GDSLSWL (SEQ ID NO: 2), DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9), GDSLDMLEWSLM
(SEQ ID NO: 10), DSLEFIASKL (SEQ ID NO: 18) y DSLEFIASK (SEQ ID NO: 19). En una realizacion, el anticuerpo

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703 540 T3

parental es un anticuerpo IgG, IgM, IgE o IgA. En una realizacién especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo
IgG1. En otra realizacion especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo 1gG2, IgG3 o 1gG4.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que
comprenden una etiqueta peptidica que es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil transferasa, y en la que dicha etiqueta
peptidica se inserta entre las posiciones 2 y 3 del dominio VH, posiciones 63 64 del dominio VH, posiciones 64 y 65 del
dominio VH, posiciones 138 y 139 del dominio CH1, posiciones 197 y 198 del dominio CH1, posiciones 359 y 360 del
dominio CH3, posiciones 388 y 389 del dominio CH3 , el extremo C- del dominio CH3 (después de Lys447), y/o las
posiciones 2 y 3 del dominio VL de un anticuerpo parental o fragmento del mismo. En otro aspecto, la etiqueta peptidica
se inserta entre los residuos de aminoacidos 110 y 111 de la cadena ligera, o entre 119y 120, o entre 120y 121, o
entre 135y 136, o entre 136 y 137, o entre 138 y 139, o0 entre 165 y 166 del dominio CH1, o entre 388 y 389 del
dominio CH3 de un anticuerpo parental o fragmento del mismo.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo modificado o fragmento del mismo que comprende
SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130 y/o SEQ ID NO:131. En otro aspecto, la presente invencién
proporciona un anticuerpo modificado o fragmento del mismo que comprende SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:63, SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:149, SEQ
ID NO:151, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:169,
SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID NO:256, SEQ ID NO:257, SEQ ID NO:259, SEQ ID
NO:267, SEQ ID NO:268, SEQ ID NO:277, SEQ ID NO:356, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:364, SEQ
ID NO:365, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:380, o SEQ ID NO:384. En algunas
realizaciones, la presente invencion proporciona un anticuerpo modificado o fragmento del mismo que comprende
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:151, SEQ ID NO:152,
SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:250, SEQ ID NO:251, SEQ ID
NO:256, SEQ ID NO:257, SEQ ID NO:259, SEQ ID NO:268, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:364, SEQ
ID NO:365, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:374, o SEQ ID NO:384.

En un aspecto, dicha etiqueta peptidica es uno o méas péptidos seleccionados de los descritos en la Tabla 2. La cadena
pesada y/o cadena ligera del anticuerpo (o su fragmento) puede contener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 mas etiquetas de
proteinas en sus bucles estructurales. En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
contienen 2, 4, 6, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En algunas realizaciones, dicha 4'-
fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa humana, o una forma mutante de la misma
que retiene la actividad de la 4'-fosfopantetileno-transferasa. En algunas realizaciones, dicha 4'-fosfopanteteinil
transferasa se origina a partir de Homo sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Thermotoga maritima, Clostridium
thermocellum, asi como cualquier otro genoma de mamiferos, bacterias o hongos. En una realizacion especifica, dicha
4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp y la etiqueta del péptido se selecciona de GDSLSWLLRLLN (SEQ ID NO: 1),
GDSLSWL (SEQ ID NO: 2), DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9), GDSLDMLEWSLM (SEQ ID NO: 10), DSLEFIASKL (SEQ
ID NO: 18) y DSLEFIASK (SEQ ID NO: 19). En algunas realizaciones, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG,
IgM, IgE o IgA. En una realizacién especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo IgG1. En algunas realizaciones,
el anticuerpo parental es un anticuerpo 1gG2, IgG3 o 1gG4.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que
comprenden una etiqueta peptidica que es un sustrato de una 4'-fosfopanteteinil transferasa, y en la que dicha etiqueta
peptidica se injerta en un bucle estructural, o extremo C- o N- del anticuerpo o fragmento del mismo. En algunos
aspectos, dicha etiqueta peptidica se injerta en las posiciones de aminoacidos de 62 a 64 del dominio Vu (mutaciones
en los aminoacidos 62 y 63, y la insercion de la unidad estructural de la etiqueta peptidica entre los aminoacidos 63 y
64), en el amino&cido posiciones de 62 a 65 del dominio Vu (mutaciones en los amino&cidos 62-64, y insercion de la
unidad estructural de la etiqueta peptidica entre los aminoacidos 64 y 65); en las posiciones de aminoacidos de 133 a
139 del dominio CH1 (mutaciones de los aminoacidos 133-138, y la insercién de la unidad estructural de la etiqueta
peptidica entre los aminoacidos 138-139), posiciones de aminoacidos de 189 a 195 del dominio CH1, y/o posiciones
de aminoacidos de 190 a 198 del dominio CH1 (mutaciones de los aminoacidos 190-197, y la insercién de la unidad
estructural de la etiqueta peptidica entre 197 y 198) de un anticuerpo parental o fragmento del mismo. En un aspecto
de la divulgacion, dicha etiqueta peptidica es uno o mas péptidos seleccionados de los descritos en la Tabla 2. La
cadena pesada y/o cadena ligera del anticuerpo modificado (o su fragmento) puede contener 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 0
mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En un aspecto de la divulgacién, los anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos modificados contienen 2, 4, 6, 8 0 mas etiquetas de proteinas en sus bucles estructurales. En otra
realizacién, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp, AcpS, PPTasa de T. maritima, PPTasa humana, o una forma
mutante de la misma que retiene la actividad de la 4'-fosfopanteteiniliransferasa. En un aspecto de la divulgacion,
dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa se origina en Homo sapiens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Thermotoga
maritima, Clostridium thermocellum, asi como cualquier otro genoma de mamifero, bacteriano o micoético. En algunos
aspectos de la divulgacion, dicha 4'-fosfopanteteinil transferasa es Sfp y la etiqueta del péptido se selecciona de
GDSLSWLLRLLN (SEQ ID NO: 1), GDSLSWL (SEQ ID NO: 2), DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9), GDSLDMLEWSLM
(SEQ ID NO: 10), DSLEFIASKL (SEQ ID NO: 18) y DSLEFIASK (SEQ ID NO: 19). En una realizacion, el anticuerpo
parental es un anticuerpo IgG, IgM, IgE o IgA. En una realizacién especifica, el anticuerpo parental es un anticuerpo
IgG1. En algunas realizaciones, el anticuerpo parental es un anticuerpo 1gG2, IgG3 o IgG4.
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En ciertos aspectos, la divulgacién se refiere a anticuerpos modificados disefiados para contener uno o mas sitios de
conjugacioén ortogonales. Dichos sitios de conjugacion ortogonales incluyen, pero no se limitan a, un sustrato de Sfp
4'-fosfopanteteinil transferasa, un sustrato de AcpS 4'-fosfopanteteinil transferasa, T. maritima 4'-fosfopanteteinil
transferasa, 4'-fosfopanteteinil transferasa humana, a lisina, una cisteina, una tirosina, una histidina, un aminoacido
no natural, pirrolisina y pirrolina-carboxi-lisina. Los sitios de conjugacion ortogonal también pueden ser secuencias
peptidicas que pueden modificarse enzimatica o quimicamente, por ejemplo, una etiqueta de tetracisteina, un péptido
LPXTG-sortasa (SEQ ID NO: 1057) (X es cualquier amino&cido), un péptido aceptor de biotina, una etiqueta CXPXR
de aldehido (SEQ ID NO: 1058) (X es cualquier aminoacido), o una etiqueta de His. En ciertos aspectos, dichos
anticuerpos disefiados se marcan utilizando los métodos de la invencién en combinacién con otros métodos de
conjugacién conocidos en la técnica, que incluyen, entre otros, conjugacion quimioselectiva a través de cisteina, lisina,
histidina, tirosina, formilglicina, pirrolisina, pirrolina-carboxilisina y aminoacidos no naturales.

En ciertos aspectos, las enzimas Sfp y AcpS se utilizan para la marcacion ortogonal especifica del sitio de la misma o
dos marcas diferentes en un anticuerpo disefiado para contener un péptido de la serie S (por ejemplo, S1, S2, S3, S4,
S5, S6 y S7) y un péptido de la serie A (por ejemplo, A1, A-1, A-2, A-3, A-4 y A-6) ubicado en VH, VL, CH1, CH2, CH3,
o region CL del anticuerpo (véase también Tabla 2).

En otros aspectos, las enzimas Sfp y AcpS se utilizan para la marcacion ortogonal especifica del sitio de dos marcas
diferentes en un anticuerpo disefiado para contener un péptido de la serie ybbR (por ejemplo, ybbR11, ybbR12 y
ybbR13) y un péptido de la serie A (para por ejemplo, A1, A-1, A-2, A-3, A-4 y A-6) ubicadas en la region CH1, CH2,
CH3 o Cv del anticuerpo.

En otros aspectos, las enzimas Sfp o AcpS se usan para la marcacion ortogonal especifica del sitio en un anticuerpo
disefado para contener un péptido de la serie ybbR (por ejemplo, ybbR11, ybbR12 y ybbR13) y un péptido de la serie
A (por ejemplo, A1, A-1, A-2, A-3, A-4 y A-6) ubicadas en las regiones VH, VL, CH1, CH2, CH3 o CL del anticuerpo
en combinacion con otros métodos de conjugacion. Tales métodos incluyen pero no se limitan a la conjugacién con
lisina, cisteina, tirosina, histidina, formilglicina, aminoacidos no naturales, pirrolisina y/o pirrolina-carboxi-lisina. Dichos
métodos pueden usarse para unir los mismos o diferentes marcadores que los utilizados para la conjugacion
enzimatica a través de Sfp o AcpS.

Proteinas que tienen actividad de 4'-fosfopanteteinil transferasa y sustratos peptidicos

Como se usa en el presente documento, los términos "4'-fosfopanteteinil transferasa" (PPTasas) y "proteina que tiene
actividad 4'-fosfopanteteinil transferasa" se utilizan de manera intercambiable y se refieren a cualquier proteina o un
fragmento de la misma, que es capaz de transferir un grupo ppan de una molécula donante, como la coenzima A
(CoA) o un anélogo de la misma, a un sustrato, como una etiqueta peptidica o una proteina portadora de acilo.

Las PPTasas son enzimas que catalizan la modificacién postraduccion de las proteinas transportadoras asociadas
con las sintasas de acidos grasos (FAS), las sintasas de policétidos (PKS) y las sintetasas peptidicas no ribosémicas
(NRPS). Estas proteinas portadoras se denominan comunmente ACP, proteinas portadoras de acilo (FAS y PKS) o
como PCP, proteinas portadoras de peptidilo (NRPS). Las ACP y las PCP constan de aproximadamente 80
aminoacidos y generalmente se integran como dominios en complejos de multienzimas FAS, PKS o NRPS. En algunos
casos, las ACP y las PCP también se encuentran como proteinas independientes plegadas de forma auténoma. La
ACP es esencial para la biosintesis de acidos grasos y policétidos, ya que lleva los intermediarios metabdlicos
correspondientes a través de la union covalente a su grupo protésico ppan flexible. La PCP lleva a cabo la funcién
andloga en la sintesis de péptidos no ribosémicos al transportar intermedios de péptidos entre sitios activos en
complejos de multienzimas NRPS. Las PPTasas se han clasificado en tres grupos, segun la secuencia y la similitud
estructural y la especificidad del sustrato. Los miembros del primer grupo de PPTasas, por ejemplo, AcpS de
Escherichia coli, tienen una longitud de aproximadamente 120 aminoé&cidos, funcionan como homotrimeros y tienen
especificidades de sustrato bastante estrechas limitadas, por ejemplo, a las proteinas transportadoras de acilo (ACP)
de tipo Il sistemas FAS y PKS. Los miembros del segundo grupo, ejemplificados por Sfp de Bacillus subtilis o la
PPTasa humana, funcionan como monémeros, y se ha informado que tienen amplias especificidades de sustrato que
incluyen proteinas portadoras asociadas con PNR, FAS y PKS. (véase, por ejemplo, Suo et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USAS3 98: 99-104, 2001; Quadri et al., Biochem., 37: 1585-95, 1998; Liu et al., Arch. Microbiol, 183: 37-44, 2005; Joshi
et al., J. Biol. Chem., 278: 33142-33149, 2003). El tercer grupo incluye PPTasas que se unen covalentemente a los
FAS de tipo I, como los asociados con el FAS citosélico de levadura. (véase, por ejemplo, Fichtlscherer et al., Eur. J.
Biochem., 267: 2666-71, 2000).

Segun la presente invencidn, las PPTasas incluyen proteinas de origen natural que tienen actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa, que incluyen pero no se limitan a, AcpS de E. coli (PPTasa de tipo I) y Sfp de B. subtilis (PPTasa de tipo
II), dominios PPTasa integrados (PPTasa tipo Ill) asociados con acidos grasos sintasas (FAS) de S. cerevisiae, S.
pombe, C. albacans, E. nidulans y P. patulum, EntD de E. coli, S.flexneri, S. typhimurium y S. austin, Psf-1 de B.
pumilus, Gsp de B. brevis, Hetl de Anabaena sp., Lys5 de S. cerevisiae, Lpa-14 de B. subtilis y 0195 de E. coli, PPTasa
(NP_228501) de T. maritima MSB8, PPTasa (NP_056238) de Homo sapiens, y homdlogos y mutantes de los mismos.
Las PPTasas de la presente invencién también incluyen proteinas que tienen actividad 4'-fosfopanteteinil-transferasa
de especies distintas a las descritas anteriormente, asi como aquellas proteinas producidas artificial o
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recombinantemente, que son capaces de 4'-fosopanteteinilacién de una unidad estructural peptidico descrito en el
presente documento.

Sfp y AcpS representan dos clases de 4'-fosfopanteteinil transferasas que muestran diferencias tanto en su
especificidad de sustrato para los dominios de proteina transportadora como en sus estructuras (Flugal et al., J. Biol.
Chem., 275: 959-968, 2000; Lambalot et al., Chem. Biol., 3: 923-936, 1996). La clase Sfp de las PPTasas
seudodiméricas tiene un tamano de aproximadamente 230 residuos y la estructura cristalina de Sfp sugiere que tiene
una simetria doble con las mitades N- y C- del extremo de la molécula que adopta pliegues similares, con el sitio activo
de la enzima en la interfaz (Hodneland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99: 5048-5052, 2002; Koglin et al., Science,
312: 273-276, 2006). En contraste, AcpS tiene una longitud de aproximadamente 120 residuos, aproximadamente la
mitad del tamafio de Sfp, y las estructuras cristalinas de AcpS muestran que la enzima se ensambla en trimeros y que
los sitios de unién de ACP y CoA se forman en la interfaz entre cada monémero (Reuter et al., Embo. J., 18: 6823-
6831, 1999; Chirgadze et al., Embo. J., 19: 5281-5287, 2000). Se ha informado que Sfp exhibe una especificidad de
sustrato mucho mas amplia que AcpS, ya que Sfp puede modificar los dominios PCP y ACP de péptidosintetasas no
ribosomales, policétidos sintasas y sintasas de acidos grasos, mientras que AcpS modifica solo ACP (Flugel et al., J.
Biol. Chem., 275: 959-968, 2000; Parris et al., Structure, 8: 883-895, 2000; Mofid et al., J. Biol. Chem., 277: 17023-
17031, 2002).

Los sustratos ACP y PCP de ambos tipos de PPTasas adoptan pliegues similares a los de las proteinas de haz de
cuatro hélices, y el grupo protésico ppan modifica el residuo de serina en la parte superior de la segunda hélice alfa,
que se ha demostrado que desempena un papel importante para interactuar con Sfp y AcpS (Hodneland et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 99: 5048-5052, 2002; Chirgadze et al., Embo. J., 19: 5281-5287, 2000; Quadri et al., Biochem,
37: 1585-1595, 1998; Li et al, Biochem., 42: 4.648 a 4.657, 2003). Aunque no existe una diferencia de secuencia de
consenso obvia entre PCP y ACP, la diferencia mas significativa entre los dos es el potencial de superficie
electrostatica de las proteinas portadoras, con una superficie de proteina neutra para PCP y una superficie acida
cargada negativamente para los dominios de ACP en FAS y sistemas PKS (Parris et al., Structure, 8: 883-895, 2000).

Los grupos de péptidos cortos se han identificado como sustratos eficaces para las PPTasas. Por ejemplo, ybbR13 es
un péptido de 11 aminoéacidos, que es un sustrato de Sfp (J. Yin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102: 15815-15820,
2005; Z. Zhou et al., ACS Chem Biol., 2: 337-346, 2007; Z. Zhou et al., J. Am. Chem. Soc., 130: 9925-9930, 2008). El
péptido ybbR13 (DSLEFIASKLA (SEQ ID NO: 9)) se aislé de una biblioteca de fagos del genoma de B. subtilis (J. Yin
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102: 15815-15820, 2005). Una parte de la secuencia del péptido ybbR13 se deriva
de un marco de lectura abierto de B. subtilis, llamado ybbR, e incluye la secuencia tripéptido (H/D)S(L/I) en el extremo
N-, que es conservado en sustratos conocidos de PPTasas, tales como ACP, PCP y proteinas portadoras de arilo
(ArCP). El péptido ybbR no incluye la secuencia de aminoécidos, DxFFxxLGG (SEQ ID NO: 1059) en su extremo N-,
que se encuentra conservada en los PCP. Se han descrito modificaciones y variantes del péptido ybbR13 que se
pueden usar como sustratos en las reacciones de 4'-fosfopantoetilacion para el marcado especifico del sitio (J. Yin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102: 15815-15820, 2005). Los sustratos peptidicos adicionales para las PPTasas son
la serie S de péptidos y la serie A de péptidos, designados como "S" o "A" en funcién de su reactividad con Sfp o
AcpS, respectivamente (Z. Zhou et al. ACS Chem Biol., 2: 337-346, 2007 y Z. Zhou et al J. Am Chem Soc., 130: 9925
a 9930, 2008). Las series de péptidos S de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, S6, que es un sustrato eficaz para
Sfp, y una serie de péptidos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, A1, que es un sustrato eficaz para
AcpS. Los péptidos tanto S6 como A1 tienen una longitud de 12 residuos de aminoacidos.

En la Tabla 2 a continuacién se enumeran ejemplos de sustratos peptidicos. De acuerdo con la presente invencion,
estas etiquetas peptidicas cortas pueden usarse para la marcacion especifica del sitio de proteinas diana (incluyendo
anticuerpos) en reacciones catalizadas por PPTasas. Ademads, un par de etiquetas peptidicas y las respectivas
PPTasas descritas en este documento, por ejemplo, ybbR13/Sfp o S6/Sfp y A1/AcpS, también se puede utilizar para
la marcacién ortogonal especifica del sitio de una (o multiples) proteinas diana, por ejemplo, en lisados celulares o en
la superficie de células vivas.

Tabla 2. Ejemplos de sustrato peptidico de PPTasa. El residuo de serina modificado esta subrayado.

Secuencia SEQ ID NO: Nombre
GDSLSWLLRLLN 1 S6
GDSLSWL 2 S6 truncado
GDSLSWLVRCLN 3 S1
GDSLSWLLRCLN 4 S2
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Secuencia SEQ ID NO: Nombre
GDSLSWLVRLLN 5 S3
GDSLSWLLRSLN 6 S7
GSQDVLDSLEFIASKLA 7 Ybbr11
VLDSLEFIASKLA 8 Ybbri2
DSLEFIASKLA 9 Ybbr13
GDSLDMLEWSLM 10 Al
GDSLDMLEWSL 11 A-1
GDSLDMLEWS 12 A-2
GDSLDMLEW 13 A-3
DSLDMLEW 14 A-4

GDSLDM 15 A-6
LDSVRMMALAAR 16 EO
LDSLDMLEWSLR 17 E2
DSLEFIASKL 18 ybbR truncado 1
DSLEFIASK 19 ybbR truncado 2
DVLDSLEFI 20 ybbR8
VLDSLEFIAS 21 ybbR14
DSLDMLEWSL 1132 A1 truncado

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona anticuerpos disefiados que contienen una o mas de las
etiquetas peptidicas enumeradas en la Tabla 2, y métodos para marcar tales anticuerpos, por ejemplo, conjugando
con una citotoxina. La quimica de la marcacién se ilustra a continuacién y en los ejemplos.

2. Quimica de la marcacion

El anticuerpo modificado o el fragmento del mismo proporcionado en el presente documento se marcan
especificamente en el sitio mediante la modificacion postraduccion de la etiqueta peptidica corta (insertada) usando
PPTasas o mutantes de los mismos, que incluyen, entre otros, Sfp, AcpS, PPTasa humana o PPTasa de T. maritima.
Dichas modificaciones postraduccion implican una reaccién catalizada por PPTasa entre un residuo de serina
conservado en la etiqueta peptidica corta y un grupo 4'-fosfopanteteinil (ppan) de coenzima A (CoA) o un analogo de
coenzima A. En esta reaccion, el grupo protésico ppan de CoA, o grupo protésico ppan modificado del analogo de
CoA, se une a la etiqueta peptidica corta a través de la formacién de un enlace fosfodiéster con el grupo hidroxilo del
residuo de serina conservado de la etiqueta peptidica corta que se ha incorporado (es decir, insertado o injertado o
una combinacién de los mismos) en el anticuerpo. El ppan o ppan modificado esté unido a un grupo terminal (TG) y la
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formacion del enlace fosfodiéster conjuga el grupo terminal (TG) al anticuerpo modificado o fragmento del mismo a
través de un enlazador que incluye la unidad estructural ppan o ppan modificada.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en este documento
se marcan mediante un método de una etapa en donde la modificacion postraduccién se produce al hacer reaccionar
un CoA unido a un grupo terminal (TG), o un analogo de CoA vinculado a un terminal grupo (TG), con la serina
conservada de la etiqueta peptidica corta disefiada en el anticuerpo, como se muestra en los Esquemas (la)-(Ic) a
continuacion. Alternativamente, en otras realizaciones de la modificacion postraduccion de los anticuerpos modificados
o fragmento de los mismos proporcionados en el presente documento, los anticuerpos modificados o fragmento de los
mismos se marcan mediante un método de dos etapas en donde la modificacién postraducciéon implica hacer
reaccionar primero una CoA activada o un analogo de CoA con la serina conservada de la etiqueta peptidica corta
disefiada en el anticuerpo, seguida de la reaccién de un grupo terminal funcionalizado (TG) con el grupo reactivo en
la CoA activada o una CoA activada. Estos métodos de dos etapas se ilustran en los Esquemas (lla)-(IIf) mas adelante.
En otras realizaciones de la modificacién postraduccién de los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos
proporcionados en el presente documento, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos se marcan
mediante un método de tres etapas, en donde la modificacién postraduccién implica hacer reaccionar primero una
CoA que tiene un grupo protésico ppan protegido, o un anélogo de CoA que tiene un grupo protésico ppan protegido,
con la serina conservada de la etiqueta peptidica corta disefiada en el anticuerpo, uniendo asi el analogo de CoA o
CoA al anticuerpo. En el segundo paso, el grupo protésico ppan protegido se desprotege generando asi un grupo
funcional reactivo en el grupo protésico ppan protegido. En la tercera etapa, este grupo funcional reactivo esta
vinculado a un grupo terminal (TG), uniendo asi el grupo terminal al anticuerpo modificado o fragmento del mismo.
Tales métodos de tres etapas se ilustran en los Esquemas (llla)-(l1lf) mas adelante.

Método de un paso

El método de un solo paso utilizado para marcar los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que se
proporcionan aqui se muestra en el Esquema (la):

Esquema (la
| CoA o analogo de CoA |
HoN *N>
NN\ r{,
\LN
Fosfopanteteinil
”</K/ 3,,/ r,r‘" Transferasa .
.
HO\ \'\/ ,P\ N/\“’LU_TG por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa humana
OH OH 5 PPTasa T maritima
fosfopanteteinilo residuo de serina de
(ppan) o fosfopanteteinilo la etiqueta peptidica
(ppan) modificado incorporado en un
anficuerpo
o] HoN

H
N by
AN Ji

doénde:
Rz es H 0 -P(=0)(OH)z;

La unidad enlazadora (LU) es un grupo quimico que une el grupo terminal (TG) al grupo protésico ppan modificado
del andlogo de CoAy

el grupo terminal (TG) es un grupo farmacoldgico seleccionado de un agente anticanceroso, un agente antiinflamatorio,

un agente antifiingico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antiviral y un agente anestésico,
una sonda biofisica, un fluor6foro, una sonda de afinidad, un quelante, una sonda espectroscépica, una sonda
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radioactiva, una molécula lipidica, un polietilenglicol, un polimero, un marcador de giro, ADN, ARN, una proteina, un
péptido, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una nanoparticula, un punto cuantico, un liposoma, una particula
de PLGA, un polisacéarido o una superficie.

En ciertas realizaciones, la unidad enlazadora (LU) comprende un enlazador seleccionado de entre un enlazador no
escindible enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador enzimaticamente escindible, un enlazador
fotoestable, un enlazador fotoescindible o cualquier combinaciéon de los mismos, y la unidad enlazadora (LU)
opcionalmente contiene un espaciador autoinmolante.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L+ es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador escindible fotoeléctricamente;

L2 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L3 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible, y

L4 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolable.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L1 es un enlazador no escindible enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L2 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L3 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible, y

L4 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolable.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L1 es un enlace, -Ai-, -A1X?- 0 -X?-; dénde:

As €5 -G(=0)NH-, -C(=O)NH(CHz)n-, -G(=OINH(G(R*)2)r, (O(CHz)n),-(O(C(RY)))((CH2)nO)ar, ~((C(R4)2)nO)ar, -
((CH2):0)m(CH2)r~(((C(RY2nO)mC(R*)2)-,  ~(CH2JnC(=O)NH-,  ~(C(R4)2)sC(=O)NH--(CH2):NHC(=0)-, -
(C(R%2):NHC(=0)-,-NHC(=O)(CHz)n-, ~ -NHC(=0)(C(R%2)n-,-C(=<O)NH(CH2)nS-,  -C(=O)NH(C(R*)2)aS-, -
S(CH2)nC(=0)NH-,-S(C(R4)2)aC(=O)NH-, -C(=0)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(=O)NH(C(R#)2)aNHC(=0) (C(R9)2)n-, -
C(=0)(CH2)n-, -C(=0)(C(R*)2)n-,-(CH2)nC(=0)-, -(C(R%2)nC(=0)-, ~(CHz)n(O(CHa)o)mNHC(=0)(CHz)r-
(C(R%)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-, -(CH2)naNHC(=0)(CHz)n-,-(C(R%)2)ANHC(=0) (C(R%)2)n-, -
(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz)n-,-(C(R*)2)aNH((C(R*)2)n0)m(C(R*)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, o-

(O(C(R%)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

in
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CHR*(CH2)nC(=0)NH-, -CHR*(CH2)aNHC(=0)-, -C(=O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C+-4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de
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fo U(CH» N

. 0 o, A N
gy, b T,

Ry se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-6;

cada n se selecciona independientemente de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, y cada m se selecciona independientemente de
1,2,3,4,5,6,7,8y9;

L2 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L3 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible, y

L4 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolable.

En ciertas realizaciones, L1 es C(=0)-CH2CH2-NH-C(=0)-CH2CH2-S-, por lo que LU es -C(=0)-CH2CH2-NH-C(=0)-
CH2CH2-S-L2-L3-L4-.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L1 es un enlace, -A1-, -A1X?- 0 -X?-; donde:

A1 es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-, -(O(CH2)n)m-, -((CH2)nO)m-, -((CH2)nO)m(CH2)n-, -(CH2)nC(=O)NH-, -
(CH2)nNHC(=0)-, -NHC(=O)(CH2)n-, -C(=O)NH(CHz)nS- -S(CH2)nC(= )NH- -C(=O)NH(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-, -
C(=0)(CH2)n-,-(CH2)nC(=0)-, -(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=0O)(CH2)n-,-
(CH2)nNH((CH2)nO)m(CHz)n-, 0 -(O(CH2)n)mNHC(=O)(CH2)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

Py A=

SN ,
N=N (Re) o
— // j(Re>n W4 : llll,:N ?i( ¥ Rs\,f‘i _§—NO 5
/ , N \O}i, 0~ o
o 0 0 }g’ RS RS E%:
ot p o g AR
0 H
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CHR*(CH2)nC(=O)NH-, -CHR*(CH2)aNHC(=0)-, -C(=0)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C1-4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH,;

Rz se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

Rs se selecciona independientemente de

< R
©ff, @@HZ)O_ZNH-?—,
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3
R? se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-6;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9;

L2 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L3 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador escindible fotoeléctricamente;

L4 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolable.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde
L" es un enlace, -Ai-, -A1X?- 0 -X?-; dénde:

A1 es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-, -C(=O)NH(CH2)nS-, -(O(CH2)n)m-,-((CH2)nO)m(CH2)n-, -NHC(=O)(CH2)n-, -
C(=0)NH(CH2)nNHC(=0)(CHz)n-,-(CH2)nNH((CH2)nO)m(CHz2)n- 0 -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

_%_N’N\‘N :}'Jr?:\

3 N ,
N .
—g_g 7D ke, (TG)H N ;;* voR % -_)% E
W/ 6 ,5— L WNT\OE{,\OFF EON N
0 0 ;;A RS RS E{
O O
A ARVASSU RN
‘P’EPh Ry N
L AL s LN
29 AEE o .
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CHR*(CH2)nC(=0)NH-, -CHR*(CH2)aNHC(=0)-, -C(=O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C14, -C(=0)OH y -OH,
cada R? se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C+.4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

;"i, (CHz)o-zNH'é‘,

SN AN
A Q(CHm-zNH-?-,

1 7
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R® se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1s;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9;

L2 es un enlace, un enlazador escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible;

L3 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable o un enlazador fotoescindible, y

L4 es un enlace, un enlazador no escindible no enzimaticamente, un enlazador no escindible, un enlazador escindible
enzimaticamente, un enlazador fotoestable, un enlazador fotoescindible o un espaciador autoinmolable.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde
L1 es un enlace, -Ai-, -A1X?- 0 -X?-; dénde:

A1 es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-, -C(=O)NH(CH2)nS-, -(O(CH2)n)m-,-((CH2)nO)m(CH2)n-, -NHC(=O)(CH2)n-, -
C(=O)NH(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-,-(CH2)aNH((CH2)nO)m(CH2)n- 0 -(O(CH2)n)mNHC(=O)(CH2)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,
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CHR*(CH2)nC(=0)NH-, -CHR*(CH2)aNHC(=0)-, -C(=O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C14, -C(=0)OH y -OH,
cada R? se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C+.4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

XN TS
;vi, (CHz)o-zNH'é‘,

r\'rr,l N\ :ﬁjl N\
| /;'{ T\)\(CHz)o-zNH'g’,

1 7
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3
R® se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1s;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9;
5 L2 es un enlace, un enlazador no enzimaticamente escindible o un enlazador no escindible;
L3 es un enlace, un enlazador no enzimaticamente escindible o un enlazador no escindible;
L4 es un enlace, un enlazador escindible enzimaticamente o un espaciador autoinmolante.
En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde
L1 es un enlace, -A1-, -A1X?- 0 -X2-;
10 L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X?-;
Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;

L4 es un enlace, -A4-, -AsX3-,

OH

S
e
/
e

AN HO CH
H °, OH ,
}{(O
o'
OH N%
H
o} o)
o o jNW };i :’15 \n/\_/‘\N:%s ;&;\/ \[rti_’
H H
15 OH , O , O , O ,
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A1 es -C(=0)NH-, -NHC(=0)-, -C(=O)NH(CHz)n-, -C(=0)NH(C(R*)2)s-, -(O(CHz)) ~(O(C(R%:2 )) -((CH2)nO)m-
((C(R%)2)i0)mr, ~((CH2)10)m(CH2)-,-(((C(RH)2)nO)mC(R4)2)n-, ~(CHz)nC(=O)NH-, ~(C(R*)2)aC(=O)NH-, ~(C H)NHC( Q-
~(C(RY)2):INHC(=0)-,  ~NHC(=0)(CHar,  -NHG(=O)(C(R)2)n-. ~ -C(=OJNH(CHz)nS- “C(=ONH(G(R*)2)-S
S(CHnC(=O)NH-, -S(C(R*)2)C(=O)NH--C(=O)NH(CHz)sNHC(20) (CHz)n-, -C(=O)NH(C(R*)2)aNHC(=O)(C(R*)n)-,
C(=O)(CHalr-,  -C(=O)(G(R%)z)r, ~(CH2C(=0),  -(C(RY20C(=0)-,  ~(CHe)n(O(CHz)n)nNHC(=0)(CHz)rr.
(C(R%)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C ( )) -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-,
(CH2)nNH((CH2)aO)m(CHz)n-,-(C(R?
(O(C(R4)2)n)mNHC(=O)(C(R4) )n-;

Az es -G(=OJNH:, -G(=ONH(CH)r-, -G(=ONH(C(R*)z)r, -(O (CHz)) -(O(C(R*2)n)m-,-((CH2)nO)m-, -(((C(R*)2)nO)rm-,
(CH2):O)m(CHe)r-,  ~(((C(R*2)nO)mC(R¥)2)n-,~(CH2)sC(=O)NH-,  ~(C(R4)2)\C(=O)NR¥-,  ~(CHz)aNHC(= o),
(C(R%)2)/NHC(=0)--NHC(=0)(CHz)-,  -NHC(=O)(C(R*)2)-,  -C(=O)NH(CH2)sS-, ~ -C(=O)NH(C(R*)2)nS--
S(CH2)nC(=0)NH-, -S(C(R#2)1C(=O)NH-,-(CH2)nS-, ~(C(R#)2)nS-, -S(CHa)r-,-S(C(R*)2)r-, ~(CHz)aNH-, ~(C(R%)2)aNH-, -
C(=0)NH(CHz2)nNHC(=0)(CHz)n-,-C(=O)NH(C(R%)2)/NHC(=O)(C(R%)2)-,  -C(=O)(CHz)r,  -C(=O)(C(R%)2)n-,
(CHnC(=0)-  ~(C(RY)2)O(=0)r  (CHz)n(O(CH: o)rNHC(= 0)(CHz)n,~(C(R%)2)n(O(C(R4)2)n)mNHC(=0)(C(R4)2)r-,
(CH2)1O(CHz)n)nOC(=OINH(GHz)r-(C(R?)2)n(O(G(R*)2 ) -(CHz)aNHC(=0)(CHz)n-,-
(C(R*2)aNHC(=0)(C(R%)2)n-, (CHz)nNH( CH 2)aNH((C(R*)2)n0)m(C(R4)2)n-, -
(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,~(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(

)2)nN ((C(R4)2)n0)m(C(R4)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz2)n-, o:

vv

C
C

C(=O)NH(C(R*)2)n-,
(RY)

)n)mO
2)n0)m(CH2)n-,-(
R4

)Z)n

V/—\

As es -C(=O)NH-, -C(=0
-((CH2)nO)m(CHz)n-,

JNH(CHz)n-, -C(=0)NH(C(R*)2)n-, -(O(CHz)n)m-, -(O(C(R*)2)n)m-, -((CH2)nO)m-, -(((C(R*)2)aO)m-,
-((C(R ))nO)mC(R4)) -(CH2)nC(=O)NH-,  ~(C(R92):C(=O)NH-,  ~(CH2):NHC(=O)-, -
(C(R*)2)aNHC(= ) NHC(=0)(CHz)r, ‘NHC(=0)(C(R%2)r-,  -C(=O)NH(CHz)nS-,  -C(=O)NH(C(R*)2)nS-.-
S(CHz)nC(=O)NH S(C(R*)2)nC(=O)NH-, -(CH2)nS- H(C(R%2)S-, -S(CHz)n-,-S(C(R%)2)n-,

C(= O)NH(CHz)nNHC(=O)( Ha)n-,  -C(=O)NH(C(R*)2)-NHC(=0)(C(R*)2)n-,-C(=0)(CH2)r-,  -C(=0)(C(R*)2)n-,
(CH2)iC(=0)-,  ~(C(R*)2)nC(=0)--(CH2)n(O(CH2)n)iNHC(=O)(CHa)n-,  ~(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R4)2)n- -
(CH2)a(O(CHa)n )mOC(:O)N (CH2)n-,  -(C(R*)2)n(O(C(R*)2)n)mOC(=0)NH(C(R*)2)n-,-(CH2)n(O(CH2)n)mOC(=0)-,
(C(R¥)2)n(O(C(R4)2)r)rOC(=0)-, ~(CHz)n(O(CHz)r)nG(=0)- ~(C(R)2)n(O(C(RY)2)n)nCi= O)-, -(CHz):NHC(=0)(CHz)n-,
(C(R%)2)nANHC(=0)(C(R*)2)n-,-(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, -(O(C(R*)2)n)mNHC(=0)(C(R*)2)n-,

H(CH
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A4 es -C(=O)NH-, -G(=O)N (|;|)n C(= )NH(C(R4) (O(CHz)n)m-,-(0(40(R“)z)n)m-,-((CHz)nO)m-,-(((C( )2)n0) m-

-((CH2)nO)m(CH2)s-,  -(((C
(C(R*?2)aNHC(=0)-,-NHC(=

5  S(CH2)nC(=O)NH-, S( (R*
C(=0)(CHz)n-, O)(C
(C(R4)2)n(O(C(R4) )n)mNHC( 0)(C(R4)2) -
(CHz)aNH((CH2)n0)m(CH2)n-,~(C(R%)2)n
(O(C(R*)2)n)mNHC(=0) (G (R)2)n-:

)iC(=O)NH-,  -(CH2)aNHC(=O

,\A
/-\

)n ( O)NH -(G(
( (C(R*)2)n-, -G(
O)NH, -G(=O)NH(CH2):NHG(=0)(CHz
(=0)-,  -(C(R%2)
-(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-(C(R*)2)"NHC(=0)(C(R%)2)n-,
m(C(R%)2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,

)=,

10 cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

d HN NH
O 1 L]
Ph R
o AN B.Ph N
_ 0 O \ N
i O _§ —%—o y
S HN—{— Rg—%—

15 )
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R%)2 -
=0O)NH(CH2)nS-, -C(=O)NH(C(R 4)z)nS -
) n="C(=0)NH(C(R*)2)aNHC(=0)(C(R*)2)n-, -
nC(=0)-, -(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-,-
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CHR*(CH2)aC(=0)NH-, -CHR*(CH2)n.NHC(=0)-, -C(=O)NH- y -NHC(=0)-;

cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R°® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C1-4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R® se selecciona independientemente de

N
(,v‘f, (CHz)o-zNHé',
] NN NS Ea 2
;H/P\)O\QE);H{ ﬁuﬁ U(CHz)o-zNHé’, fH ” IN/;J‘J\I
}J‘W\Nj\ 0 0 -g_HWH\U’H N
Z QWNEZ o 0 Uﬁ{’

1-3 H

,
R® se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1-s;

cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y

cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L1 es un enlace, -Ai-, -A1X2- 0 -X2-;
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L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X?-;
Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;

L4 es un enlace, -A4-, -AsX?-,

Ay
f”/g f, f”O/\ z,

FS‘M/\/\O(O?‘{ Eéojof\/\u?i’ ;‘%’\/n\fi, }ﬂ(l/“\/}"\,

!
Y

?H S/Mlo\[]}i

A1 es 'C(=O)NH-, ( O)NH(CHZ)n', '(O(CHZ)n)m', '((CHZ)nO)m', '((CH2)nO)m(CH2)n','(CH2)n (=O)NH
10 NHC(2O)(GHz)n, -(CHa)NHC(=0)s  -C(=O)NH(CHz)nS--S(CHe)nC(=O)NH-, - -C(<O)NH(CHz)aNHG(=0)(CHz)rs -
C(=0)(CHz)n-, -(CH2)aC(=0)-,~(CH2)n(O(CHz)n)mNHC(=0) (CHz)n-, ~(CH2)nNHGC(=0)(CHz)n-,-
(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz)n- 0 ~(O(CHz2)n)mNHC(=0)(CHz)n-;

Az es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz2)r-, -(O(CH2)n)m-, -((CH2)aO)m-, -((CH2)aO)m(CHz)n-,-(CH2)nC(=O)NH-,
NHC(=0)(CHz)n-, -(CHz2)iNHC(=0)-, -C(=O)NH(CHz2)nS-,-S(CH2)nC(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz2)s-, -
15  C(=0)(CHz)n-, -(CH2)nC(=0)-,-(CH2)n(O(CHz2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-
(CH2)aNH((CH2)nO)m(CH2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n- 0

NH,

Iz
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As es -C(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)n-, -(O(CH2)n)m-, -((CH2)iO)m-, -((CH2)aO)m(CH2)n-,-(CH2)nC(=O)NH-, -
NHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)aNHC(=0)-, -C(=O)NH(CHz)nS-,-S(CH2)nC(=O)NH-, -C(=O)NH(CH2)sNHC(=0)(CHz)o-,
C(=0)(CHz)n-, -(CH2)nC(=0)-,-(CH2)n(O(CHz2)n)mNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-
(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHa)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n- 0

2T
o
o

7y
P

As -C(=0)NH-, -C(=0)NH(CHz)n-, -(O(CH2)n)m-, ~((CH2)nO)m-, -((CH2)nO)m(CHz)n-,-(CH2)nC(=O)NH-, -NHC(=0)(CHz)n-,
-(CH2)aNHC(=0)-, -C(=O)NH(CHz2)nS-,-S(CH2)aC(=O)NH-, -C(=O)NH(CHz)aNHC(=0)(CHz)s-, -C(=O)(CHz2)n-, -
(CH2)nC(=0)-,~(CH2)n(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-,  -(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n-,-(CH2)aNH((CH2)nO)m(CHz)a- 0 -
(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n-;

O

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

) H 9
-S-, -Si(OH)20-,
O_... —
oo
—3-9i
O_ —

-CHR*(CH2)nC(=0O)NH-,-CHR*(CH2)nNHC(=0)-, -C(=0O)NH- y -NHC(=0)-;

cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C14, -C(=0)OH y -OH,

cada R? se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C+.4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;
cada n se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5,6,7,8y 9,y

cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -L1-L2-L3-L4-, en donde

L1 es un enlace, -Ai-, -A1X2- 0 -X2-;

L2 es un enlace, -Az-, 0 -A2X?-;

Ls es un enlace, -As-, 0 -AsX?-;

L4 es un enlace, -A4-, -AsX3-,
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P

A+ es -C(=0

)NH
(CH2)nNHC(=0)-, C( O)NH(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-,-(CH2)aNH((CH2)nO)m(CH2)n- 0 -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz2)n-;
A2 es -C(=O)NH-, -C(= )NH(CHz) -C( O)NH(CH2)nS-, -(O (CH2)) ,-((CH2)nO)m(CH2)n-, -NHC(=0)(CH2)n-, -
(CH2)nNHC(=0)-, -C(=O)NH(CH>) NHC 0O)(CH2)n-,-(CH2)aNH((CH2)nO)m (CHz) -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n- 0

;Eﬁ

As es -C(=O)NH-, -C(= ) H(CH2)n-, -C( O)NH(CH2)nS-, -(O(CHz)n)m-, -((CH2)nO)m(CH2)n-, -NHC(=O)(CH2)n-, -

(CH2)nNHC(=0)-, ( O)NH(CH2) NHC 0)(CH2)n-,-(CH2)nNH((CH2)nO)m(CH2)n-, -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CHz)n- 0

sift
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As es -C(=O)NH-, -G(=O)NH(CH2)n-, -C(=O)NH(CH2)nS-, -(O(CH2)n)m-, -((CH2)nO)m(CH2)n-, -NHC(=0)(CH2)n-, -

(CH2)nNHC(=0)-, -C(=0O)NH(CH2)nNHC(=0)(CHz2)n-,-(CH2)nNH((CH2)nO)m(CH2)n- 0 -(O(CH2)n)mNHC(=0)(CH2)n-;

cada X2 se selecciona independientemente de un enlace,

-S-, -Si(OH)20-,
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—bSgE

CHR*(CH2)nC(=O)NH-, -CHR*(CH2)aNHC(=0)-, -C(=0O)NH- y -NHC(=0)-;
cada R* se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, -C(=0)OH y -OH,
cada R se selecciona independientemente de H, alquilo C1-4, fenilo o alquilo C1-4 sustituido con 1 a 3 grupos OH;

5 cada R® se selecciona independientemente de H, fltor, benciloxi sustituido con -C(=0)OH, bencilo sustituido con -
C(=0)OH, alcoxi C1-4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH;

R” se selecciona independientemente de H, fenilo y piridina;

R8 se selecciona independientemente de

o M
;ef, (CHz)omzNH“g",
¥ SN NS ¥ >
¢ Hh@@ﬁ’f@ﬁ, u(CHz)o-zNH'g', jﬁ - lNﬁff
Z HWNE{ o 0 Uf

10

1.3 H

R® se selecciona independientemente de H y haloalquilo C1s;
cada n se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9,y
cada m se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4,5,6,7,8y 9.

15 En ciertas realizaciones de cualquiera de los compuestos o métodos descritos en el presente documento, L1 es -
C(=0)-NH-CH2-CH2-S-[L2-L3-L4-TG]. (Las porciones de estas férmulas representadas entre paréntesis, como [L2-Ls-
L4-TG], se agregan a la formula que se describe para identificar qué valencia abierta de la férmula esta unida a la parte
encerrada en paréntesis en el soporte de la unidad estructural de la estructura).

En ciertas realizaciones de cualquiera de los compuestos o métodos descritos en el presente documento, L2 se
20 selecciona de:

. 0
v $ OH
~[La-ly-TG]

-S-[Ls-La-TGY,
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o ﬁ'g“[La-La-Tﬁl_

0
‘35{5 %[LsLa TG] ?’{)k
y

En ciertas realizaciones de cualquiera de los compuestos 0 métodos descritos en el presente documento, L3 se
selecciona entre- (CH2)2-6-C(=0)-[Ls-TG]; -(CH2)2-6-NH-[L4-TG]; -(CH2)2-6-S- [L4-TG]; -(CH2)2-6-Z-[L4-TG]; y -(CH2)2-6-Z-
C(=0)-[Ls-TG], donde Zes O, NH 0 S.

En ciertas realizaciones de cualquiera de los compuestos o métodos descritos en el presente documento, L4 €s un
enlace o un enlazador val-cit de esta férmula:

\ésﬁjgfn\q

© "Si[TG]
N
H
A

0O

O NH,

Cuando L4 es un enlazador val-cit, Ls es preferiblemente -(CHz)2-6-C(=0)-.

En ciertas realizaciones de cualquiera de los compuestos 0 métodos descritos en el presente documento, TG es un
maitansinoide tal como DM1 o DM4, o un compuesto de dolostatina 10, por ejemplo auristatinas MMAF o MMAE, o
una caliqueamicina tal como N-acetil-y-caliqueamicina, o una etiqueta o colorante tal como rodamina o
tetrametilrodamina.

Como se usa en el presente documento, un "enlazador" es cualquier unidad estructural quimica que es capaz de unir
un anticuerpo o un fragmento del mismo a un grupo terminal. Los enlazadores pueden ser susceptibles de escision,
tales como, escision inducida por acido, escisién inducida por luz, escision inducida por peptidasa, escisiéon inducida
por esterasa y escision de enlace disulfuro, en condiciones en las que el compuesto o el anticuerpo permanecen
activos. Alternativamente, los enlazadores pueden ser sustancialmente resistentes a la escision. Un enlazador puede
0 no incluir un espaciador autoinmolante.

Ejemplos no limitantes de los enlazadores escindibles no enzimaticamente como se usan en el presente documento
para conjugar un grupo terminal (TG) con los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en
el presente documento incluyen, enlazadores labiles al acido, enlazadores que contienen una unidad estructural
disulfuro, enlazadores que contienen una unidad estructural triazol, enlazadores que contienen una unidad estructural
hidrazina, enlazadores que contienen una unidad estructural tioéter, enlazadores que contienen una unidad estructural
diazo, enlazadores que contienen una unidad estructural oxima, enlazadores que contienen una unidad estructural
amida y enlazadores que contienen una unidad estructural acetamida.

Ejemplos no limitantes de los enlazadores escindibles enzimaticamente como se usan en este documento para
conjugar un grupo terminal (TG) con los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a, enlazadores que se escinden por una proteasa, enlazadores que
se escinden por una amidasa, y los enlaces se escinden por la $-glucuronidasa.

En ciertas realizaciones, dichos enlazadores escindibles por enzimas son enlazadores que se escinden mediante
catepsina, incluyendo catepsina Z, catepsina B, catepsina H y catepsina C. En ciertas realizaciones, el enlazador
escindible enzimaticamente es un dipéptido escindido por catepsina, incluyendo dipéptidos escindidos por catepsina
Z, catepsina B, catepsina H o catepsina C. En ciertas realizaciones, el enlazador escindible enzimaticamente es un
enlazador peptidico escindible por catepsina B. En ciertas realizaciones, el enlazador escindible enzimaticamente es
un enlazador dipéptido escindible con catepsina B. En ciertas realizaciones, el enlazador escindible enzimaticamente
que es un enlazador dipéptido escindible con catepsina B es valina-citrulina o fenilalanina-lisina. Otros ejemplos no
limitantes de los enlazadores escindibles enzimaticamente como se usan en este documento conjugan un grupo

58



10

15

20

25

30

35

ES 2703 540 T3

terminal (TG) con los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que se incluyen en este documento, pero
no se limitan a, enlazadores que se escinden por la 3-glucuronidasa, por ejemplo,

o~

O OH
Véase Ducry et al, Bioconjugate Chem, vol. 21(1), 5-13 (2010).

Los "espaciadores autoinmolantes” son unidades estructurales quimicas bifuncionales unidas covalentemente en un
extremo a una primera unidad estructural quimica y en los otros extremos a una segunda unidad estructural quimica,
formando asi una molécula tripartita estable. Tras la escisién de un enlace entre el espaciador autoinmolante y la
primera unidad estructural quimica, los espaciadores autoinmolantes experimentan reacciones intramoleculares
rapidas y espontaneas y, por lo tanto, se separan de la segunda unidad estructural quimica. Estas reacciones
intramoleculares generalmente involucran reordenamientos electrénicos como 1,4, o 1,6, o 1,8 reacciones de
eliminacion o ciclizaciones para formar anillos de cinco o seis miembros muy favorecidos. En ciertas realizaciones de
la presente invencion, la primera unidad estructural es un enlazador escindible por enzimas y esta escisién resulta de
una reaccion enzimatica, mientras que en otras realizaciones la primera unidad estructural es un enlazador acido labil
y esta escision ocurre debido a un cambio en el pH. Segin se aplica a la presente invencion, la segunda unidad
estructural es el grupo "Etiqueta" como se define en el presente documento. En ciertas realizaciones, la escision de la
primera unidad estructural del espaciador autoinmolante resulta de la escision por una enzima proteolitica, mientras
que en otras realizaciones resulta de escindida por una hidrolasa. En ciertas realizaciones, la escision de la primera
unidad estructural del espaciador autoinmolante resulta de la escision por una enzima de catepsina.

En ciertas realizaciones, el enlazador escindible por enzimas es un enlazador peptidico y el espaciador autoinmolante
esta unido covalentemente en uno de sus extremos al enlazador peptidico y esta enlazado covalentemente en su otro
extremo a una unidad estructural de farmaco. Esta molécula tripartita es estable y farmacolégicamente inactiva en
ausencia de una enzima, pero es enzimaticamente escindible por la enzima en el enlace que une covalentemente la
unidad estructural espaciadora y la unidad estructural peptidica. La unidad estructural peptidica se escinde de la
molécula tripartita que inicia el caracter autoinmolador de la unidad estructural espaciador, dando como resultado la
escision espontanea del enlace que une covalentemente la unidad estructural espaciadora a la unidad estructural
farmacoldgica, para efectuar asi la liberacion del farmaco en forma farmacolégicamente activa.

Ejemplos no limitantes del espaciador autoinmolante usado opcionalmente en la conjugacion de un grupo terminal
(TG) con los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en el presente documento incluyen,
entre otros, unidades estructurales que incluyen una unidad estructural bencil carbonilo, una unidad estructural de éter
bencilico, una unidad estructural de 4-aminobutirato, una unidad estructural hemitioamina o una unidad estructural N-
acilhemitioamina.

Otros ejemplos de espaciadores autoinmolables incluyen, pero no se limitan a, grupos p-aminobenciloxicarbonilo,
compuestos aromaticos que son electrénicamente similares al grupo p-aminobenciloxicarbonilo, tales como derivados
de 2-aminoimidazol-5-metanol y orto o para-aminobencilacetales. En ciertas realizaciones, los espaciadores
autoinmolantes usados en el presente documento que se someten a ciclizacién tras la hidrélisis del enlace amida,
incluyen amidas de acido 4-aminobutirico sustituidas y no sustituidas y amidas de acido 2-aminofenilpropionico.

En ciertas realizaciones, el espaciador autoinmolante es
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%
O

mientras que en otras realizaciones el espaciador autoinmolante es

}iu\ﬁ s O\H}i

donde n es 1 0 2. En otras realizaciones, el espaciador autoinmolante es

}]‘ﬁ S/M O\”}g

donde n es 1 0 2. En otras realizaciones, el espaciador autoinmolante es

HO\ /,O

=

]
'}%L\ﬁ/\s/\(\,xo\ﬂk’

donde n es 1 0 2. En otras realizaciones, el espaciador autoinmolante es

HO 0

~5. 0 sl}i
ST
H n
O bl
10 donde n es 1 0 2. En otras realizaciones, el espaciador autoinmolante es

e
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dondenes1o02.

El esquema (lIb) ilustra la modificacién postraduccién de los anticuerpos modificados o fragmento de los mismos
proporcionado en el presente documento en donde la Unidad de Enlace (LU) es -Li-L2-L3-L4-.

Esquema (ib)
| CoA o analogo de CoA . |
HoN N
N’Z\;ﬁ; L,—TG
i [
N Ly 0 .
o I'. I‘j Fosfopanteteinil
2
HO o o o |i_ . }%/ ff’- Transferasa .
3 HO’F\‘/ ):\'O NN por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa humana
Rs™ OQg OH gy H OH o PPTasa T. maritima
) o residuo de serina de

fosfopanteteinilo la etiqueta peptidica

(ppan) o fosfopanteteinilo incorporado en un

(ppan) modificado anticuerpo

L—TG HaN
! =
P ; s
& 4 L, Ly
O | +
C\)\ O L1 O
O—F\” NN HO 0
OH  fyf RO
RyO  HOTY

5 donde Rz, L1, L2, L3, La y TG son como se definen aqui.

Los analogos de CoA del Esquema (la) y el Esquema (lb) pueden obtenerse mediante sintesis quimica total, sin
embargo, los analogos de CoA del Esquema (la) y el Esquema (lb) se obtienen preferiblemente mediante un proceso
quimioenzimatico en donde los analogos de panteteina son quimicamente sintetizados y luego convertidos
biosintéticamente en el analogo de CoA correspondiente (véase Kristine M. Clarke et al., "In Vivo Reporter Labeling of

10 Proteins via Metabolic Delivery of Coenzyme A Analogues", J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, p 11234-11235 y Jordan
L. Meier et al., "Synthesis and Evaluation of Bioorthogonal Pantetheine Analogues for in Vivo Protein Modification", J.
Am. Chem. Soc., 2006, 128, pag. 12174-12184). A continuacién se muestra la conversiéon biosintética para los
analogos de CoA del Esquema (la):
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| analogo de CoA |

{’N )
Q ]
NN
H.O\XKKN/\,LU-"TG Ly
oH H ruta enzimatica de CoA o
, > HO 0. o 0
analogo de R ,O%)LN/VLU—TG

panteteina RO HOY OP OH 4y H

mientras que a continuacién se muestra la conversion biosintética para los analogos de CoA del Esquema (Ib):

| CoA o analogo de CoA |
|

L—TG |
HsN
o) 2 !
I \ N L4_TG
HfO\X(“\N/\-./Iﬂ [\ixN li_g
oH H ruta enzimatica de CoA 0 L
. = HO o 0o o '2
analogo de g \P,OX/U\N/\/M
panteteina RO HOG G oH Gy H

donde LU, L4, L2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

En ciertos aspectos de la divulgacion, la conversion biosintética se produce "in vivo", en la que el analogo de panteteina
entra en una célula desde el medio circundante, por lo que una vez dentro de la célula se convierte por la via enzimatica
de CoA en el correspondiente analogo de CoA. En una realizacion especifica, se utiliza E. coli para la conversion
biosintética de los analogos de panteteina en los correspondientes analogos de CoA, en donde el andlogo de
panteteina ingresa a E. coli desde los medios circundantes y, una vez dentro de la célula, el analogo de panteteina es
inicialmente fosforilado por la quinasa de pantenoteno (PanK o CoaA) usando adenosina-5'-trifosfato (ATP), luego
adeniladas por la fosfopanteetano adenililiransferasa (PPAT o CoaD) para dar el analogo de desfosfo-CoA y luego se
fosforilan mas por la quinasa de fosfosfenzima A (DPCK o CoaE) para producir el analogo de CoA.

En otros aspectos de la divulgacién, la conversién biosintética se produce "in vitro", en la que la ruta de CoA enziméatica
es reconstituida con el analogo de panteteina, por lo que se convierte "in-vitro" por la ruta enzimatica de CoA
reconstituida en el analogo de CoA correspondiente. En una realizacion especifica de la conversion "in vitro", la via
enzimatica de CoA reconstituida es la via enzimatica de CoA de E. coli, en la que el andlogo de panteteina es
fosforilado inicialmente por CoaA y ATP, luego se adenila por CoaD para dar el analogo defosfo-CoA y luego es
fosforilado adicionalmente por CoaE para dar el analogo de CoA.

En ciertas realizaciones, la Unidad enlazadora (LU) es -C(=O)NH(CH2)2S-L2-Ls-L4- y Rz es -P(=0)(OH)2, y en dicha
realizacién el grupo terminal esta vinculado a CoA. El esquema (Ic) ilustra la modificacion postraduccion de los
anticuerpos modificados o fragmento de los mismos que se proporciona en el presente documento para la realizacién
especifica en la que la PPTasa cataliza la reaccion entre la unidad estructural de serina conservada en la etiqueta del
péptido corto incorporado y un grupo terminal (TG) unido a la coenzima A (CoA):
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Esquema (lc)
I CoA o andlogo de CoA |
H;N ,N)
—TG
N\ 0 o g
Ly Ls H Fosfopanteteinil
o o o !l_z }(N s Transferasa
+ Foe
HH%%O‘P’O‘ ,O\Xl)LNf\_)LN/\/é por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa humana
¥ HO” %) ’?P\OH oH H H OH o PPTasa T. maritima
o bH 0 residuo de serina de
fosfopanteteinilo (ppan) la etiqueta peptidica
incorporado en un
anticuerpo
L,—TG HoN

N
0 =
H L p]
N A P Nl’Z‘;N
+
o—‘é’OMN'\)LN’\’S HO&O
on H P

H

.__OH
OH HO -
5.0 HO™Y
o=R © 0
OH

donde L2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

En ciertas realizaciones, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en el presente
documento se marcan especificamente para el sitio mediante un método de una etapa como se muestra en el
5

Esquema (la), el Esquema (Ib) y el Esquema (Ic), en donde un grupo terminal vinculado a CoA o un andlogo de CoA
reacciona con la serina conservada de la etiqueta peptidica corta disefiada en el anticuerpo.

El método de un solo paso incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta

peptidica pequefa, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-
10 fosfopanteteinil-transferasa, y

2. (b) marcar el anticuerpo modificado o fragmento del mismo con un grupo terminal incubando el anticuerpo

modificado o fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-transferasa en presencia de
un compuesto que tiene la estructura de Férmula (A):

HaN
_N
Nll b ,‘:,
L
Q 0
HD&\/D A o LU—TG
b =, i
0 HD"?‘L J'.ij\ HA\J
R~ 00 OH OH

Férmula (A)

15 en donde:
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Rz, Unidad enlazadora (LU) y TG son como se describen en este documento.

En tales métodos de un solo paso que usan un compuesto de férmula (A), el grupo terminal (TG) se conjuga de este
modo al anticuerpo modificado o fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo
con la férmula (I-a). El enlazador de Férmula (l-a) esta unido a la etiqueta del péptido pequefio mediante un enlace
fosfodiéster formado entre la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo y el grupo hidroxilo del residuo de serina
conservado de la etiqueta del péptido corto disefiado en el anticuerpo:

* 0
=\ .0 WLU—?——
P N S
7 NoH H
OH

Formula (-a)

donde LU es como se define en el presente documento y el * indica que la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo esta
unida a la etiqueta del péptido pequerio.

En ciertas realizaciones, El método de un paso incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
peptidica pequefa, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-
fosfopanteteinil-transferasa, y

(b) marcar el anticuerpo modificado o fragmento del mismo con un grupo terminal incubando el anticuerpo modificado
o fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-transferasa en presencia de un
compuesto que tiene la estructura de Férmula (B):

HaN
NN

N\;{]

Ly

0 0
\ﬁ/ :PHD N/.‘VL‘I_-LE_LE-L‘-TG
_0 HO™\ N H
2

R O Df OH OH

Formula (B)

donde Rz, L1, L2, L3, La y TG son como se definen aqui.

En tales métodos de un solo paso que utilizan un compuesto de Férmula (B) descrito anteriormente, el grupo terminal
se une de este modo al anticuerpo modificado o fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura
de acuerdo con la Formula (I-b). El enlazador de Férmula (I-b) esta unido a la etiqueta del péptido pequefio mediante
un enlace fosfodiéster formado entre la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo y el grupo hidroxilo del residuo de serina
conservado de la etiqueta del péptido corto disefiado en el anticuerpo:
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% O

—2—0
\, O N e T P
A H
o ©OH OH

Férmula (I-b)
donde L1, L2, Ls y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4’-fosfopanteteinilo
esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.
En otras realizaciones, El método de una etapa incluye las etapas de:
(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
peptidica pequefna, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-
fosfopanteteinil-transferasa, y
(b) marcar el anticuerpo modificado o fragmento del mismo con un grupo terminal incubando el anticuerpo modificado

o fragmento del mismo con una enzima que tenga actividad 4'-fosfopanteteinil-transferasa en presencia de un
compuesto que tenga la estructura de Férmula (C):

HzN ,.,N)

I
M ™ N
Ly

&\/ \ _/’ b /' NM .r"‘\,vfs LZ L3'_|_4—_TG

o) ”fc} K
DH

Farmula (C)

donde L2, L3, La y TG son como se definen aqui.

En tales métodos de un solo paso que utilizan un compuesto de formula (C) descrito anteriormente, el grupo terminal
se une al anticuerpo modificado o fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo
con la férmula (I-c). El enlazador de Férmula (I-c) esta unido a la etiqueta del péptido pequefio mediante un enlace
fosfodiéster formado entre la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo y el grupo hidroxilo del residuo de serina
conservado de la etiqueta del péptido corto disefiado en el anticuerpo:

O 0
—O 0 N/\)‘\NWS_LZ_LE-LA-E_
“oH H H
OH

Formula (I-c)

o

donde Lz, L3 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4’-fosfopanteteinilo
esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

En ciertas realizaciones de los métodos de un solo paso descritos en el presente documento, el anticuerpo modificado
o fragmento del mismo se pone en contacto con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (A), Férmula (B) o
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Formula (C) y una enzima 4'-fosfopanteteinilo transferasa que se coexpresa en la misma célula que el anticuerpo
modificado expresado o fragmento del mismo. En ciertas realizaciones de los métodos de un paso descritos en el
presente documento, el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se pone en contacto en el medio de cultivo
celular con un compuesto que tiene la estructura de Formula (A), Formula (B) o Foérmula (C) y la enzima 4'-
fosfopanteteinil transferasa producida en la misma célula o en otra. En ciertas realizaciones de los métodos de una
etapa descritos en el presente documento, la enzima 4'-fosfopanteteinil-transferasa se inmoviliza sobre un soporte
sélido. En ciertas realizaciones, el soporte solido esta compuesto opcionalmente de un polimero sobre una perla o
una columna.

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X%-, Lz es un enlace, Ls es un enlace, L4 es -As-, A1 es -C(=O)NH(CH2)nS-, A4 es -(CH2)nNHC(=0)-, y X2 es

_§ N

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, L2 es un enlace, L3 es un enlace, L4 es -As4-, A1 es -C(=O)NH(CH2)nS-, A4 es -(CH2)nNHC(=0)-; X2 es

y TG es una sonda fluorescente.

En ciertas realizaciones del compuesto de Férmula (B) es

\LN

0 H

O @] N

N/\/ N

HO O\P\z ;’ p” NHA)LH/\/S\& 8

P‘O OH O
OH

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, L2 es un enlace, L3 es un enlace, L4 es -As-, A1 es -C(=0)NH(CH2)nS-, A4 es -(CH2)nC(=0)-, y X? es

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, L2 es un enlace, Ls es un enlace, L4 es -As-, A1 es -C(=O)NH(CH2)nS-, A4 es -(CH2)nC(=0)-; X2 es
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y TG es un grupo farmacolégico

En ciertas realizaciones, el compuesto de Férmula (B) es

Q 0
HO@\/O 0 Ete_Me
o o :E(O\><KILN/\/1LN/\/S 0 o hoo
o-R* 00 OH gy H H N~~~y N)f( OMe
N
o

O

N OMe

O
Me HN{@H
Ph .

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X2-, Lo es -Ax-, Lz es -As-, L4 es

Fy
H

A1 es-C(=O)NH(CH2)nS-, A2 es -(CH2)nC(=0, Az es

;Iﬂvﬂv

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -Ai1X%, Lo es -Ax-, Ls es -As—-, La es

Fy
H

A1 es-C(=O)NH(CH2)nS-, A2 es -(CH2)nC(=0, A3z es
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o
H
P NN K
N 0
: M
N NH
H 2

X2 es

y TG es un grupo farmacolégico.

5 En ciertas realizaciones, el compuesto de Férmula (B) es

HoN

A
“‘N

Ho ‘CSK, 0 0 o)
o O_-P-Qp.o\)(r)LN/\)LN,\,S
2.0 HO st H H N
o%R" 00 OH  on K
OH
HN"S0

‘N’ko
OW
NH
N
N" o
Me N Et
N
o] OMe Me
OM
et ©

COuH

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es un -A1X?-, L2 es un enlace-, Ls es -As-, L4 es un enlace, A1 es -C(=O)NH(CH2)nS- , Az es -(CH2)nC(=0)-, y X? es -

(CH2)2C(=O)NH-.

10 En ciertas realizaciones de los métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento:
L1 es un -A1X?-, L2 es un enlace, Ls es -As-, L4 es un enlace, Ay es -C(=O)NH(CH2)nS-, Az es -(CH2)nC(=0)-, X es -

(CH2)nC(=O)NH-, y TG es un grupo farmacoldgico.

En ciertas realizaciones, el compuesto de Férmula (B) es
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HO
" ) HO\\\, ;’ o\><K1L /\/”\N/\/s’j( ?

COzH

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es un -A1X2-, L2 es un enlace, L3 es -As-, L4 es un enlace, At es -C(=O)NH(CH2)nS, A3 es -(CH2)nC(=0)-, X2 es -
CHR*(CH2)nC(=O)NH-, y R* es -G(=0)OH.

5 En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es un -A1X2-, L2 es un enlace, L3 es -As-, L4 es un enlace, At es -C(=O)NH(CH2)sS, A3 es -(CH2)nC(=0)-, X2 es -
CHR*(CH2)nC(=0)NH-, R* es -C(=0)OH, y TG es un grupo farmacoldgico.

En ciertas realizaciones, el compuesto de Férmula (B) es
HoN
/)
N\ N N
LN

CQOOH
\ / N /\)L /\\/S
HO I o \\ ,, O\>§/u\ N g:

b
0=R"~
OH d

\N 0
OYH/
NH
N\
Me N

Ma
O MeO
P OMe Me

CO,H

10 En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, donde A1 es -C(=0)NH(CHz2)nS- y X? es -(CH2)C(=0O)NH-; L2 es un enlace; Ls es un enlace, y L4 es -As- en
donde A4 es -(CH2)nNHC(=0)-.

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, en donde A1 es -C(=O)NH(CH2)nS- y X2 es -(CH2)C(=O)NH-; L2 es un enlace; L3 es un enlace; L4 es -As-,
15 en donde A4 es -(CH2)nC(=0)-.
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En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es -A1X?-, en donde A1 es -C(=O)NH(CH2)nS- y X2 es -(CH2)C(=O)NH-; L2 es -Az-, en donde Az es -(CH2)aC(=0); L3 es

-As-, en donde As es
Q
H
. N
~N <
Ay A
© /U\

N NH
H z

s

yLses

N

H

En ciertas realizaciones de métodos, compuestos e inmunoconjugados proporcionados en el presente documento: L1
es un -A1X?-, en donde A1 es -C(=O)NH(CH2)nS- y X2 es -(CH2)C(=O)NH-; L2 es un enlace-; L3 es -As-, en donde As
es -(CH2)nC(=0)-, y L4 es un enlace.

Método de dos etapas

Alternativamente, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados aqui se marcan
especificamente para el sitio mediante un método de dos etapas, en donde, en la primera etapa, el grupo protésico
ppan de CoA, o el grupo protésico ppan modificado del analogo de CoA, que contiene un grupo funcional (R1) esta
unido a la etiqueta peptidica corta por un enlace fosfodiéster formado entre la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo y
el grupo hidroxilo del residuo de serina conservado de la etiqueta peptidica corta que se ha incorporado en el
anticuerpo. En la segunda etapa, un grupo terminal (TG) unido o directamente unido a un grupo que es reactivo con
el grupo funcional (R1) se hace reaccionar con el grupo funcional (R1) en el grupo protésico ppan de CoA, o en el grupo
modificado, o en el grupo protésico ppan del analogo de CoA, que de este modo une directamente el grupo terminal
al anticuerpo modificado o fragmento del mismo o une el grupo terminal al anticuerpo modificado o fragmento del
mismo a través de una Unidad enlazadora (LU).

Una realizacion del método de dos etapas se muestra en el Esquema (lla).
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Esquema (lia)

HoN N
ae
LN
H O Fosfopanteteinil
? o N Transf
ransferasa
"o 02 OM AR+ .1 # , -
O HO’R‘ 'F\OH ﬁ por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa humana
Ry 00 OH . _OH o PPTasa T. maritima
residuo de serina de
la etiqueta peptidica
incorporado en un
anticuerpo
y 0 NN
A N ‘_,f‘f [\\L’gﬂ X—Lg—Lg—L4—TG .
Q ? N >
O“‘\P\'O N’\/AT-RI + ')
OH guH HO O, -OH
RZ»O HO” &)

O

e e

o}

Q AgXolo-Ly—Ls-TG
O—F\”O‘XT/LLN”V rXzlata—ly
OH  onH

en donde Xy un Ri correspondiente son como se indican a continuacién en la Tabla 3, y donde Rz, A1, L2, X2, L3, Lay

TG son como se definen aqui:

Tabla 3

X

un tiol

una azida

una triarilfosfina

un oxanobornadieno

un alquino

un alqueno

un cicloocteno

una diariltetrazina

una monoariltetrazina

un norborneno

R

un tiol, una maleimida o una haloacetamida

un alquino, una triarilfosfina, un cicloocteno o un oxanobornadieno

una azida

una azida

una azida

una azida

una diariltetrazina

un cicloocteno

un norborneno

una monoariltetrazina
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X R1

un aldehido una hidroxilamina o una hidrazina o NH2-NH-C(=0)-
una cetona una hidroxilamina o una hidrazina o NH2-NH-C(=0)-
una hidroxilamina un aldehido o una cetona

una hidrazina un aldehido o una cetona

NH2-NH-C(=0)- un aldehido o una cetona

una haloacetamida un tiol

una maleimida un tiol

El alqueno, alquino, triaril fosfina, cicloocteno, oxanobornadieno, diaril tetrazina, monoaril tetrazina y norborneno de X
y R1 estan opcionalmente sustituidos.

El método de dos etapas del Esquema (lla) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que se ha disefiado para contener una etiqueta
peptidica, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o el fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (D),

H,N i
Nl N ﬁ?
Ly
o)
HO % O

Farmula (D)

uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopanteteinil activado de Férmula (D-a) a la etiqueta del péptido;

8]
_EHO:P\’D\XI)LNA‘/A(!_R1
¢ OH H

OH

Férmula (D-a)
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y

(c) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (lla):
X-Lo-Ls-L4-TG Formula (ll-a),
donde X, R1, Rz, A1, L2, L3, La y TG son como se definen aqui.

5 Como resultado del método de dos etapas del esquema (lla), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la férmula (lIb):

* 0
_E_ G\L ,D Nf‘\\/lﬂl‘-'xz_l-z_' La_Lq__E'_
H
O OH
Férmula (l1-b)

donde Ai, X2, L2, L3 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

10 Otra realizacién del método de dos etapas se muestra en el Esquema (lIb).

Esquema (/lb)

Fosfopanteteinil

N Transferasa
\ / \ MNNL?MA‘E R-] + %{ {Lf p‘=
HO” F\ 1'5' OH por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa

humana o PPTasa T. maritma

Rz’
residuo de serina de
la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo

HoN

0

H

N ? X—Ly—L~TG
YA '& o,

0 ‘\PrO\X[)kN/\/L1tA2’R1 +
OH H HO o
P

OH __OH
-~
RO HO %

L
Y A o
O \\ O NA\/L1'A2'X2'L3"L4_TG
g H
OH  oH

donde X, R1, Rz, L1, A2, X2, L3, La y TG son como se definen aqui.

El método de dos etapas del Esquema (llb) incluye las etapas de:
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(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

5 incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (E),

N7 )
N
N
O
D\ /D:P ID f\\/L1“‘J‘5ﬁ2—R1
..- HO 11. D.r H Ot H

Férmula (E)

uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopantoetininilo activado de Férmula (E-a) a la etiqueta corta del péptido;

o]
_3—0\ 0 NSl ARy
"F\ H

Férmula (E-a)

10 y
(c) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (ll-c):
X-Ls-La-TG Férmula (ll-c),
donde X, R1, Rz, L1, A2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de dos etapas del esquema (llb), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
15 fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la férmula (l1-d):

* % O

=)
e Li=Ag=Xo—La—L4—0—
#F'{: ﬁ/\\/‘l 2= X~ Ls— Ly %
OH OH

Férmula (II-d)

donde L1, A2, X2, L3 y Lsa son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4’-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

Otra realizacién del método de dos etapas se muestra en el Esquema (ll-c).
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Esquema (llc)

Fosfopanteteinil

o]
s} H
1% N Transferasa
HO 3 £
’@\,O-.R\/O:P,O N/\/L1'L2‘A3'R1 + %‘e/ \[U}j
OH

w0 o Sy TR por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa
humana o PPTasa T. maritima

residuo de serina de
la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo

0 HoN
,{? X—L~TG
o)

=N
}:%/“ r"'{" N’g
0 Ly

o)
O_\Ig‘,o)ﬁ)LN LAy R, N
OH H HO

O__OH
o Ho’i‘?‘
Rg’ (o]

A

Q 9 Li=Ly=Ag=Xo=L,—TG
OJ&’OW‘N’\\/i e T
OH on ™

donde X, R1, Rz, L1, L2, X2, A3, La y TG son como se definen aqui.

El método de dos etapas del Esquema (lIc) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
5 peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-

transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (F),

10

H,N

ZN_N

Nl N\ rﬂ

Ly
HO i o

G\%/O)],U\X)LN/\VL1_LE“A3"R1

re0 P odon gy H

Férmula (F)
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uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopanteteinil activado de Férmula (F-a) a la etiqueta peptidica corta;

O
& “D\ ,D N,f\\‘_/L1_L2".f|:'ﬁ.3'R1

A

N
o OH OH H
Formula (F-a)

y

(c) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (lle):
5 X-L&-TG Férmula (ll-e),

donde X, R1, Rz, L1, L2, L3, Lay TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de dos etapas del Esquema (lic), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la Férmula (II-f):

(@)

—3=0,
: \KQQLN,\,L]_L,%-XTM%

O OH
Férmula (I1-f)

10 donde L1, L2, A3, X2 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esté unida a la etiqueta del péptido pequeno.

Otra realizacion del método de dos etapas se muestra en el Esquema (lld).
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Esquema (lid)

_N
i
L

N

N
H o} Fosfopanteteinil
HO Ls”./N 'H,.-' Transferasa
\ / \ \><H‘I\N/\\/L1_L2_L3 A,g R1 + - > Fo-
RO O O “oH OH por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa
residuo de serina de humana o PPTasa T. maritima

la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo

4 9
}{N o ’g, i X—TG
Q.

o}
\ ’O\X(KN,\/Lq—LE—L:;,—AJ,—XQ—TG
!
OH H

donde X, R1, Rz, L1, L2, L3, A4, X2y TG son como se definen aqui.

El método de dos etapas del Esquema (lld) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
5 peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-

transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (G),

10

uniendo de este modo una 4’-fosfopanteteinil transferasa activada de Férmula (G-a) a la etiqueta peptidica corta;
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O
Jn
) _,O /\H\ILq_LQ*L3“ﬁ4-R1
f N

goH gy "
Formula (G-a)

y

(c) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (Il-g):
X-TG Férmula (Il-g),

donde X, R1, Rz, L1, L2, L3, Lay TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de dos etapas del Esquema (lld), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la Férmula (Il-h):

" O
E v O H/\\/ L1—L;—L3—A4-X2-%-

OH
Formula (lI-h)

donde L1, L2, L3, A2 y X2 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4’-
fosfopanteteinilo modificada esté unida a la etiqueta del péptido pequeno.

En ciertas realizaciones de los métodos de dos etapas descritos en el presente documento, el anticuerpo modificado
o fragmento del mismo se pone en contacto con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (D), Férmula (E),
Formula (F) o Férmula (G) y una enzima 4'-fosfopanteteinil transferasa que se coexpresa en la misma célula que el
anticuerpo modificado expresado o su fragmento. En ciertas realizaciones de los métodos de dos etapas descritos en
el presente documento, el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se pone en contacto en el medio de cultivo
celular con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (D), Féormula (E), Férmula (F) o Férmula (G) y la enzima
4'-fosfopanteteinil transferasa producida en la misma célula o en otra. En ciertas realizaciones de los métodos de dos
etapas descritos en el presente documento, la enzima 4'-fosfopanteteinil transferasa se inmoviliza sobre un soporte
solido. En ciertas realizaciones, el soporte solido esta compuesto opcionalmente de un polimero sobre una perla o
una columna.

La Tabla 4 muestra ciertas realizaciones de los grupos 4'-fosfopanteninil activados de Férmula (D-a) y compuestos de
Formula (llI-a) utilizados en los métodos de dos etapas y los métodos de tres etapas descritos aqui y la serina
modificada resultante. Ubicados en el anticuerpo modificado o fragmento del mismo. Nota A1, L2, Ls, L4, Rs, Rs, R7, Rs
y TG son como se definen aqui, e Y es
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?{oié’o N
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Tabla 4
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La Tabla 5 muestra ciertas formas de realizacion de los grupos 4'-fosfopanteteinilo activados de Férmula (E-a) y
compuestos de Férmula (ll-c) utilizados en los métodos de dos etapas y los métodos de tres etapas descritos en este
documento y la serina modificada resultante ubicada en el anticuerpo modificado o fragmento del mismo. No6tese que
L1, A2, Ls, L4, Rs, Re, R7, Rs y TG son como se definen aqui, e Y es
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Ns-L3-L4-TG
}51/

La Tabla 6 muestra ciertas realizaciones de los grupos 4'-fosfopanteteinilo activados de Férmula (F-a) y compuestos
de Férmula (ll-e) utilizados en los métodos de dos etapas y los métodos de tres etapas descritos en este documento
y la serina modificada resultante ubicada en el anticuerpo modificado o fragmento del mismo. Nétese que L1, Lz, As,

L4, Rs, Re, R7, Rs y TG son como se definen aqui, e Y es
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La Tabla 7 muestra ciertas realizaciones de los grupos 4'-fosfopanteteinilo activados de Férmula (G-a) y compuestos
de Formula (lI-g) utilizados en los métodos de dos etapas y los métodos de tres etapas descritos aqui y la serina
modificada resultante ubicada en el anticuerpo modificado o fragmento del mismo. Nétese que L1, Lz, L3, A4, Rs, R,
R7, Rs y TG son como se definen aqui, e Y es
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Método de tres etapas

Alternativamente, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados aqui se marcan
especificamente para el sitio mediante un método de tres etapas, en donde, en la primera etapa, un grupo protésico
5 ppan protegido de CoA, o un grupo protésico ppan modificado protegido del analogo de CoA, se une a la etiqueta
peptidica corta mediante un enlace fosfodiéster formado entre la unidad estructural 4'-fosfopanteteinilo y el grupo
hidroxilo del residuo de serina conservado de la etiqueta peptidica corta incorporada en el anticuerpo. En el segundo
paso, el grupo protésico ppan protegido de CoA, se desprotege el grupo protésico ppan modificado protegido del
analogo de CoA, generando asi un grupo funcional reactivo (R1). En la tercera etapa, un grupo terminal (TG) unido o
10 directamente unido a un grupo que es reactivo con el grupo funcional (R1) se hace reaccionar con el grupo funcional
(R1) en el grupo protésico ppan de CoA, o en el grupo protésico ppan modificado del analogo de CoA, que de este
modo une directamente el grupo terminal al anticuerpo modificado o fragmento del mismo o une el grupo terminal al
anticuerpo modificado o fragmento del mismo a través de una Unidad enlazadora (LU).

Una realizacion del método de tres etapas se muestra en el esquema (llla).

107



10

ES 2703 540 T3

Esquema (illa)

'TLN PG

Q 0] J Fosfopanteteinil

o]
H
HO 0o._ 0, ,O\X(‘L ~_ATRy j{N H,{ Transferasa
Ho'R P “OH H + =

OH OH por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa
residuo de serina de humana o PPTasa T. maritima

la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo

H -
b 1. Desproteccion
A | "dﬁ— .

Q _ N g
o-p© NTATRY * 0 2. X—LyLyly TG
OH  gyH HO O__OH

R0 HO'G

e
i e
2.0
O_P‘, \>§/U\N/\‘/
OH  onH

A‘|"X2‘L2‘L3—L4'“TG

en donde X y un R1 correspondiente son como se dan en la Tabla 3, y donde PG es un grupo protector y Rz, A1, Lo,
Xz, Ls, La y TG son como se definen aqui.

El método de tres etapas del esquema (llla) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula H,

HoN #N}
)
N N\ N
LY PG
HO@\/O O o AR
NN e .
8] HDJ% 7 N/‘\‘/ oy
Ry~ 00 OH oy

Formula (H)

uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido de Férmula (H-a) a la etiqueta peptidica corta;
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PG

_E—O\f \:_(:} H/\\“/A1—R1
o OH OH

Formula (H-a)

(c) desproteger el grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido para dar un grupo 4'-fosfopantetineinilo activado de Férmula (D-

a)
O
__Dx O A1‘_R1
/F': N/""\-\.,/
OH oy "
Formula (D-a)
5 vy

(d) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (lla):
X-Lo-Ls-L4-TG Formula (ll-a),
donde PG es un grupo protector y X, R1, Rz, A1, L2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de tres etapas del Esquema (ll1a), el grupo terminal esté unido al anticuerpo modificado o
10 fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la Férmula (llb):

* o]
_é_o';P.eD\XKU\N/\/AI‘xz‘Lz—La_La_E_
(8] \DH H

OH
Férmula (lI-b)

donde Ai, X2, L2, L3 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

Otra realizacién del método de tres etapas se muestra en el Esquema (lllb).
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Esquema (ilib)

ZN
0 Fosfopanteteinil
' ,{H ,ff Transferasa
‘p\’ = \>§/\LN/’\/L1 ARy 4 >
/2
RO HO™} o ©oH H por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa
residuo de serina de humana o PPTasa T. maritima
la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo
H Q PG N
}%/N ;{' { ) 1. Desproteccion
o O oo
0_‘%,0\><F/U~N/\,,L14A2—R1 - 2. X—L3-L4-TG
OH oy HO‘Q\IO«P,OH

-
R2—O HO 0

\>(‘)L LR XLyl —TG

donde PG es un grupo protector y X, Ri, Rz, L1, Az, X2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

El método de tres etapas del esquema (lllb) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
5 peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-

transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o el fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (J),

HzN

,N}
N11 N ,‘:,
L—N
PG
0 0 [
ks 0, O o L—Ay-R
o HO’\ ’?‘: H/\/ 1 2
Ry oQ OH OH

Férmula (J)
10

uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido de Férmula (I-a) a la etiqueta peptidica corta;
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—%—o o i LA -EG
"‘!\t H/“v 17 A2
O OH oy

Farmula (J-a)

(c) desproteger el grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido para dar un grupo 4'-fosfopantetineinilo activado de Férmula (E-
a

8]
__;_D:P,DJQ\ N/"\VL1_A2_R1
§o

H
H  OH

Férmula (E-a)

5y
(d) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (ll-c):
X-Ls-Ls-TG Formula (Il-c),
donde PG es un grupo protector y X, R1, Rz, L1, Az, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de tres etapas del esquema (llib), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
10 fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la férmula (l1-d):

£ 0
_EdO}/O\XH‘\Nﬁv [—1"A2'x2_|—3_l—4_§-
d NoH H

OH
Férmula (ll-d)

donde L1, A2, X2, L3 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

Otra realizacién del método de tres etapas se muestra en el Esquema (lllc).
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Esquema (illc)

Fosfopanteteinil
Transferasa
HO‘Q\/Q £ o Li—Lo-A R "FH o
N /\/ 1T k2" AgTRY + e
O’% 4 por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa

humana o PPTasa T. maritima
residuo de serina de

la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo
o] HzN
N ) g
35,/ N 3 PG ’C' 1. Desproteccion
0 ? f -
OJE‘;’O\%/“\N/\/M—LFATRw 2. X—L,-TG
H
OH OH HO QP,OH
L
RO HO O

O~—R”

O

H
e
o [o]
1] O\X(ILNNL-F'LQ-AQ,‘XQ-‘L‘_TG
H
OH

donde PG es un grupo protector y X, Ri, Rz, L1, L2, X2, A3, L4 y TG son como se definen aqui.

El método de tres etapas del esquema (llic) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
5 peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-

transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (K),

10
H.N
2 #N
N%@'{'l
L‘N
PG
HO O o Li—L,~As-R
R N ~Ra=
o Ho\ AN H/\/1231
R~ 00 CH OH
Foérmula (K)

uniendo de este modo un grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido de Férmula (K-a) a la etiqueta peptidica corta;
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" PG
4o |
v O N/‘VL{—LZ—A3-R1
™,

Fdrmula (K-a)

(c) desproteger el grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido para dar un grupo 4'-fosfopantetineinilo activado de Férmula (F-

0
_§POP,O\><HLNWL1_L2_A3_R1
’ “OH H

0 OH

Férmula (F-a)

5 vy
(d) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (lle):
X-Le-TG Formula (ll-e),
donde PG es un grupo protector y X, Ri, Rz, L1, L2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de dos etapas del esquema (llic), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
10 fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la férmula (l1-f):

b Q
é_o':f(o HW L1_-L2-A3_XE-L.1_§_
o OH oy

Férmula (1)

donde L1, L2, A3, X2 y L4 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

Otra realizacién del método de tres etapas se muestra en el Esquema (llid).
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Esquema (iiid)

,N>
)
N PG o Fosfopanteteinil
o H Transferasa
HOQ/O\ Lo i Li—Lp—Lg-A —i . ’?'%/N P
¢ horfl K N '

por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa

humana o PPTasa T. maritima
residuo de serina de

la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo

HaN

PG ) .
"n,( ’,.f' ’ 1. Desproteccion
o— P, N/\,thi_z Ly-A4—Ry + 2. X-TG
HO@\/QPIOH

-
R2‘O HO™ &

¥

fl\ P‘ \W /\/Lf'LZ_LB Ay Xo~ -TG
OH

donde PG es un grupo protector y X, Ri, R, L1, L2, L3, A4, X2 y TG son como se definen aqui.

El método de tres etapas del esquema (llld) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
5 peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-

transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

incubar el anticuerpo modificado o el fragmento del mismo con una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa en presencia de un compuesto de Férmula (L),

H,N

_N
|
\><I)LN/\/L1 Lo—Ls—ARy

Férmula (L)
10

uniendo de este modo un 4’-fosfopanteteinil activado de Férmula (L-a) a la etiqueta peptidica corta;
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PG
% 1 '
- _O}/O\X([LNWLFLTLFAFW
AN
o OH 4y H

Férmula (L-a)

(c) desproteger el grupo 4'-fosfopanteteinilo protegido para dar un grupo 4'-fosfopantetineinilo activado de Férmula (G-

a)
é o
Qo A~ LoLs-AR,
A N
o OH  on
Férmula (G-a)
5 vy

(d) hacer reaccionar el grupo 4'-fosfopanteteinilo activado con un compuesto de Férmula (II-g):
X-TG Formula (11-g),
donde PG es un grupo protector X, R1, Rz, L1, L2, L3, L4 y TG son como se definen aqui.

Como resultado del método de tres etapas del esquema (llid), el grupo terminal se une al anticuerpo modificado o
10 fragmento del mismo a través de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la férmula (l1-h):

# O
v O H/\v,- Li—Ly—La—As-X%s ‘%‘

OH
Férmula (lI-h)

donde L1, L2, L3, A4+ y X2 son como se definen en este documento y el * indica que la unidad estructural 4'-
fosfopanteteinilo modificada esta unida a la etiqueta del péptido pequefio.

El Esquema (llle) muestra una cierta realizacion del método de tres etapas en donde los anticuerpos modificados o
15 fragmentos de los mismos proporcionados en este documento estan especificamente marcados en el sitio por un
anéalogo de CoA en donde el tiol del grupo protésico 4'-fosfopanteteinilo esta protegido. En el paso 1, el analogo de
CoA protegido reacciona con la serina conservada de la etiqueta peptidica corta disefiada en el anticuerpo uniendo
asi el grupo protésico que contiene el tiol protegido a la etiqueta peptidica corta a través de la formacién de un enlace
fosfodiéster con el grupo hidroxilo del residuo de serina conservada de la etiqueta peptidica corta. En la segunda
20 etapa, el grupo protector de tiol se elimina y el anticuerpo modificado resultante o fragmento del mismo que tiene un
grupo 4'-fosfopanteteinilo pendiente se hace reaccionar con un grupo reactivo de tiol unido a un grupo terminal (TG).
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Esquema (iile)

HaN
o .
N Fosfopanteteinil
N Q Transferasa
L3 S ANV
HO 0__0 >4
<O 0 X K n A8 . X < -
RO OO0 OH oyH H OH por ejemplo SFp, AcpS, PPTasa
. . humana o PPTasa T. maritima
residuo de serina de
la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo
HaN,
H o “N> ..
}(N F{‘ PG N [4 1. Desproteccion
Q i i ! R{‘N 2. Xgy—Lo—Ls—Le~TG >
0_‘|‘:|.’0\><H'LH/\)Lu/\,S + o - XLzl
OH CH HO O‘P,OH donde X5y es un grupo reactivo de tiol
-
RO HOTH
o]
H
3
o O e}
O_\’\:\,,o N/\)LN/\,S—XZWngLg,—LrTG
OH oH N H

donde XsH, grupo protector (PG), Rz, Az, Ls, L4 y TG son como se definen aqui.

El Esquema (IlIf) muestra una cierta realizacion del método de tres etapas en donde los anticuerpos modificados o
fragmentos de los mismos proporcionados en este documento se marcan especificamente en el sitio usando un CoA
5 donde el grupo protésico 4'-fosfopantenetinilo esta protegido. En el paso 1, la CoA protegida reacciona con la serina
conservada de la etiqueta peptidica corta disefiada en el anticuerpo uniendo asi el grupo protésico que contiene el tiol
protegido a la etiqueta peptidica corta a través de la formacién de un enlace fosfodiéster con el grupo hidroxilo del
residuo de serina conservado de la etiqueta del péptido corto. En la segunda etapa, el grupo protector de tiol se elimina
y el anticuerpo modificado resultante o fragmento del mismo que tiene un grupo 4'-fosfopanteteinilo pendiente se hace

10 reaccionar con un grupo reactivo de tiol unido a un grupo terminal (TG).
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Esquema (1iif)
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o} o] | N
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0:;;(.0 HO™ Y & "oH oH H H por gjemplo SFp, AcpS, PPTasa
OH L e
fosfopanteteinilo (ppan) residuo de serina de humana o PPTasa T. maritima
la etiqueta peptidica
incorporado en un anticuerpo
b 9 HzN ,N)
) -
}(N ,ﬁf . . TG N\L’QN 1. Desproteccion _
O_C‘)&,,O\XHLN/\)LN/\/S + N o 2. Xgi— Lo~ L,—TG
1
OH oH H H HO&Q OH donde Xg;y €S un grupo reactivo de tiol
Ho & no
oR©
CH

" o}
%/Nﬁf
\X(”‘ /\)LN/\,S Xo—La—La—Ly—TG

o-R-
OH

donde XsH, grupo protector (PG), Rz, Az, Ls, L4 y TG son como se definen aqui.

En el método de tres etapas del Esquema (llle) y del Esquema (llIf), el grupo protector de tiol incluye, pero no se limita
a, acetilo, acetamidometilo, bencilo, 4-metilbencilo, 4-metoxibencilo, tritilo, metoxitrilo, t-butilo, t-butiltiol y 3-nitro-2-
piridinesulfenilo. El grupo reactivo de tiol del Esquema (llle) y el Esquema (llIf) incluye, pero no se limita a, maleimida,
un haloacetilo, una haloacetamida, un piridildisulfuro y una vinil sulfona.

El método de tres etapas del esquema (llIf) incluye las etapas de:

(a) proporcionar un anticuerpo modificado o un fragmento del mismo que ha sido disefiado para contener una etiqueta
peptidica corta, y en donde la etiqueta peptidica es un sustrato de una enzima que tiene actividad 4'-fosfopanteteinil-
transferasa;

(b) etiquetar el anticuerpo modificado o su fragmento mediante:

(i) incubar el anticuerpo modificado o un fragmento del mismo con una enzima que tenga actividad 4'-fosfopanteteinil
transferasa en presencia de una coenzima A protegida con tiol, uniendo asi el grupo protésico protegido con tiol de la
coenzima A a la etiqueta del péptido corto;

(ii) desproteger el grupo tiol formando de este modo un grupo 4'-fosfopantoetano que tiene un tiol pendiente,
y

(iii) hacer reaccionar el tiol pendiente del grupo 4'-fosfopanteteinilo con un compuesto de Férmula (ll1f):
Xsh-Lo-Ls-L4-TG Férmula (llIf).

donde XsH es un grupo reactivo con tiol que incluye, pero no se limita a, una maleimida, un haloacetilo, una
haloacetamida, un piridildisulfuro y una vinil sulfona. Az, Ls, L4 y TG son como se definen aqui. Ademas, en el método
de dos etapas del Esquema (lIf), el grupo terminal esta unido al anticuerpo modificado o fragmento del mismo a través
de un enlazador que tiene la estructura de acuerdo con la Formula (Ill-a):
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ES Q (8]
_%—O;P ’O\X(”\N/\)LN /\/s—xz—Lz—La-u—é—
S H H
o OH OH

Férmula (lll-a)

El * indica que la unidad estructural 4'-fosfopanteteeninilo estd unido a la etiqueta del pequefio péptido y Lo, L3, Lay
TG son como se definen en este documento. En esta realizacion, X2 es un grupo formado por reaccion de Xsh y el tiol

pendiente, que incluye, entre otros,
O
zﬁﬁi’““é—
O 1
NH
NS SN
0 :

=0

\g\

o

y -S-S-.

En ciertas realizaciones, Xsh-L2-L3-L4-TG es en donde:

o]
. I
| N—CHy(CHy)y—XTG | N—(CH,CH,0),C—TG
O o O

10 X1 es un enlace, -C(=0)-, -NH-, -NHC(=0)-, -(C(=O)NH(CH2)n)m-,

o

%UM : 3 o—eHncieor§-

En otras realizaciones, Xsn-Lo-L3-L4-TG es

O

|f4HN—’|—2'|—3'I—4_TG

(o]
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Br HN"“"Lz-L3"L4-TG .

En ciertas realizaciones de los métodos de tres etapas descritos en el presente documento, el anticuerpo modificado
o el fragmento del mismo se pone en contacto con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (H), Formula (J),
Formula (K) o Férmula (L) y la enzima 4'-fosfopanteteinil transferasa que se coexpresa en la misma célula que el
anticuerpo modificado expresado o su fragmento. En ciertas realizaciones de los métodos de dos etapas descritos en
el presente documento, el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se pone en contacto en el medio de cultivo
celular con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (H), Férmula (J), Férmula (K) o Férmula (L) y la enzima
4'-fosfopanteteinil transferasa coexpresada por la misma u otra célula. En ciertas realizaciones de los métodos de dos
etapas descritos en el presente documento, la enzima 4'-fosfopanteteinil-transferasa se inmoviliza sobre un soporte
solido. En ciertas realizaciones, el soporte solido esta compuesto opcionalmente de un polimero sobre una perla o
una columna.

En ciertas realizaciones del método de tres etapas, el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se pondra en
contacto con una enzima 4'-fosfopanteteinil-transferasa que se coexpresa en la misma célula. En ciertas realizaciones
del método de tres etapas, la coenzima A protegida con tiol es acetil-coenzima A. En ciertas realizaciones del método
de tres etapas, el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se pone en contacto en el medio de cultivo celular con
la coenzima A protegida con tiol y una enzima 4'-fosfopanteteinil transferasa coexpresada por la misma u otra célula.
En ciertas realizaciones del método de tres etapas, la enzima 4'-fosfopanteteinil transferasa se inmoviliza sobre un
soporte solido. El soporte sélido estd compuesto opcionalmente de un polimero sobre una perla o una columna.

En ciertas realizaciones del método de una etapa, los métodos de dos etapas o los métodos de tres etapas descritos
en este documento, el anticuerpo modificado o su fragmento se pone en contacto, dependiendo del método utilizado,
con un compuesto que tiene la estructura de la Férmula ( A), Férmula (B), Férmula (C), Férmula (D), Férmula (E),
Formula (F), Férmula (G), Férmula (H), Formula (J), Férmula (K) o Férmula (L) y una enzima 4'-fosfopanteteinil
transferasa a temperaturas entre 0 y 37 grados Celsius en un regulador o medio ajustado a valores de pH entre 3 y
10, preferiblemente entre 7 y 9 y mas preferiblemente alrededor de 8, para tiempos de reaccién entre 5 minutos y 48
horas.

En ciertas realizaciones del método de una etapa, los métodos de dos etapas o los métodos de tres etapas descritos
en este documento, el anticuerpo modificado o su fragmento se pone en contacto, dependiendo del método utilizado,
con un compuesto que tiene la estructura de la Férmula (A), Férmula (B), Férmula (C), Férmula (D), Férmula (E),
Formula (F), Férmula (G), férmula (H), Féormula (J), Férmula (K) o Férmula (L) en presencia de 4'-fosfopanteteinil
transferasa en solucion. En otras realizaciones del método de una etapa, los métodos de dos etapas o los métodos
de tres etapas descritos en el presente documento, el anticuerpo modificado o su fragmento se pone en contacto,
dependiendo del método utilizado, con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (A). Férmula (B), Férmula
(C), Férmula (D), Férmula (E), Férmula (F), Férmula (G), Férmula (H), Féormula (J), Férmula (K) o Férmula (L) en la
presencia de 4'-fosfopanteteinil transferasa en medios celulares. En ciertas realizaciones del método de una etapa,
los métodos de dos etapas o los métodos de tres etapas descritos en el presente documento, el anticuerpo modificado
o su fragmento se pone en contacto, dependiendo del método utilizado, con un compuesto que tiene la estructura de
Formula (A), Formula (B), Férmula (C), Férmula (D), Férmula (E), Férmula (F), Férmula (G), Férmula (H), Férmula (J),
Formula (K) o Férmula (L) en la presencia de 4'-fosfopanteteinil transferasa dentro de una célula.

En ciertas realizaciones del método de una etapa, los métodos de dos etapas o los métodos de tres etapas descritos
en el presente documento, el anticuerpo modificado o su fragmento se pone en contacto, dependiendo del método
utilizado, con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (A), Formula (B), Férmula (C), Férmula (D), Férmula
(E), Férmula (F), Férmula (G), Férmula (H), Férmula (J), Férmula (K) o Férmula (L) en la presencia de 4'-
fosfopanteteinil-transferasa, en la que la 4'-fosfopanteteinil-transferasa se inmoviliza sobre una superficie. En ciertas
realizaciones, la superficie es una perla de polimero.

En ciertas realizaciones del método de una etapa, los métodos de dos etapas o los métodos de tres etapas descritos
en el presente documento, el anticuerpo modificado o su fragmento se pone en contacto, dependiendo del método
utilizado, con un compuesto que tiene la estructura de Férmula (A), Formula (B), Férmula (C), Férmula (D), Férmula
(E), Férmula (F), Férmula (G), Férmula (H), Férmula (J), Férmula (K) o Férmula (L) en presencia de 4'-fosfopanteteinil
transferasa, en la que el anticuerpo modificado o fragmento del mismo se inmoviliza sobre una superficie. En ciertas
realizaciones, la superficie es una perla de polimero.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo modificado o el fragmento del mismo proporcionado en el presente documento
estan marcados con una relacion de grupo terminal ("TG") a anticuerpo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en donde el anticuerpo
modificado o el fragmento del mismo contiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 etiquetas peptidicas cortas ubicadas en el bucle
estructural del anticuerpo y donde las etiquetas peptidicas cortas son sustratos de Sfp 4'-fosfopanteteinil-transferasa,
AcpS 4'-fosfopanteteinll transferasa, T. maritima 4'-fosfopanteteinil transferasa, C. thermocellum 4'-fosfopanteteinil
transferasa, 4'-fosfopanteteinil transferasa humana, o una forma mutante de los mismos. Por ejemplo, se logra una

119



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2703 540 T3

relacién de TG a anticuerpo de 4 mediante la conjugacién del grupo terminal con cuatro copias de etiquetas S6
insertadas, o con cuatro copias de etiquetas ybbR insertadas o con cuatro copias de etiquetas A1 insertadas, o con
una combinacion de dos copias de las etiquetas S6 insertadas y dos copias de las etiquetas ybbR insertadas. En
ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento modificado del mismo proporcionado en el presente documento se
marca con dos grupos terminales diferentes que utilizan dos etiquetas peptidicas diferentes y dos 4'-fosfopanteteinil-
transferasas diferentes. A modo de ejemplo, dos copias de la etiqgueta A1 se conjugan a un primer grupo terminal
utilizando la AcpS 4'-fosfopanteteinil-transferasa. Luego, un segundo grupo terminal se une a dos copias de una
etiqueta S6 utilizando la Sfp 4'-fosfopanteteinil transferasa (véase, por ejemplo, Zhou et al., ACS Chem. Biol. 2: 337-
346, 2007).

En ciertas realizaciones, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos proporcionados en el presente
documento estan marcados con una relacién de grupo terminal (TG) a anticuerpo (por ejemplo, DAR) de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 u 8, en donde el anticuerpo modificado o el fragmento del mismo contiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 etiquetas peptidicas
cortas ubicadas en el bucle estructural del anticuerpo y donde las etiquetas peptidicas cortas son sustratos de Sfp 4'-
fosfopanteteinil transferasa, AcpS 4'-fosfopanteteinil transferasa, T. maritima 4'-fosfopanteteinil transferasa, C.
thermocellum 4'-fosfopanteteinil transferasa, 4'-fosfopanteteinil transferasa humana, o una forma mutante de los
mismos. Por ejemplo, se alcanza una relaciéon de TG a anticuerpo de 4 conjugando un grupo farmacol6gico con cuatro
copias de las etiquetas S6 insertadas, o con cuatro copias de las etiquetas ybbR insertadas, o con cuatro copias de
las etiquetas A1 insertadas, o con una combinacién de dos copias de las etiquetas S6 insertadas y dos copias de las
etiquetas ybbR insertadas. En ciertas realizaciones, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos
proporcionados en el presente documento estan marcados con dos unidades estructurales de farmaco diferentes
utilizando dos etiquetas peptidicas diferentes y dos 4'-fosfopanteteinil-transferasas diferentes. A modo de ejemplo, dos
copias de la etiqueta A1 se conjugan a una primera unidad estructural de farmaco usando la AcpS 4'-fosfopanteteinil-
transferasa. Luego, una segunda unidad estructural de farmaco se une a dos copias de una etiqueta S6 utilizando la
Sfp 4'-fosfopanteteinil transferasa (véase, por ejemplo, Zhou et al., ACS Chem. Biol. 2: 337-346, 2007).

3. Alteracién adicional del marco de la region Fc

La presente invencion proporciona inmunoconjugados marcados especificos de sitio. Los inmunoconjugados de la
invencion pueden comprender anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que comprenden ademas
modificaciones a residuos estructurales dentro de Vu y/o Vi, por ejemplo para mejorar las propiedades del anticuerpo.
Tipicamente, tales modificaciones al marco se hacen para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo. Por ejemplo,
un enfoque es "retromutar " uno o mas residuos del marco a la secuencia de la linea germinal correspondiente. Mas
especificamente, un anticuerpo que ha sufrido una mutacién somatica puede contener residuos marco que difieren de
la secuencia de la linea germinal de la que se deriva el anticuerpo. Dichos residuos pueden identificarse comparando
las secuencias marco del anticuerpo con las secuencias de la linea germinal de las que se deriva el anticuerpo. Para
devolver las secuencias de la regidon marco a su configuracion de linea germinal, las mutaciones somaticas pueden
ser "retromutadas” a la secuencia de linea germinal mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida. Dichos anticuerpos
"retromutados" también estan destinados a ser abarcados por la invencion.

Otro tipo de modificacion de marco implica mutar uno o mas residuos dentro de la regién marco, o incluso dentro de
una o mas regiones CDR, para eliminar los epitopos de células T para reducir asi la inmunogenicidad potencial del
anticuerpo. Esta metodologia también se conoce como "desinmunizacién" y se describe con mas detalle en la
publicacion de Patente Estadounidense No. 20030153043 de Carr et al.

Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro del marco o las regiones CDR, los anticuerpos de
la invencion pueden disefarse para incluir modificaciones dentro de la regién Fc, tipicamente para alterar una 0 mas
propiedades funcionales del anticuerpo, como la vida media en suero, fijacién del complemento, unién al receptor Fc
y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Ademas, un anticuerpo de la invencién puede modificarse
quimicamente (por ejemplo, una o mas unidades estructurales quimicas pueden unirse al anticuerpo) o modificarse
para alterar su glicosilacién, nuevamente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo. Cada una
de estas modificaciones se describe con mas detalle a continuacion.

En una modificacion, la regién de bisagra de CH1 se modifica de tal manera que se altera el nimero de residuos de
cisteina en la region de bisagra, por ejemplo, aumenta o disminuye. Esta metodologia se describe con mas detalle en
la Patente de los Estados Unidos No. 5,677,425 de Bodmer et al. El niumero de residuos de cisteina en la region
bisagra de CH1 se altera para, por ejemplo, facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para aumentar
o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otra modificacion, la region bisagra de Fc de un anticuerpo se hace mutar para disminuir la vida media bioldgica
del anticuerpo. Mas especificamente, una o mas mutaciones de aminoacidos se introducen en la regién de la interfaz
del dominio CH2-CH3 del fragmento Fc-bisagra, de modo que el anticuerpo tiene un deterioro en la unién de la proteina
A de estafilococo (SpA) en relacion con la unién de SpA del dominio de la bisagra Fc nativa. Esta metodologia se
describe con mas detalle en la Patente de los Estados Unidos No. 6,165,745 de Ward et al.

En otras modificaciones, la region Fc se altera reemplazando al menos un residuo de aminoacido con una unidad
estructural de amino&cido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas
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aminoacidos pueden reemplazarse con una unidad estructural de amino&cido diferente, de modo que el anticuerpo
tenga una afinidad alterada por un ligando efector, pero retenga la capacidad de union al antigeno del anticuerpo
original. El ligando efector al que se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente C1 del
complemento. Esta metodologia se describe, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,624,821 y
5,648,260, ambas de Winter et al.

En otra modificacion, uno o mas aminoacidos seleccionados de residuos de aminoacidos pueden reemplazarse con
una unidad estructural de aminoacido diferente, de modo que el anticuerpo haya alterado la unién de C1q y/o reduzca
o elimine la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Esta metodologia se describe, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos No. 6,194,551 de Idusogie et al.

En otra modificacion, uno o mas residuos de aminoacidos se alteran para alterar asi la capacidad del anticuerpo para
fijar el complemento. Esta metodologia se describe, por ejemplo, en la publicacion PCT WO 94/29351 de Bodmer et
al. En una realizacién especifica, uno o0 mas aminoacidos de un anticuerpo o fragmento del mismo de la presente
invencion se reemplazan por uno o mas residuos de aminoacidos alotipicos, tales como los mostrados en la Figura 4
para la subclase IgG1 y el isotipo kappa. Los residuos de aminoacidos alotipicos también incluyen, pero no se limitan
a, la region constante de la cadena pesada de las subclases de IgG1, IgG2 e IgG3, asi como la regién constante de
la cadena ligera del isotipo kappa como lo describen Jefferis et al., MAb. 1: 332-338 (2009).

En otra modificacién mas, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor
de Fcy modificando uno o mas aminoacidos. Esta metodologia se describe, por ejemplo, en la publicacion PCT WO
00/42072 de Presta. Ademas, los sitios de unién en IgG1 humana para FcyRlI, FcyRll, FcyRIll y FcRn se han mapeado
y se han descrito variantes con unién mejorada (véase Shields et al., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604, 2001).

En otra modificacion mas, se modifica la glicosilaciéon de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede producir un anticuerpo
aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilacién). La glicosilacion se puede alterar, por ejemplo, para
aumentar la afinidad del anticuerpo por el "antigeno". Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por
ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacion dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden
hacer una 0 mas sustituciones de aminoacidos que dan como resultado la eliminaciéon de uno o mas sitios de
glicosilacion de marco de regién variable para eliminar asi la glicosilacion en ese sitio. Dicha aglicosilacion puede
aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Tal metodologia se describe, por ejemplo, en las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 5,714,350 y 6,350,861 de Co et al.

Adicional o alternativamente, se puede producir un anticuerpo que tiene un tipo alterado de glicosilacion, tal como un
anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo 0 un anticuerpo que tiene estructuras
de GlcNac bisectadas aumentadas. Se ha demostrado que tales patrones de glicosilacion alterados aumentan la
capacidad de anticuerpos de ADCC. Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por ejemplo,
expresando el anticuerpo en una célula huésped con maquinaria de glicosilacion alterada. Las células con maquinaria
de glicosilacién alterada se han descrito en la técnica y pueden usarse como células hospedadoras en las cuales
expresar anticuerpos recombinantes de la invencién para producir asi un anticuerpo con glicosilacion alterada. Por
ejemplo, el documento EP 1,176,195 de Hang et al. describe una linea celular con un gen FUT8 alterado
funcionalmente, que codifica una fucosil transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en dicha linea celular
presentan hipofucosilacién. La publicacion PCT WO 03/035835 de Presta describe una linea celular CHO variante, las
células Lecl3, con capacidad reducida para unir la fucosa a los carbohidratos ligados a Asn (297), lo que también
resulta en la hipofucosilacion de los anticuerpos expresados en esa célula huésped (véase también Shields et al.,
(2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). La Publicacién PCT WO 99/54342 por Umana et al. describe lineas celulares
disefadas para expresar las glucosil transferasas modificadoras de glucoproteinas (por ejemplo, beta(1,4)-N
acetilglucosaminiltransferasa Ill (GnTIll)) de modo que los anticuerpos expresados en las lineas celulares modificadas
exhiben un aumento de las estructuras de GlcNac bisectantes, lo que resulta en una mayor actividad ADCC de
anticuerpos (véase también Umana et al., Nat. Biotech. 17: 176-180, 1999).

En otra modificacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su vida media biolégica. Son posibles diversas
metodologias. Por ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F,
como se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6,277,375 de Ward. Alternativamente, para aumentar la
vida media bioldgica, el anticuerpo puede alterarse dentro de la regién CH1 o CvL para contener un epitopo de unién al
receptor de rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG, como se describe en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,869,046 y 6,121,022 de Presta et al.

4. Conjugados de anticuerpos

La presente invencion proporciona métodos de marcacion especificos para el sitio, anticuerpos modificados y
fragmentos de los mismos, e inmunoconjugados preparados en consecuencia. Usando los métodos de la invencion,
un anticuerpo modificado o fragmentos del mismo pueden conjugarse con una etiqueta, tal como una unidad
estructural de farmaco, por ejemplo, un agente anticanceroso, un agente de tratamiento autoinmune, un agente
antiinflamatorio, un agente antifingico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antiviral o un
agente anestésico. También se pueden conjugar un anticuerpo o fragmentos del mismo usando varias unidades
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estructurales de marcacion idénticas o diferentes que combinan los métodos de la invencién con otros métodos de
conjugacion.

En ciertas realizaciones, el grupo terminal de los inmunoconjugados de la presente invencién se selecciona entre un
inhibidor de V-ATPasa, un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de
microtUbulos, un desestabilizador de microtdbulos, una auristatina, y dolastatina, un maitansinoide, una MetAP
(metionina aminopeptidasa), un inhibidor de la exportaciéon nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de la DPPIV,
inhibidores del proteasoma, inhibidores de las reacciones de transferencia de fosforilo en la mitocondria, un inhibidor
de la sintesis de proteinas, un inhibidor de la quinasa, un inhibidor de la CDK2, un inhibidor de CDK9, un inhibidor de
Eg5, un inhibidor de HDAC, un inhibidor de ARN polimerasa, un agente dafino de ADN, un agente alquilante de ADN,
un intercalador de ADN, un ligante de surco de ADN y un inhibidor de DHFR.

Ademas, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la presente invencion pueden conjugarse con
una unidad estructural terapéutica o unidad estructural de farmaco que modifica una respuesta biolégica dada. Las
unidades estructurales terapéuticas o las unidades estructurales de farmacos no deben considerarse limitados a los
agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la unidad estructural de farmaco puede ser una proteina, péptido
o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina
como abrina, ricina A, pseudomonas exotoxina, toxina del célera o toxina de la difteria, una proteina como el factor de
necrosis tumoral, interferén a, interferon B, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas,
activador del plasmindgeno tisular, una citoquina, un agente apoptético, un agente antiangiogénico o un modificador
de respuesta biolégica tal como, por ejemplo, una linfocina.

En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la presente invencién se conjugan
con una unidad estructural terapéutica, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o una
radiotoxina. Ejemplos de citotoxinas incluyen, pero no se limitan a, taxanos (véanse, por ejemplo, las Solicitudes de
Patente Internacional (PCT) nimeros WO 01/38318 y WO 03/097625), agentes alquilantes de ADN (por ejemplo,
analogos de CC-1065), antraciclinas, analogos de tubulisina, analogos de duocarmicina, auristatina E, auristatina F,
maitansinoides y agentes citotoxicos que comprenden una unidad estructural de polietilenglicol reactivo (véase, por
ejemplo, Sasse et al., J. Antibiot. (Tokio), 53, 879-85 (2000), Suzawa et al., Bioorg. Med. Chem., 8, 2175-84 (2000),
Ichimura et al., J. Antibiot. (Tokyo), 44, 1045-53 (1991), Francisco et al., Blood (2003) (publicacion electrénica antes
de la publicaciéon impresa), Patentes Estadounidenses Nos. 5,475,092, 6,340,701, 6,372,738 y 6,436,931, Publicacion
de Solicitud de Patente Estadounidense No. 2001/0036923 A1, Patentes Estadounidenses Nos. 6,716,821y 6,756,397
y Solicitud de Patente Internacional (PCT) No. WO 01/49698), taxdn, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina, etoposido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, T. colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos y homoélogos de la misma. Los agentes terapéuticos
también incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina,
5-fluorouracil decarbazina), agentes de ablacion (por ejemplo, mecloretamina, tioepa cloranbucilo, meifalan,
carmustina) (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclotosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y
cis-diclorodiamina platino (ll) (DDP) cisplatino, antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (antes daunomicina) y
doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (antes actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina)
(AMC)), agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). (Véase, por ejemplo, Seattle Genetics
US20090304721).

Otros ejemplos de citotoxinas terapéuticas que pueden conjugarse con los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos
modificados de la invencion incluyen duocarmicinas, caliqueamicinas, maitansinas y auristatinas, y sus derivados. Un
ejemplo de un conjugado de anticuerpo de caliqgueamicina esta disponible comercialmente (Mylotarg™; Wyeth-Ayerst).

Para una discusion mas detallada de los tipos de citotoxinas, enlazadores y métodos para conjugar agentes
terapéuticos con anticuerpos, véase también Saito et al., (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55: 199-215; Trail et al., (2003)
Cancer Immunol. Immunother. 52: 328-337; Payne, (2003) Cancer Cell 3: 207-212; Allen, (2002) Nat. Rev. Cancer 2:
750-763; Pastan and Kreitman, (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3: 1089-1091; Senter and Springer, (2001) Adv.
Drug Deliv. Rev. 53: 247-264.

De acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos también pueden
conjugarse con un isétopo radiactivo para generar radiofarmacos citotéxicos, denominados radioinmunoconjugados.
Ejemplos de is6topos radiactivos que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso diagnostico o terapéutico
incluyen, pero no se limitan a, yodo'™!, indio™", itrio®® y lutecio'””. Los métodos para preparar radioinmunoconjugados
se establecen en la técnica. Ejemplos de radioinmunoconjugados estan disponibles comercialmente, incluyendo
Zevalin™ (DEC Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals), y se pueden usar métodos similares para
preparar radioinmunoconjugados utilizando los anticuerpos de la invencién. En ciertas realizaciones, el quelante
macrociclico es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA) que puede unirse al anticuerpo
a través de una molécula enlazadora. Tales moléculas enlazadoras son comunmente conocidas en la técnica y se
describen en Denardo et al., (1998) Clin Cancer Res. 4(10): 2483-90; Peterson et al., (1999) Bioconjug. Chem. 10(4):
5583-7; y Zimmerman et al., (1999) Nucl. Medicina. Biol. 26(8): 943-50.
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La presente divulgacion se refiere ademas a anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos que se unen
especificamente a un antigeno conjugado a una proteina o polipéptido heter6logo (o fragmento del mismo,
preferiblemente a un polipéptido de al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60,
al menos 70, al menos 80, al menos 90 o al menos 100 aminoacidos) para generar proteinas de fusién. En particular,
la divulgacion se refiere a proteinas de fusion que comprenden un fragmento de anticuerpo descrito aqui (por ejemplo,
un fragmento Fab, un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento F(ab)2, un dominio VH, una CDR VH, un dominio
VL o una CDR VL) y una proteina, polipéptido o péptido heterdlogo.

Se pueden generar proteinas de fusion adicionales a través de las técnicas de mezcla de genes, mezcla de motivos,
combinacion de exones y/o combinacion de codones (colectivamente denominada "mezcla de ADN"). La mezcla de
ADN puede emplearse para alterar las actividades de los anticuerpos de la invencién o fragmentos de los mismos (por
ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los mismos con afinidades mas altas y tasas de disociacion mas bajas). Véanse,
en general, las Patentes de los Estados Unidos No. 5,605,793, 5,811,238, 5,830,721, 5,834,252 y 5,837,458; Patten
et al., (1997) Curr. Opinion Biotechnol. 8: 724-33; Harayama, (1998) Trends Biotechnol. 16(2): 76-82; Hansson et al.,
(1999) J. Mol. Biol. 287: 265-76; y Lorenzo and Blasco, (1998) Biotechniques 24(2): 308-313. Los anticuerpos o
fragmentos de los mismos, o los anticuerpos codificados o fragmentos de los mismos, pueden alterarse sometiéndose
a mutagénesis aleatoria por PCR propensa a errores, insercion de nucleétidos aleatorios u otros métodos antes de la
recombinacion. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a un
antigeno puede recombinarse con uno 0 mas componentes, motivos, secciones, partes, dominios, fragmentos, etc. de
una o mas moléculas heterdlogas.

Ademas, los anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos de la presente invencion pueden conjugarse con
secuencias marcadoras, tales como un péptido para facilitar la purificacion. En realizaciones preferidas, la secuencia
de aminodacidos marcadora es un péptido hexa-histidina (SEQ ID NO: 1106), tal como la etiqueta proporcionada en un
vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos de los cuales estan
disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz et al., (1989) Proc. Natl Acad Sci. USA 86: 821-824, por
ejemplo, hexa-histidina (SEQ ID NO: 1106) proporciona una purificaciéon conveniente de la proteina de fusion. Otras
etiquetas peptidicas Utiles para la purificaciéon incluyen, pero no se limitan a, la etiqueta hemaglutinina ("HA"), que
corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina de la influenza (Wilson et al., (1984) Cell 37: 767), y
la etiqueta "FLAG" (A. Einhauer et al., J. Biochem. Biophys. Methods 49: 455-465, 2001). De acuerdo con la presente
invencion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos también pueden conjugarse con péptidos que penetran en el
tumor para mejorar su eficacia.

En otras realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la presente invencion se conjugan
con un agente de diagnostico o detectable. Dichos inmunoconjugados pueden ser Utiles para monitorear o pronosticar
el inicio, desarrollo, progresién y/o gravedad de una enfermedad o trastorno como parte de un procedimiento de prueba
clinica, como la determinacion de la eficacia de una terapia particular. Dicha diagnosis y deteccidn se pueden realizar
al acoplar el anticuerpo a sustancias detectables que incluyen, pero no se limitan a, varias enzimas, como la peroxidasa
de rabano picante, la fosfatasa alcalina, la beta-galactosidasa o la acetilcolinesterasa; grupos protésicos, tales como,
pero sin limitacién, estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como, pero no limitado a,
Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500, Alexa Fluor 514, Alexa Fluor 532,
Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568 Alexa Fluor 594; Alexa Fluor 610; Alexa Fluor 633; Alexa Fluor 647;
Alexa Fluor 660; Alexa Fluor 680; Alexa Fluor 700; Alexa Fluor 750; umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes,
tales como, pero sin limitarse a, luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, pero sin limitacién, luciferasa,
luciferina y aequorina; materiales radioactivos, tales como, pero no limitandose a, yodo ('3'l, 123|, 123] y 121|) carbono
(1*C), azufre (3S), tritio (3H), indio ('*5In, '*3In, "2In y "In), tecnecio (%Tc), talio (?°'Ti), galio (°8Ga, ¢7Ga), paladio
(193Pd), molibdeno (%Mo), xendn (133Xe), fltior ('8F), 133Sm, '77Lu, '°Gd, *°Pm, '40La, 175YB, '6¢Ho, Y, 4’Sc, '8¢Re,
188Re, ‘42Pr, 105Rh, 97RU, 68Ge, 57C0, Gszn! 8SSI’, 32P, 153Gd, 169Yb, 5‘Cr, 54Mn, 7586, 64CU, 1133n y ”7Sn; y metales
emisores de positrones que se utilizan en diversas tomografias de emisién de positrones e iones metalicos
paramagnéticos no radiactivos.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos modificados de la invencién también pueden unirse a soportes soélidos,
que son particularmente Utiles para inmunoensayos o purificacion del antigeno diana. Tales soportes sélidos incluyen,
pero no se limitan a, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nylon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

5. Composicién farmacéutica

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen inmunoconjugados, los inmunoconjugados de la
invencion se mezclan con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden contener
ademas uno o mas agentes terapéuticos adecuados para tratar o prevenir el cancer (cancer de mama, cancer
colorrectal, cancer de pulmén, mieloma mudultiple, cancer de ovario, cancer de higado, cancer gastrico, cancer de
pancreas, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica, osteosarcoma, carcinoma de células escamosas,
tumores de la vaina del nervio periférico, schwannoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer de eséfago,
cancer de eséfago de Barretts, glioblastoma, sarcoma de células claras de tejido blando, mesotelioma maligno,
neurofibromatosis, cancer de rifidn, melanoma, cancer de préstata, hiperplasia prostatica benigna (BPH),
ginecomastia, y endometriosis).
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Las formulaciones de agentes terapéuticos y de diagndstico pueden prepararse mezclando con vehiculos, excipientes
o estabilizadores fisiol6gicamente aceptables en forma de, por ejemplo, polvos liofilizados, suspensiones, soluciones,
lociones o suspensiones acuosas (véase, por ejemplo, Hardman et al., Goodman and Gilman, The Pharmacological
Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, New York, N.Y., 2001; Gennaro, Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, Lippincott, Williams, and Wilkins, New York, N.Y., 2000; Avis, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage
Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY, 1993; Lieberman, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms:
Tablets, Marcel Dekker, NY, 1990; Lieberman, et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel
Dekker, NY, 1990; Weiner and Kotkoskie, Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 2000).

La seleccion de un régimen de administracién para un tratamiento terapéutico depende de varios factores, entre ellos,
la rata de recambio de suero o tejido de la entidad, el nivel de los sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la
accesibilidad de las células diana en la matriz biolégica. En ciertas realizaciones, un régimen de administracién
maximiza la cantidad de agente terapéutico administrado al paciente de acuerdo con un nivel aceptable de efectos
secundarios. En consecuencia, la cantidad de agente biolégico administrado depende en parte de la entidad particular
y la gravedad de la condicion que se esta tratando. Se dispone de orientacién para seleccionar las dosis adecuadas
de anticuerpos, citoquinas y moléculas pequefas (véase, por ejemplo, Wawrzynczak, Antibody Therapy, Bios Scientific
Pub. Ltd, Oxfordshire, Reino Unido, 1996; Kresina (ed.), Monoclonal Anticuerpos, Cytokines and Arthritis, Marcel
Dekker, Nueva York, N.Y., 1991; Bach (ed.), Monoclonal Anticuerpos and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases,
Marcel Dekker, Nueva York, N.Y., 1993; Baert et al., New Engl. J. Med. 348: 601-608, 2003; Milgrom et al., New Engl.
J. Med. 341: 1966-1973, 1999; Slamon et al., New Engl. J. Med. 344: 783-792, 2001; Beniaminovitz et al. New Engl.
J. Med. 342: 613-619, 2000; Ghosh et al., New Engl. J. Med. 348: 24-32, 2003; Lipsky et al., New Engl. J. Med. 343:
1594-1602, 2000).

La determinacion de la dosis apropiada es realizada por el médico, por ejemplo, utilizando parametros o factores
conocidos o sospechados en la técnica para afectar el tratamiento o predecir que afectara el tratamiento. En general,
la dosis comienza con una cantidad algo menor que la dosis 6ptima y se incrementa en pequenos incrementos a partir
de ese momento hasta que se logre el efecto deseado u éptimo en relacidén con cualquier efecto secundario negativo.
Las medidas diagnésticas importantes incluyen las de los sintomas de, por ejemplo, la inflamacién o el nivel de
citoquinas inflamatorias producidas.

Los niveles de dosificacién reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente particular, composicion y modo de administracion, sin ser toxico para el paciente.
El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos que incluyen la actividad
de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el éster, sal 0 amida del mismo, la via de
administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecion de el compuesto particular que se emplea, la duracién
del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las composiciones
particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, el estado, la salud general y el historial médico anterior del paciente
que se esta tratando, y factores similares conocidos en las artes médicas.

Las composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invenciéon pueden proporcionarse
mediante infusion continua, o mediante dosis a intervalos de, por ejemplo, un dia, una semana o 1-7 veces por semana.
Las dosis pueden administrarse por via intravenosa, subcutanea, topica, oral, nasal, rectal, intramuscular, intracerebral
o por inhalacion. Un protocolo de dosis especifica es uno que involucra la dosis maxima o la frecuencia de la dosis
que evita los efectos secundarios significativos no deseados.

Para los inmunoconjugados de la invencion, la dosis administrada a un paciente puede ser de 0.0001 mg/kg a 100
mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis puede estar entre 0.0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0.0001 mg/kg y 10 mg/kg,
0.0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0.0001 y 2 mg/kg, 0.0001 y 1 mg/kg, 0.0001 mg/kg y 0.75 mg/kg, 0.0001 mg/kg y 0.5 mg/kg,
0.0001 mg/kg a 0.25 mg/kg, 0.0001 a 0.15 mg/kg, 0.0001 a 0.10 mg/kg, 0.001 a 0.5 mg/kg, 0.01 a 0.25 mg/kg o 0.01
a 0.10 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosificacion de los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la
invencion se puede calcular utilizando el peso del paciente en kilogramos (kg) multiplicado por la dosis por administrar
en mg/kg.

Las dosis de los inmunoconjugados de la invencién pueden repetirse y las administraciones pueden separarse al
menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, 0 al menos 6 meses.
En una realizacién especifica, se repiten los inmunoconjugados de la invencién cada 3 semanas.

Una cantidad efectiva para un paciente particular puede variar dependiendo de factores tales como la condicién que
se trata, la salud general del paciente, la via del método y la dosis de administracién y la gravedad de los efectos
secundarios (véase, por ejemplo, Maynard et al., A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press,
Boca Raton, Fla., 1996; Dent, Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., Londres, Reino Unido, 2001).

La via de administracion puede ser, por ejemplo, por aplicacién topica o cutanea, inyeccién o infusién por via
intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebrospinal, intralesional o por
sistemas de liberacién sostenida o un implante (véase, por ejemplo, Sidman et al., Biopolymers 22: 547-556, 1983;
Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277, 1981; Langer, Chem. Tecnologia 12: 98-105, 1982; Epstein et al.,
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Proc. Natl Acad Sci. USA 82: 3688-3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl Acad Sci. USA 77: 4030-4034, 1980; Patente
de los Estados Unidos Nos. 6,350,466 y 6,316,024). Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un
agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. Ademas,
también se puede emplear la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y
la formulacion con un agente de aerosolizacién. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 6,019,968,
5,985,320, 5,985,309, 5,934,272, 5,874,064, 5,855,913, 5,290,540 y 4,880,078; y las publicaciones PCT Nos. WO
92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346 y WO 99/66903.

Una composicién de la presente invencién también se puede administrar a través de una o mas vias de administracion
usando uno 0 mas de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Como apreciaran los expertos en la técnica,
la ruta y/o el modo de administracién variaran dependiendo de los resultados deseados. Las rutas de administracion
seleccionadas para los inmunoconjugados de la invencion incluyen vias de administracion intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, espinal u otras parenterales, por ejemplo, mediante inyeccion o infusion. La
administracién parenteral puede representar modos de administracion distintos de la administracién enteral y tépica,
generalmente por inyeccion, e incluye, sin limitacién, administracién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesterndn. Alternativamente, una composicion
de la invencién puede administrarse por una via no parenteral, tal como una via de administracién tdpica, epidérmica
0 mucosa, por ejemplo, por via intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o tépica. En una realizacién, los
inmunoconjugados de la invencidon se administran por infusion. En otra realizacién, los inmunoconjugados de la
invencion se administran por via subcutanea.

Si los inmunoconjugados de la invencién se administran en un sistema de liberacion controlada o liberacion sostenida,
se puede usar una bomba para lograr una liberacién controlada o sostenida (véase Langer, supra; Sefton, CRC Crit.
Ref Biomed. Eng. 14:20, 1987; Buchwald et al., Surgery 88: 507, 1980; Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321: 574, 1989).
Los materiales poliméricos se pueden usar para lograr la liberacion controlada o sostenida de las terapias de la
invencion (véase, por ejemplo, Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca
Raton, Fla., 1974; Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.),
Wiley, New York, 1984; Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61, 1983; véase también
Levy et al., Science 228:190, 1985; During et al., Ann. Neurol. 25:351, 1989; Howard et al., J. Neurosurg. 7 1:105,
1989;; Patente de los Estados Unidos No. 5,679,377; Patente de los Estados Unidos No. 5,916,597; Patente de los
Estados Unidos No. 5,912,015; Patente de los Estados Unidos No. 5,989,463; Patente de los Estados Unidos No.
5,128,326; Publicacion PCT No. WO 99/15154; y Publicacion PCT No. WO 99/20253. Ejemplos de polimeros utilizados
en formulaciones de liberacién sostenida incluyen, entre otros, pero no se limitan a, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo),
poli(metacrilato de metilo), poli(acido acrilico), poli(etileno-co-acetato de vinilo), poli(acido metacrilico), poliglicolidos
(PLG) polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona), poli(alcohol vinilico), poliacrilamida, poli(etilenglicol), polilactidas (PLA),
poli(lactida-co-glicélidas) (PLGA) y poliortoésteres. En una realizacién, el polimero usado en una formulacién de
liberacion sostenida es inerte, libre de impurezas lixiviables, estable en el almacenamiento, estéril y biodegradable.
Un sistema de liberacién controlada o sostenida puede colocarse cerca de la diana profilactica o terapéutica, por lo
que requiere solo una fraccién de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of
Controlled Release, supra, vol. 2, pag. 115-138, 1984).

Los sistemas de liberacién controlada se analizan en la revision de Langer, Science 249: 1527-1533, 1990). Se puede
usar cualquier técnica conocida por un experto en la técnica para producir formulaciones de liberacion sostenida que
comprenden uno 0 mas inmunoconjugados de la invencion. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No.
4,526,938, publicaciéon PCT WO 91/05548, Publicacion PCT WO 96/20698, Ning et al., Radiotherapy & Oncology 39:
179-189, 1996; Song et al., PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50: 372-397, 1995; Cleek et al.,
Pro. Int'l. Simp. Controlar. Rel. Bioactivo Mater. 24: 853-854, 1997; y Lam et al., Proc. Int'l. Symp. Control Rel. Bioact.
Mater. 24: 759-760, 1997.

Si los inmunoconjugados de la invencién se administran por via tépica, pueden formularse en forma de unglento,
crema, parche transdérmico, locién, gel, champu, aspersion, aerosol, solucion, emulsion u otra forma bien conocida
por un experto en la materia. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 192 ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995). Para formas de dosificacién topicas no
pulverizables, se emplean tipicamente formas viscosas a semisélidas o sélidas que comprenden un vehiculo o uno o
mas excipientes compatibles con la aplicacion topica y que tienen una viscosidad dinamica, en algunos casos mayor
que el agua. Las formulaciones adecuadas incluyen, sin limitacién, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas,
pomadas, polvos, linimentos, balsamos y similares, que, si se desea, se esterilizan o mezclan con agentes auxiliares
(por ejemplo, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, reguladores, o sales) para influir en varias
propiedades, como, por ejemplo, la presidon osmética. Otras formas de dosificacion topica adecuadas incluyen
preparaciones de aerosol pulverizables en las que el ingrediente activo, en algunos casos, en combinaciéon con un
vehiculo inerte solido o liquido, se envasa en una mezcla con un producto volatil presurizado (por ejemplo, un
propelente gaseoso, como freén) o en una botella exprimible. Si se desea, también se pueden agregar humidificantes
o humectantes a las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion. Ejemplos de tales ingredientes adicionales
son bien conocidos en la técnica.
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Si las composiciones que comprenden los inmunoconjugados se administran por via intranasal, se pueden formular
en forma de aerosol, aspersion, niebla o en forma de gotas. En particular, los agentes profilacticos o terapéuticos para
el uso de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar convenientemente en forma de una presentacion
en aerosol de paquetes presurizados o un nebulizador, con el uso de un propelente adecuado (por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado). En el
caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para
suministrar una cantidad medida. Las céapsulas y los cartuchos (compuestos, por ejemplo, de gelatina) para usar en
un inhalador o insuflador pueden formularse con una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada,
como lactosa o almidén.

Los métodos para la administracién conjunta o el tratamiento con un segundo agente terapéutico, por ejemplo, una
citoquina, un esteroide, un agente quimioterapéutico, un antibiético o una radiacién, son conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Hardman et al., (Eds.) (2001) Goodman and Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics,
102 edicion, McGraw-Hill, New York, N.Y.; Poole and Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced
Practice:A Practical Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., Pa.; Chabner and Longo (eds.) (2001) Cancer
Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., Pa.). Una cantidad efectiva de terapia puede
disminuir los sintomas en al menos un 10%; en al menos un 20%:; al menos alrededor del 30%; al menos el 40%, o al
menos el 50%.

Las terapias adicionales (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos), que pueden administrarse en combinacion
con los inmunoconjugados de la invencion, pueden administrarse con menos de 5 minutos, con menos de 30 minutos,
con 1 hora de diferencia, con aproximadamente 1 hora de diferencia, con un intervalo de aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 horas, con un intervalo de aproximadamente de 2 horas a aproximadamente 3 horas, con un
intervalo de aproximadamente de 3 horas a aproximadamente 4 horas, con un intervalo de aproximadamente de 4
horas a aproximadamente 5 horas, con un intervalo de aproximadamente de 5 horas a aproximadamente 6 horas, de
aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas, de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas, de
aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas, de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas,
de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas, de aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12
horas de diferencia, de 12 horas a 18 horas de diferencia, de 18 horas a 24 horas de diferencia, de 24 horas a 36
horas de diferencia, de 36 horas a 48 horas de diferencia, de 48 horas a 52 horas de diferencia, de 52 horas a 60
horas de diferencia, de 60 horas a 72 horas de diferencia, de 72 horas a 84 horas de diferencia, de 84 horas a 96
horas de diferencia, o de 96 horas a 120 horas de diferencia con respecto a los inmunoconjugados de la invencion.
Las dos o mas terapias pueden administrarse dentro de una misma visita del paciente.

En ciertas realizaciones, los inmunoconjugados de la invenciéon pueden formularse para asegurar una distribuciéon
adecuada in vivo. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidrofilicos.
Para garantizar que los compuestos terapéuticos de la invencién crucen la BBB (si se desea), pueden formularse, por
ejemplo, en liposomas. Para los métodos de fabricacion de liposomas, véase, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos Nos. 4,522,811; 5,374,548; y 5,399,331. Los liposomas pueden comprender una o mas unidades estructurales
que se transportan selectivamente a células u érganos especificos, mejorando asi la administracién de farmacos
dirigida (véase, por ejemplo, Ranade, (1989) J. Clin. Pharmacol. 29: 685). Las unidades estructurales de orientacion
de ejemplo incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N° 5,416,016 de Low et al.);
manosidas (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153: 1038); anticuerpos (Bloeman et al., (1995)
FEBS Lett. 357: 140; Owais et al., (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39: 180); receptor de proteina A tensioactivo
(Briscoe et al., (1995) Am. J. Physiol. 1233: 134); p 120 (Schreier et al, (1994) J. Biol. Chem. 269: 9090); véase también
K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346: 123; J. J. Killion; I. J. Fidler (1994) Immunomethods 4: 273.

La divulgacion proporciona protocolos para la administracion de una composicién farmacéutica que comprende
inmunoconjugados de la divulgaciéon solos o en combinacién con otras terapias para un sujeto asi lo requiere. Las
terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias de combinacién de la presente descripcion
pueden administrarse concomitantemente o secuencialmente a un sujeto. La terapia (por ejemplo, agentes
profilacticos o terapéuticos) de las terapias de combinacion de la presente descripcion también se puede administrar
ciclicamente. La terapia ciclica implica la administracion de una primera terapia (por ejemplo, un primer agente
profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguida de la administracién de una segunda terapia (por
ejemplo, un segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo y la repeticién esta administracion
secuencial, es decir, el ciclo, para reducir el desarrollo de resistencia a una de las terapias (por ejemplo, agentes) para
evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias (por ejemplo, agentes) y/o para mejorar , la eficacia de
las terapias.

Las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias de combinacion de la invencién pueden
administrarse a un sujeto concurrentemente.

El término "concurrentemente" no se limita a la administracién de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o
terapéuticos) exactamente al mismo tiempo, sino que significa que una composicion farmacéutica que comprende
anticuerpos o fragmentos de los mismos se administra a un sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo
tal que los inmunoconjugados pueden actuar junto con la(s) otra(s) terapia(s) para proporcionar un beneficio mayor
que si se administraran de otra manera. Por ejemplo, cada terapia puede administrarse a un sujeto al mismo tiempo o
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secuencialmente en cualquier orden en diferentes puntos en el tiempo; sin embargo, si no se administran al mismo
tiempo, deben administrarse lo suficientemente cerca en el tiempo para proporcionar el efecto terapéutico o profilactico
deseado. Cada terapia puede administrarse a un sujeto por separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier
via adecuada. En diversos aspectos de la divulgacion, las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos)
se administran a un sujeto durante menos de 15 minutos, menos de 30 minutos, con menos de 1 hora de diferencia,
con aproximadamente 1 hora de diferencia, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas de diferencia,
de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de diferencia, de aproximadamente 3 horas a
aproximadamente 4 horas de diferencia, de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de diferencia, de
aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, de aproximadamente 6 horas a
aproximadamente 7 horas de diferencia, de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia, de
aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, de aproximadamente 9 horas a
aproximadamente 10 horas de diferencia, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia,
de aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, 24 horas de diferencia, 48 horas de
diferencia, 72 horas de diferencia o 1 semana de diferencia. En los aspectos de la divulgacién, se administran dos o
mas terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) en la misma visita del paciente.

Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de combinacion pueden administrarse a un sujeto en la misma
composicion farmacéutica. Alternativamente, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias de combinacion
pueden administrarse simultdneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes
profilacticos o terapéuticos pueden administrarse a un sujeto por las mismas o diferentes vias de administracién.

La invencion, que se ha descrito completamente, se ilustra con mas detalle mediante los siguientes ejemplos y
reivindicaciones, que son ilustrativos y no pretenden ser adicionalmente limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1. Disefo de constructos de IgG marcados con péptidos

Inspeccion visual de la estructura de RMN del modelo de 4'-fosfopanteteinil transferasa (PPTasa) Sfp (ID de PDB:
2GE1, Koglin et al., (2006) Science 312: 273-276) con un sustrato peptidico revela que el residuo reactivo Ser de la
etiqueta S6 se inserta profundamente en el sitio activo de la enzima y se coloca cerca del fosfato alfa de la coenzima
A. El sustrato peptidico adopta una conformacién de bucle de retorcimiento de hélice con el residuo de Ser en la
torcedura. Sobre la base de estas observaciones, se seleccionaron varios bucles en la superficie de los anticuerpos
IgG. El procedimiento de seleccién implico las siguientes etapas. Primero se construyé un modelo de homologia de
Trastuzumab utilizando el anticuerpo humano IgG1 B12 (ID de PDB: 1HZH, Saphire et al., (2001) Science 293: 1155-
1159) como plantilla. A continuacién, se seleccionaron los bucles con un contenido significativo de residuos expuestos
a disolventes y se transformaron en bucles de etiqueta S6.

Con ese fin, se explotaron diferentes estrategias: injerto de etiqueta peptidica de longitud completa, injerto de etiqueta
peptidica truncada e inserciones (tanto truncadas como de longitud completa). Un ejemplo del injerto de una etiqueta
ybbR de longitud completa se ejemplifica con el mutante anti-hHER2-HC-S132D-K133S-S134L-T135E-S136F-G1371-
G138A-T139S-A140K-A141L-L142A (SEQ ID NO: 102), mientras que el mutante Trastuzumab anti-hHER2-HC-
P189G-S190D-S191-S192L-L193S-G194W-T195L (SEQ ID NO: 109) constituye un injerto de una etiqueta S6
truncada. Otra variante de la estrategia de injerto se empled, por ejemplo, en mutante anti-hHER2-HC-S190G-S191D-
S192-L193-G194S-T195W-Q196L-T197L-RLLN-Y198 (SEQ ID NO: 113) en donde los residuos S190 y S191 se
mutaron a glicina y 4cido aspartico, respectivamente, G194 a serina, T195 a triptéfano, Q196 y T197 a leucina y se
inserto la etiqueta S6 truncada RLLN (SEQ ID NO: 1060) entre L197 e Y198. Alternativamente, se insertaron etiquetas
peptidicas truncadas y de longitud completa en los bucles entre los residuos de anticuerpos.

A lo largo de la seccion del Ejemplo, los anticuerpos marcados con péptidos se nombran de acuerdo con la cadena
pesada o ligera de inmunoglobulina, que contiene la etiqueta peptidica injertada o insertada. Por simplicidad, la cadena
pesada o ligera no modificada asociada no se menciona explicitamente. Por ejemplo, anti-hHER2-HC-T359-
GDSLSWLLRLLN-K360 (SEQ ID NO: 121) se refiere a una IgG1, que comprende la cadena pesada marcada con el
péptido correspondiente y la cadena ligera kappa no modificada asociada anti-hHER2-LC (SEQ ID NO: 1131) con X's
= Alay X's = Val (consulte la Figura 3). En contraste, los constructos de la cadena pesada de mAb2 marcadoas con el
péptido estan asociados con la mAb2-LC de cadena ligera lambda no modificada (SEQ ID NO: 25). Como otro ejemplo,
anti-hHER2-LC-S76D-S77-L78-EFIASKLA-Q79 (SEQ ID NO: 30) se refiere a un anticuerpo IgG1 que contiene una
cadena ligera marcada con un péptido que esta asociada con la Ig gamma 1 no modificada anti-hHER2-HC (SEQ ID
NO: 1130) con X'1 = Lys, X2 = Glu, X's = Met y X'4 = Ala (consulte la Figura 3). En los casos en que la(s) etiqueta(s)
peptidica(s) se insertan o se injertan en la regién constante de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo, solo se
dan las secuencias de la regién constante.

En todos los casos, la etiqueta peptidica se mapeod en los bucles seleccionados de tal manera que el residuo de Ser
reactivo estaba en o cerca de la punta del bucle para permitir un ajuste mas profundo en el sitio activo de la enzima
Sfp. A continuacion se construyeron los complejos entre la IgG y la enzima Sfp y se examinaron para detectar choques.
Aquellos con choques significativos fueron rechazados y los bucles correspondientes fueron excluidos de la seleccion.

127



10

15

20

25

ES 2703 540 T3

Para insertar sistematicamente las secuencias de etiquetas S6 e ybbR en los bucles estructurales de las regiones
constantes de Trastuzumab IgG1, los sitios de insercion se eligieron tanto por inspeccién visual de la estructura
cristalina del anticuerpo IgG1 B12 humano (ID de PDB: 1HZH) como también calculando el area de la superficie
accesible a los solventes utilizando el programa ICM de MolSoft LLC.

Ejemplo 2. Produccion de constructos de IgG marcados con péptidos

Las cadenas pesadas y ligeras de Trastuzumab IgG1 se expresaron de forma transitoria en células de mamiferos
utilizando el vector de expresion pOG bajo el control de un promotor de CMV. Las etiquetas peptidicas para la
marcacion con 4'-fosfopanteteinil transferasas se incorporaron en Trastuzumab IgG1 en varias posiciones mediante
métodos estandar de biologia molecular. Todos los cebadores utilizados para la clonacion se enumeran en la Tabla
8.

El cultivo celular y la transfeccion de células HEK293F se realizaron Usando el método PEI como se describié
anteriormente (véase, por ejemplo, Erbacher et al., J Gene Med., 1: 210-222 (1999)). En resumen, las células
HEK293F se cotransfectaron con ADN plasmidico que codifica las cadenas pesada y ligera de Trastuzumab (isotipo
kappa humano). Las células de mamifero se cultivaron en medio de expresién FreeStyle™ 293 a 37°C con 5% de
COg, y se dividieron en 0.7x10° células/ml un dia antes de la transfeccion. Después de la transfeccion, las células
HEK293F se cultivaron durante cinco dias antes de la recoleccién por centrifugacién a 2000 x g durante 30 minutos a
4°C.

El sobrenadante del medio resultante se filtr6 a través de un filtro de tamano de poro de 0.22 um. El filtrado se cargé
luego a una rata de flujo de aproximadamente 1 mL/min en una columna de afinidad de proteina A que se equilibrd
previamente con 20 volimenes de columna de PBS. Después de lavar la columna con 20 voliumenes de columna de
PBS, el anticuerpo se eluyé con 5 volimenes de columna de acetato de sodio 0.1 M (pH 3.0). El eluido se neutralizé
inmediatamente con Tris/HCI 1 M al 10% (v/v) (pH 10). La dialisis en PBS se realiz6 utilizando casetes de didlisis Slide-
a-Lyzer con un corte de peso molecular de 3.5 o 7.0 kDa (Pierce).

La pureza del producto final se evalué mediante SDS-PAGE. Los rendimientos de proteina se determinaron mediante
el método de Bradford o mediante espectroscopia ultravioleta a 280 nm utilizando un espectrofotometro ND-1000 UV-
Vis. Los rendimientos proteicos de IgG de Trastuzumab marcado con péptidos se enumeran en la Tabla 9.

Tabla 8. Secuencias de ADN de los cebadores utilizados para construir las enzimas PPTasa recombinantes y sus
mutantes, asi como las IgG de Trastuzumab con etiquetas peptidicas insertadas/injertadas (HC, cadena pesada; LC,
cadena ligera)

Nombre de | SEQ ID | Secuencia SEQ
secuencia NO ID NO

anti-hH  ER2-HC- | 150 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCACCAAGGGCCCCAGCG | 1061
A118-
GDSLSWLLRLLN-

5119 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCAGCCGAGGAGACGGTGACC | 1062

AG

anti-hH  ER2-HC- | 151 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCAAGGGCCCCAGCGTGT | 1063
S119- TC
GDSLSWLLRLLN-

T120 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTAGCCGAGGAGACGGTG | 1064

AC

anti-hHER2-HC- 152 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGGGCCCCAGCGTGTTCC | 1065
T120- C
GDSLSWLLRLLN-

K12t TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTGCTAGCCGAGGAGACG | 1066

G

anti-hH  ER2-HC- | 153 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAAGAGCACCAGCGGCG | 1067
S131- G
GDSLSWLLRLLN-

S132 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGGGCCAGGGGGAA | 1068

C
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Nombre de
secuencia

anti-hH ER2-HC-
S132-
GDSLSWLLRLLN-
K133

anti-hHER2-HC-
K133-
GDSLSWLLRLLN-
S134

anti-hHER2-HC-
S134-
GDSLSWLLRLLN-
T135

anti-hHER2-HC-
T135-
GDSLSWLLRLLN-
S136

anti-hHER2-HC-
S136-
GDSLSWLLRLLN-
G137

anti-hHER2-HC-

G137-
GDSLSWLLRLLN-
G138

anti-hH  ER2-HC-
G138-
GDSLSWLLRLLN-
T139

anti-hH  ER2-HC-
E152-
GDSLSWLLRLLN-
P153

anti-hHER2-HC-
P153-
GDSLSWLLRLLN-
V154

anti-hHER2-HC-
N159-
GDSLSWLLRLLN-
S160
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SEQ ID | Secuencia

NO

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGAGCACCAGCGGCGGCA
C

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGGGGGCCAGGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCACCAGCGGCGGCACAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGCTGCTGGGGGCCAGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCAGCGGCGGCACAGCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCTTGCTGCTGGGGGCC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGGCGGCACAGCCGCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTGCTCTTGCTGCTGGGG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCGGCACAGCCGCCCTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGTGCTCTTGCTGCTG
GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCACAGCCGCCCTGGGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCGCTGGTGCTCTTGCTG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACAGCCGCCCTGGGCTGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCGCCGCTGGTGCTCTTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCGTGACCGTGTCCTGGA
AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCGGGGAAGTAGTCCTTC
ACC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTGACCGTGTCCTGGAACA
GCG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGCTCGGGGAAGTAGTCC
TTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTCCAGGACACGGTCACG
GG

129

SEQ
ID NO

1069

1070

1071

1072

1073

1074

1075

1076

1077

1078

1079

1080

1081

1082

1083

1084

1085

1086

1087

1088



Nombre de
secuencia

anti-hH ER2-HC-
S160-
GDSLSWLLRLLN-
G161

anti-hHER2-HC-
G161-
GDSLSWLLRLLN-
Al162

anti-hHER2-HC-
Al62-
GDSLSWLLRLLN-
L163

anti-hHER2-HC-
L163-
GDSLSWLLRLLN-
T164

anti-hHER2-HC-
T164-
GDSLSWLLRLLN-
S165

anti-hHER2-HC-
S165-
GDSLSWLLRLLN-
G166

anti-hHER2-HC-
P171-
GDSLSWLLRLLN-
A172

anti-hHER2-HC-
S176-
GDSLSWLLRLLN-
S177

anti-hHER2-HC-
S177-
GDSLSWLLRLLN-
G178
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SEQ ID | Secuencia

NO

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGAGCCCTGACCTCCGGCG
TGCAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGTTCCAGGACACGGTC
ACG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCCTGACCTCCGGCGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTCCGCTGTTCCAGGACACG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGACCTCCGGCGTGCACA
C

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCTCCGCTGTTCCAGGAC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCTCCGGCGTGCACACCT
TC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGGCTCCGCTGTTCCAG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTCCGGCGTGCACACCTTCC
C

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCAGGGCTCCGCTGTTC
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCGTGCACACCTTCCCCG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGAGGTCAGGGCTCCGCTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCGTGCTGCAGAGCAGCG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGAAGGTGTGCACGCCG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGGCCTGTACAGCCTGT
CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCTGCAGCACGGCGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCCTGTACAGCCTGTCCA
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTCTGCAGCACGGCG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAGCAGCCTGGGCACCC
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SEQ

ID NO

1089

1090

1091

1092

1093

1094

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401



Nombre de
secuencia

anti-hHER2-HC-
P189-
GDSLSWLLRLLN-
S190

anti-hHER2-HC-
S190-
GDSLSWLLRLLN-
S191

anti-hHER2-HC-
S191-
GDSLSWLLRLLN-
S192

anti-hHER2-HC-
S192-
GDSLSWLLRLLN-
L193

anti-hHER2-HC-
L193-
GDSLSWLLRLLN-
G194

anti-hHER2-HC-
G194-
GDSLSWLLRLLN-
T195

anti-hHER2-HC-
P189G-S190D-
S191-S192L-
L193S-G194W-
T195L-LRLLN-Q196

anti-hHER2-HC-
Q196-
GDSLSWLLRLLN-
T197

anti-hHER2-HC-
K205-
GDSLSWLLRLLN-
P206

ES 2703 540 T3

SEQ ID | Secuencia

NO

174

175

176

177

178

110

180

181

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGCACTGTCACCACGCTG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAGCCTGGGCACCCAGA
C

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGCACTGTCACCACG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCCTGGGCACCCAGACCT
AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGGGCACTGTCACC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGGGCACCCAGACCTACA
TC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGCTGGGCACTGTC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCACCCAGACCTACATCT
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGCTGCTGCTGGGCACT
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCCAGGCTGCTGCTGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGACCTACATCTGCAACGT
GAAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTGCCCAGGCTGCTGCTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCTACATCTGCAACGTGAA
CCAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGGGTGCCCAGGCTGCTG
CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCAGCAACACCAAGGTGG

AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGTGGTTCACGTTGCAGATGTAG
G
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ID NO

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418



Nombre de | SEQ ID | Secuencia
secuencia NO
anti-hHER2-HC- 182

P206-

GDSLSWLLRLLN-

$207 G

anti-hHER2-HC- 183
S207-

GDSLSWLLRLLN-

N208

anti-hHER2-HC- 184
P230-

GDSLSWLLRLLN-

A231

anti-hHER2-HC- 185
A231-

GDSLSWLLRLLN-

P232

anti-hHER2-HC- 186
pP232-

GDSLSWLLRLLN-

E233

anti-hHER2-HC- 187
E233-

GDSLSWLLRLLN-

L234

anti-hHER2-HC- 188
L234-

GDSLSWLLRLLN-

L235

anti-hHER2-HC- 189
L235-

GDSLSWLLRLLN-

G236

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGCTTGTGGTTCACGTTG

CAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGCTTGTGGTTCACG

TTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCCCAGAGCTGCTGGGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGGGCAGGGGGGGCAGGT

G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCAGAGCTGCTGGGCGGAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCTGGGCAGGGGGGGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGCTGCTGGGCGGACCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGGGGCTGGGCAGGGGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGCTGGGCGGACCCTCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCTGGGGCTGGGCAGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGGGCGGACCCTCCGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGCTCTGGGGCTGGGCAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCGGACCCTCCGTGTTCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGCAGCTCTGGGGCTGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAA

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTG

G
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SEQ
ID NO

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434



Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

anti-hHER2-HC-
G236-
GDSLSWLLRLLN-
G237

anti-hHER2-HC-
P244-
GDSLSWLLRLLN-
P245

anti-hHER2-HC-
P245-
GDSLSWLLRLLN-
K246

anti-hHER2-HC-
1253-
GDSLSWLLRLLN-
S254

anti-hHER2-HC-
S254-
GDSLSWLLRLLN-
R255

anti-hHER2-HC-
R255-
GDSLSWLLRLLN-
T256

anti-hHER2-HC-
T256-
GDSLSWLLRLLN-
pP257

anti-hHER2-HC-
P257-
GDSLSWLLRLLN-
E258

anti-hHER2-HC-
S267-
GDSLSWLLRLLN-
H268

NO

190

191

192

193

194

195

196

197

198

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGACCCTCCGTGTTCCTGTT

CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCCAGCAGCTCTGGGGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCAAGCCCAAGGACACCC

TG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGAACAGGAACACGGAG

GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGCCCAAGGACACCCTGA

TGATC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGGGGAACAGGAACAC

GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAGGACCCCCGAGGTGA

C

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGATCATCAGGGTGTCCTTG

GGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGGACCCCCGAGGTGACCT

G

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGATCATCAGGGTGTCC

TTGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCCCCGAGGTGACCTGCG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCTGCTGATCATCAGGGTG

TCC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCGAGGTGACCTGCGTGG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCCTGCTGATCATCAGG

GTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGGTGACCTGCGTGGTGG

TG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGGTCCTGCTGATCATC

AG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCACGAGGACCCAGAGGTGA

AGTTC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCACGTCCACCACCACG

C
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SEQ
ID NO
435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452
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Nombre de | SEQID | Secuencia

secuencia NO

anti-hHER2-HC-  |199 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGGACCCAGAGGTGAAGT

H268- TCAAC

GDSLSWLLRLLN-

E269 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTGGCTCACGTCCACCACT
AC

anti-hHER2-HC- 200 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGACCCAGAGGTGAAGTTCA

E269- ACTGG

GDSLSWLLRLLN-

D270 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCGTGGCTCACGTCCACC
AC

ant-hHER2-HC- 1201 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCAGAGGTGAAGTTCAACT

D270- GGTAC

GDSLSWLLRLLN-

par TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCCTCGTGGCTCACGTCC
AC

anti-hHER2-HC- | 202

P271-

GDSLSWLLRLLN- CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTG

E272 G
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGGGTCCTCGTGGCTCACG
TC

anti-hHER2-HC- 203 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCGTGGAGGTGCACAACG

D280- C

GDSLSWLLRLLN-

G281 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCCACGTACCAGTTGAACT
TCACC

anti-hHER2-HC- 204 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACGCCAAGACCAAGCCCA

H285- GAG

GDSLSWLLRLLN-

N286 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTGCACCTCCACGCCGTCC

anti-hHER2-HC- 205 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCAAGACCAAGCCCAGAG

N286- AG

GDSLSWLLRLLN-

A287 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGTGCACCTCCACGCCG
TC

ant-hHER2-HC- 206 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGAGAGGAGCAGTACAACA

P291-
GDSLSWLLRLLN-
R292

GCACC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGCTTGGTCTTGGCGTTG
TG

134

SEQ

ID NO

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia NO

anti-hHER2-HC- 207 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTGCTGCACCAGGACTGGC

T307- TG

GDSLSWLLRLLN-

V308 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCAGCACGGACACCACC
C

anti-hHER2-HC- 208 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGCACCAGGACTGGCTGA

V308- AC

GDSLSWLLRLLN-

1309 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCACGGTCAGCACGGACACC
AC

anti-hHER2-HC- 209 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCACCAGGACTGGCTGAACG

L309- GC

GDSLSWLLRLLN-

H310
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGCACGGTCAGCACGGAC
AC

anti-hHER2-HC- 210 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGGACTGGCTGAACGGCA

H310- AG

GDSLSWLLRLLN-

Q311 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTGCAGCACGGTCAGCACG
G

anti-hHER2-HC- 211 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGCA

N315- AGGTC

GDSLSWLLRLLN-

G316 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTCAGCCAGTCCTGGTGC
AG

anti-hHER2-HC- 212 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCA

G316- AC

GDSLSWLLRLLN-

K317
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCGTTCAGCCAGTCCTGG
TG

anti-hHER2-HC- 213

ggg I:SWLLRLLN- CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACA

E318 AG
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGCCGTTCAGCCAGTCCT
G

anti-hHER2-HC- 214 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCCTGCCAGCCCCCATC

K326-
GDSLSWLLRLLN-
A327

135

SEQ

ID NO

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

anti-hHER2-HC-
A327-
GDSLSWLLRLLN-
L328

anti-hHER2-HC-
L328-
GDSLSWLLRLLN-
P329

anti-hHER2-HC-
P329-
GDSLSWLLRLLN-
A330

anti-hHER2-HC-
A330-
GDSLSWLLRLLN-
P331

anti-hHER2-HC-
A339-
GDSLSWLLRLLN-
K340

anti-hHER2-HC-
K340-
GDSLSWLLRLLN-
G341

anti-hHER2-HC-
G341-
GDSLSWLLRLLN-
Q342

anti-hHER2-HC-
Q342-
GDSLSWLLRLLN-
P343

anti-hHER2-HC-
P343-

NO

215

216

217

218

219

220

221

222

223

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGTTGGAGACCTTGCACTTGTATT
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGCCAGCCCCCATCGAAA
AG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCCTTGTTGGAGACCTTG
CAC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCAGCCCCCATCGAAAAGA
CcC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGGCCTTGTTGGAGACC
TTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCCCCATCGAAAAGACCA
TCAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGGCAGGGCCTTGTTGGAG
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCATCGAAAAGACCATCAG
CAAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCTGGCAGGGCCTTGTTG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGGGCCAGCCACGGGAGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCCTTGCTGATGGTCTTTT
CGATG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCCAGCCACGGGAGCCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGGCCTTGCTGATGGTCT
TTTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGCCACGGGAGCCCCAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCCTTGGCCTTGCTGATG
GTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCACGGGAGCCCCAGGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGGCCCTTGGCCTTGCTG
ATG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCGGGAGCCCCAGGTGTACA
C

136

SEQ
ID NO

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

GDSLSWLLRLLN-
R344

anti-hHER2-HC-
R344-
GDSLSWLLRLLN-
E345

anti-hHER2-HC-
R355-
GDSLSWLLRLLN-
E356

anti-hHER2-HC-
E356-
GDSLSWLLRLLN-
E357

anti-hHER2-HC-
E357-
GDSLSWLLRLLN-
M358

anti-hHER2-HC-
M358-
GDSLSWLLRLLN-
T359

anti-hHER2-HC-
T359-
GDSLSWLLRLLN-
K360

anti-hHER2-HC-
K360-
GDSLSWLLRLLN-
N361

anti-hHER2-HC-
N384-
GDSLSWLLRLLN-
G385

anti-hHER2-HC-
E388-
GDSLSWLLRLLN-
N389

NO

224

225

226

227

228

121

229

230

127

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGGCTGGCCCTTGGCCTTG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGCCCCAGGTGTACACCC
TG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCGTGGCTGGCCCTTGGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGGAGATGACCAAGAACC
AGGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCGGGAGGGGGGCAGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCCGGGAGGGGGGCAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACATGACCAAGAACCAGGTGT
CCCTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCTCCCGGGAGGGGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCAAGAACCAGGTGTCCC
TGAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCATCTCCTCCCGGGAGGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGAACCAGGTGTCCCTGA
CCTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCATCTCCTCCCGGGAG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACCAGGTGTCCCTGACCT
GTC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGGTCATCTCCTCCCGG
GAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCCAGCCCGAGAACAACT
AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGCTCTCCCACTCCACG
GC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACAACTACAAGACCACACC
TCCAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC

137

SEQ

ID NO

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

anti-hHER2-HC-
N389-
GDSLSWLLRLLN-
N390

anti-hHER2-HC-
T394-
GDSLSWLLRLLN-
P395

anti-hHER2-HC-
P395-
GDSLSWLLRLLN-
P396

anti-hHER2-HC-
D399-
GDSLSWLLRLLN-
S400

anti-hHER2-HC-
S400-
GDSLSWLLRLLN-
D401

anti-hHER2-HC-
D401-
GDSLSWLLRLLN-
G402

anti-hHER2-HC-
S415-
GDSLSWLLRLLN-
R416

anti-hHER2-HC-
R416-
GDSLSWLLRLLN-
W417

anti-hHER2-HC-
W417-

NO

231

232

233

234

136

235

236

237

238

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACTACAAGACCACACCTCC
AGTGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTCTCGGGCTGGCCGTTG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCTCCAGTGCTGGACAGCG
AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCTGTGGTCTTGTAGTTGTTCT
CGGGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCAGTGCTGGACAGCGACG
G

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCAGGTGTGGTCTTGTAGTTGT
TCTCG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGACGGCAGCTTCTTCC
TG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCCAGCACTGGAGGTGTG
GTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGACGGCAGCTTCTTCCTGTA
CAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGTCCAGCACTGGAGGT
GTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCAGCTTCTTCCTGTACAG
CAAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCGCTGTCCAGCACTGGA
GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGGTGGCAGCAGGGCAACG
TG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGACTTGTCCACGGTCAGC
TTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTGGCAGCAGGGCAACGTGT
TC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCTGGACTTGTCCACGGTC
AG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGCAGGGCAACGTGTTCA
GC

138

SEQ

ID NO

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

534

535

536

537
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

GDSLSWLLRLLN-
Q418

anti-hHER2-HC-
Q418-
GDSLSWLLRLLN-
Q419

anti-hHER2-HC-
Q419-
GDSLSWLLRLLN-
G420

anti-hHER2-HC-
G420-
GDSLSWLLRLLN-
N421

anti-hHER2-HC-
N421-
GDSLSWLLRLLN-
V422

anti-hHER2-HC-
H433-
GDSLSWLLRLLN-
N434

anti-hHER2-HC-
N434-
GDSLSWLLRLLN-
H435

anti-hHER2-HC-
S442-
GDSLSWLLRLLN-
L443

anti-hHER2-HC-
L443-
GDSLSWLLRLLN-
S444

NO

239

240

241

242

243

244

245

246

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCACCTGGACTTGTCCACG
GTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGGGCAACGTGTTCAGCT
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGCCACCTGGACTTGTCC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCAACGTGTTCAGCTGCA
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGCTGCCACCTGGACTTG
TC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACGTGTTCAGCTGCAGCG
TGATG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCCTGCTGCCACCTGGAC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGA
TGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGCCCTGCTGCCACCTG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACCACTACACCCAGAAGA
GCCTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTGCAGGGCCTCGTGCATC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCACTACACCCAGAAGAGCC
TGAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGTGCAGGGCCTCGTGC
ATC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGTCCCCCGGCAAGTAAT
CTAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCAGGCTCTTCTGGGTG
TAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTCCCCCGGCAAGTAATCTAG
ACAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGCTCAGGCTCTTCTGG
GTG

139

SEQ

ID NO

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

552

553

554



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
S444-

GDSLSWLLRLLN-

P445

anti-hHER2-HC-
P445-

GDSLSWLLRLLN-

G446

anti-hHER2-HC-
G446-

GDSLSWLLRLLN-

K447

anti-hHER2-HC-
A118-
DSLEFIASKLA-
S119

anti-hHER2-HC-
S119-
DSLEFIASKLA-
T120

anti-hHER2-HC-
T120-
DSLEFIASKLA-
K121

anti-hHER2-HC-
S131-
DSLEFIASKLA-
S132

anti-hHER2-HC-
S132-
DSLEFIASKLA-
K133

anti-hHER2-HC-
K133-
DSLEFIASKLA-
S134

NO

247

248

139

249

250

251

252

253

254

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCGGCAAGTAATCTAGACA
CCTC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGACAGGCTCAGGCTCTTC
TG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCAAGTAATCTAGACACCT
CAGAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGGACAGGCTCAGGCTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGTAATCTAGACACCTCAGACAAT

CAAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCGGGGGACAGGCTCAG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCAGCCGAGGAGACGGTGACC
AG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCAAGGGCCCCAGCGTGT
TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTAGCCGAGGAGACGGTG
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGGGCCCCAGCGTGTTCC
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTGCTAGCCGAGGAGACG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAAGAGCACCAGCGGCG
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGGGCCAGGGGGAAC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGAGCACCAGCGGCGGCA
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGCTGGGGGCCAGGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCACCAGCGGCGGCACAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGCTGCTGGGGGCCAGG

140

SEQ

ID NO

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
S134-
DSLEFIASKLA-
T135

anti-hHER2-HC-
T135-
DSLEFIASKLA-
S136

anti-hHER2-HC-
S136-

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

255

256

257

DSLEFIASKLA-137

anti-hHER2-HC-
G137-
DSLEFIASKLA-
G138

anti-hHER2-HC-
G138-
DSLEFIASKLA-
T139

anti-hHER2-HC-
E152-
DSLEFIASKLA-
P153

anti-hHER2-HC-
P153-
DSLEFIASKLA-
V154

anti-hHER2-HC-
N159-
DSLEFIASKLA-
S160

anti-hHER2-HC-
S160-
DSLEFIASKLA-
G161

258

259

260

261

262

263

264

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCAGCGGCGGCACAGCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTCTTGCTGCTGGGGGCC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGGCGGCACAGCCGCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTGCTCTTGCTGCTGGGG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCGGCACAGCCGCCCTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGTGCTCTTGCTGCTG
GG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCACAGCCGCCCTGGGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCGCTGGTGCTCTTGCTG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACAGCCGCCCTGGGCTGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCGCCGCTGGTGCTCTTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCGTGACCGTGTCCTGGA
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGGGGAAGTAGTCCTTCA
CC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGTGACCGTGTCCTGGAACA
GCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCTCGGGGAAGTAGTCC
TTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGGAGCCCTGACCTCCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTCCAGGACACGGTCACG
GG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGAGCCCTGACCTCCGGCG
TGCAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGTTCCAGGACACGGTC
ACG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCCTGACCTCCGGCGTG

141

SEQ
ID NO

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
G161-
DSLEFIASKLA-
Al162

anti-hHER2-HC-
A162-
DSLEFIASKLA-
L163

anti-hHER2-HC-
L163-
DSLEFIASKLA-
T164

anti-hHER2-HC-
T164-
DSLEFIASKLA-
S165

anti-hHER2-HC-
S165-
DSLEFIASKLA-
G166

anti-hHER2-HC-
P171-
DSLEFIASKLA-
A172

anti-hHER2-HC-
S176-
DSLEFIASKLA-
S177

anti-hHER2-HC-
S177-
DSLEFIASKLA-
G178

anti-hHER2-HC-
P189-
DSLEFIASKLA-
S190

anti-hHER2-HC-
S190-

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

265

266

267

268

269

270

271

272

273

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTCCGCTGTTCCAGGACACG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGACCTCCGGCGTGCACA
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCTCCGCTGTTCCAGGAC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCTCCGGCGTGCACACCT
TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGGCTCCGCTGTTCCAG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTCCGGCGTGCACACCTTCC
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTCAGGGCTCCGCTGTTC
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCGTGCACACCTTCCCCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGAGGTCAGGGCTCCGCTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGAAGGTGTGCACGCCG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGGCCTGTACAGCCTGT
CcC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTCTGCAGCACGGCGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCCTGTACAGCCTGTCCA
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGCTCTGCAGCACGGCG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAGCAGCCTGGGCACCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCACTGTCACCACGCTG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAGCCTGGGCACCCAGA
C

142

SEQ
ID NO

592

593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
S191

anti-hHER2-HC-
S191-
DSLEFIASKLA-
S192

anti-hHER2-HC-
S192-
DSLEFIASKLA-
L193

anti-hHER2-HC-
L193-
DSLEFIASKLA-
G194

anti-hHER2-HC-
G194-
DSLEFIASKLA-
T195

anti-hHER2-HC-
T195-
DSLEFIASKLA-
Q196

anti-hHER2-HC-
Q196-
DSLEFIASKLA-
T197

anti-hHER2-HC-
K205-
DSLEFIASKLA-
P206

anti-hHER2-HC-
P206-
DSLEFIASKLA-
S207

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

274

275

276

277

278

279

280

281

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGCACTGTCACCACG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCCTGGGCACCCAGACCT
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGCTGGGCACTGTCACC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGGGCACCCAGACCTACA
TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGCTGCTGGGCACTGTC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCACCCAGACCTACATCT
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGCTGCTGCTGGGCACT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCCAGGCTGCTGCTGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTGCCCAGGCTGCTGCTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCTACATCTGCAACGTGAA
CCAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGGGTGCCCAGGCTGCTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCAGCAACACCAAGGTGG
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGTGGTTCACGTTGCAGATGTAG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAA
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCTTGTGGTTCACGTTGC
AG

143

SEQ

ID NO

610

611

612

613

614

615

616

617

618

619

620

621

622

623

624

625

626



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
S207-
DSLEFIASKLA-
N208

anti-hHER2-HC-
P230-
DSLEFIASKLA-
A231

anti-hHER2-HC-
A231-
DSLEFIASKLA-
pP232

anti-hHER2-HC-
p232-
DSLEFIASKLA-
E233

anti-hHER2-HC-
E233-
DSLEFIASKLA-
L234

anti-hHER2-HC-
L234-
DSLEFIASKLA-
L235

anti-hHER2-HC-
L235-
DSLEFIASKLA-
G236

anti-hHER2-HC-
G236-
DSLEFIASKLA-
G237

anti-hHER2-HC-
P244-
DSLEFIASKLA-
P245

anti-hHER2-HC-
P245-
DSLEFIASKLA-
K246

de |SEQID
NO

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

Secuencia

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTG

G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGCTTGTGGTTCACGT

TG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCCCAGAGCTGCTGGGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGGGCAGGGGGGGCAGGT

G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCAGAGCTGCTGGGCGGAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCTGGGCAGGGGGGGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGCTGCTGGGCGGACCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGGGGCTGGGCAGGGGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGCTGGGCGGACCCTCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCTGGGGCTGGGCAGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGGGCGGACCCTCCGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGCTCTGGGGCTGGGCAG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCGGACCCTCCGTGTTCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGCAGCTCTGGGGCTGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGACCCTCCGTGTTCCTGTT

CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCCAGCAGCTCTGGGGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCAAGCCCAAGGACACCC

TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGAACAGGAACACGGAG

GG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGCCCAAGGACACCCTGA

TGATC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGGGGAACAGGAACACG

G

ES 2703 540 T3

144

SEQ
ID NO

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

641

642

643

644

645

646



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
1253-
DSLEFIASKLA-
S254

anti-hHER2-HC-
S254-
DSLEFIASKLA-
R255

anti-hHER2-HC-
R255-
DSLEFIASKLA-
T256

anti-hHER2-HC-
T256-
DSLEFIASKLA-
p257

anti-hHER2-HC-
P257-
DSLEFIASKLA-
E258

anti-hHER2-HC-
S267-
DSLEFIASKLA-
H268

anti-hHER2-HC-
H268-
DSLEFIASKLA-
E269

anti-hHER2-HC-
E269-
DSLEFIASKLA-
D270

anti-hHER2-HC-
D270-
DSLEFIASKLA-
P271

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

292

293

294

295

296

297

298

299

300

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAGGACCCCCGAGGTGA
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGATCATCAGGGTGTCCTTGG
GC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGGACCCCCGAGGTGACCT
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGATCATCAGGGTGTCCT
TGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCCCCGAGGTGACCTGCG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCTGCTGATCATCAGGGTGT
CC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCGAGGTGACCTGCGTGG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTCCTGCTGATCATCAGG
GTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGGTGACCTGCGTGGTGG
TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGGTCCTGCTGATCATC
AG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTCACGTCCACCACCACG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGGACCCAGAGGTGAAGT
TCAAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTGGCTCACGTCCACCACC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGACCCAGAGGTGAAGTTCA
ACTGG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGTGGCTCACGTCCACCA
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCAGAGGTGAAGTTCAACT
GGTAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCCTCGTGGCTCACGTCCA
C

145

SEQ

ID NO

647

648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
P271-
DSLEFIASKLA-
E272

anti-hHER2-HC-
D280-
DSLEFIASKLA-
G281

anti-hHER2-HC-
H285-
DSLEFIASKLA-
N286

anti-hHER2-HC-
N286-
DSLEFIASKLA-
A287

anti-hHER2-HC-
P291-
DSLEFIASKLA-
R292

anti-hHER2-HC-
T307-
DSLEFIASKLA-
V308

anti-hHER2-HC-
V308-
DSLEFIASKLA-
L309

anti-hHER2-HC-
L309-
DSLEFIASKLA-
H310

anti-hHER2-HC-
H310-

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

301

302

303

304

305

306

307

308

309

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGGTGAAGTTCAACTGGT
ACGTGG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGGGTCCTCGTGGCTCACG
TC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCGTGGAGGTGCACAACG
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCCACGTACCAGTTGAACT
TCACC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACGCCAAGACCAAGCCCA
GAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTGCACCTCCACGCCGTCC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCAAGACCAAGCCCAGAG
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGTGCACCTCCACGCCGT
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGAGAGGAGCAGTACAACA
GCACC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCTTGGTCTTGGCGTTGT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGTGCTGCACCAGGACTGGC
TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTCAGCACGGACACCACC
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGCACCAGGACTGGCTGA
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCACGGTCAGCACGGACACC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCACCAGGACTGGCTGAACG
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGCACGGTCAGCACGGAC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGGACTGGCTGAACGGCA
AG

146

SEQ

ID NO

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
Q311

anti-hHER2-HC-
N315-
DSLEFIASKLA-
G316

anti-hHER2-HC-
G316-
DSLEFIASKLA-
K317

anti-hHER2-HC-
K317-
DSLEFIASKLA-
E318

anti-hHER2-HC-
K326-
DSLEFIASKLA-
A327

anti-hHER2-HC-
A327-
DSLEFIASKLA-
L328

anti-hHER2-HC-
L328-
DSLEFIASKLA-
P329

anti-hHER2-HC-
P329-

de | SEQ ID | Secuencia

NO

310

311

312

313

314

315

316

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTGCAGCACGGTCAGCACG

G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCAAGGAATACAAGTGCA

AGGTC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTCAGCCAGTCCTGGTGCA

G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCGTTCAGCCAGTCCTGG

TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGCCGTTCAGCCAGTCCT

G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCCTGCCAGCCCCCATC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGCCAGCCCCCATCGAAA

AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCCTTGTTGGAGACCTTGC

AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCAGCCCCCATCGAAAAGA

CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGGCCTTGTTGGAGACC

TTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCCCCATCGAAAAGACCA

TCAG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCA

AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACA

AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGTTGGAGACCTTGCACTTGTATT

C

ES 2703 540 T3
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SEQ
ID NO
682

683

684

685

686

687

688

689

690

691

692

693

694

695



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
A330

anti-hHER2-HC-
A330-
DSLEFIASKLA-
P331

anti-hHER2-HC-
A339-
DSLEFIASKLA-
K340

anti-hHER2-HC-
K340-
DSLEFIASKLA-
G341

anti-hHER2-HC-
G341-
DSLEFIASKLA-
Q342

anti-hHER2-HC-
Q342-
DSLEFIASKLA-
P343

anti-hHER2-HC-
P343-
DSLEFIASKLA-
R344

anti-hHER2-HC-
R344-
DSLEFIASKLA-
E345

anti-hHER2-HC-
R355-
DSLEFIASKLA-
E356

anti-hHER2-HC-
E356-
DSLEFIASKLA-
E357

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

317

318

319

320

321

322

323

324

325

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGGCAGGGCCTTGTTGGAG
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCATCGAAAAGACCATCA
GCAAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCTGGCAGGGCCTTGTTG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCCTTGCTGATGGTCTTTT
CGATG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCCAGCCACGGGAGCCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGGCCTTGCTGATGGTCT
TTTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGCCACGGGAGCCCCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCCTTGGCCTTGCTGATG
GTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCACGGGAGCCCCAGGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGGCCCTTGGCCTTGCTGA
TG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCGGGAGCCCCAGGTGTACA
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGGCTGGCCCTTGGCCTTG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGCCCCAGGTGTACACCC
TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCGTGGCTGGCCCTTGGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGGAGATGACCAAGAACC
AGGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCGGGAGGGGGGCAGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGATGACCAAGAACCAGG
TGTCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCCCGGGAGGGGGGCAG

148

SEQ

ID NO

696

697

698

699

700

701

702

703

704

705

706

707

708

709

710

711

712

713

714



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
E357-
DSLEFIASKLA-
M358

anti-hHER2-HC-
M358-
DSLEFIASKLA-
T359

anti-hHER2-HC-
T359-
DSLEFIASKLA-
K360

anti-hHER2-HC-
K360-
DSLEFIASKLA-
N361

anti-hHER2-HC-
N384-
DSLEFIASKLA-
G385

anti-hHER2-HC-
E388-
DSLEFIASKLA-
N389

anti-hHER2-HC-
N389-
DSLEFIASKLA-
N390

anti-hHER2-HC-
T394-
DSLEFIASKLA-
P395

anti-hHER2-HC-
P395-
DSLEFIASKLA-
P396

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

326

327

122

328

329

129

330

331

332

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCATGACCAAGAACCAGGTGT
CCCTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCCTCCCGGGAGGGGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCAAGAACCAGGTGTCCC
TGAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCATCTCCTCCCGGGAGGGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGAACCAGGTGTCCCTGA
CCTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTCATCTCCTCCCGGGAG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACCAGGTGTCCCTGACCT
GTC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGGTCATCTCCTCCCGGG
AG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCCAGCCCGAGAACAACT
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGCTCTCCCACTCCACGG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACAACTACAAGACCACACC
TCCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACTACAAGACCACACCTCC
AGTGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTCTCGGGCTGGCCGTTG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCTCCAGTGCTGGACAGCG
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCTGTGGTCTTGTAGTTGTTCT
CGGGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCAGTGCTGGACAGCGACG
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCAGGTGTGGTCTTGTAGTTGT
TCTCG

149

SEQ
ID NO
715

716

717

718

719

720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

730

731

732



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
D399-
DSLEFIASKLA-
S400

anti-hHER2-HC-
S400-
DSLEFIASKLA-
D401

anti-hHER2-HC-
D401-
DSLEFIASKLA-
G402

anti-hHER2-HC-
S415-
DSLEFIASKLA-
R416

anti-hHER2-HC-
R416-
DSLEFIASKLA-
W417

anti-hHER2-HC-
W417-
DSLEFIASKLA-
Q418

anti-hHER2-HC-
Q418-
DSLEFIASKLA-
Q419

anti-hHER2-HC-
Q419-
DSLEFIASKLA-
G420

anti-hHER2-HC-
G420-

de | SEQ ID | Secuencia

NO

333

334

335

336

337

338

339

340

341

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGACGGCAGCTTCTTCC

TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCCAGCACTGGAGGTGTG

GTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGACGGCAGCTTCTTCCTGTA

CAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGTCCAGCACTGGAGGT

GTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCAGCTTCTTCCTGTACAG

CAAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCGCTGTCCAGCACTGGA

GG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGGTGGCAGCAGGGCAACG

TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGACTTGTCCACGGTCAGCT

TG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTGGCAGCAGGGCAACGTGT

TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCTGGACTTGTCCACGGTCA

G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGCAGGGCAACGTGTTCA

GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCACCTGGACTTGTCCACG

GTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGGGCAACGTGTTCAGCT

GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGCCACCTGGACTTGTCCA

C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCAACGTGTTCAGCTGCA

GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGCTGCCACCTGGACTTGT

C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACGTGTTCAGCTGCAGCG

TGATG

ES 2703 540 T3

150

SEQ

ID NO

733

734

735

736

737

738

739

740

741

742

743

744

745

746

747

748

749



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
N421

anti-hHER2-HC-
N421-
DSLEFIASKLA-
V422

anti-hHER2-HC-
H433-
DSLEFIASKLA-
N434

anti-hHER2-HC-
N434-
DSLEFIASKLA-
H435

anti-hHER2-HC-
S442-
DSLEFIASKLA-
L443

anti-hHER2-HC-
L443-
DSLEFIASKLA-
S444

anti-hHER2-HC-
S444-
DSLEFIASKLA-
P445

anti-hHER2-HC-
P445-
DSLEFIASKLA-
G446

anti-hHER2-HC-
G446-
DSLEFIASKLA-
K447

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

342

343

344

345

346

347

348

349

31

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCCTGCTGCCACCTGGAC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGTGTTCAGCTGCAGCGTGA
TGC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGCCCTGCTGCCACCTG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACCACTACACCCAGAAGA
GCCTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTGCAGGGCCTCGTGCATC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCACTACACCCAGAAGAGCC
TGAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGTGCAGGGCCTCGTGC
ATC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGTCCCCCGGCAAGTAAT
CTAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTCAGGCTCTTCTGGGTGT
AG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTCCCCCGGCAAGTAATCTA
GACAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGCTCAGGCTCTTCTGG
GTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCGGCAAGTAATCTAGAC
ACCTC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGACAGGCTCAGGCTCTTCT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCAAGTAATCTAGACACCT
CAGAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGGACAGGCTCAGGCTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGTAATCTAGACACCTCAGACAAT
CAAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCGGGGGACAGGCTCAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTGGCCGCTCCCAGCGTG

151

SEQ

ID NO

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

761

762

763

764

765

766

767



ES 2703 540 T3

Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

anti-hHER2-LC-
T109-
GDSLSWLLRLLN-
V110

anti-hHER2-LC-
V110-
GDSLSWLLRLLN-
A111

anti-hHER2-LC-
A111-
GDSLSWLLRLLN-
At112

anti-hHER2-LC-
P119-
GDSLSWLLRLLN-
P120

anti-hHER2-LC-
P120-
GDSLSWLLRLLN-
S121

anti-hHER2-LC-
S121-
GDSLSWLLRLLN-
D122

anti-hHER2-LC-
D122-
GDSLSWLLRLLN-
E123

anti-hHER2-LC-
Y140-
GDSLSWLLRLLN-
P141

anti-hHER2-LC-
P141-
GDSLSWLLRLLN-
R142

NO

32

33

34

35

36

37

38

39

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCGTTCGTTTGATCTCCACCT
TGGT

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCGCTCCCAGCGTGTTCA
TC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCACCGTTCGTTTGATCTCCA
CCTTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCTCCCAGCGTGTTCATCTT
CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCCACCGTTCGTTTGATCT
CC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCAGCGACGAGCAGCTGA
AG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGAAGATGAACACGCTG
GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGACGAGCAGCTGAAGA
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGGGGAAGATGAACACG
CTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGACGAGCAGCTGAAGAGCG
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGGGGGAAGATGAAC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGCAGCTGAAGAGCGGCA
CcC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCGCTGGGGGGGAAGATG
AAC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCCGGGAGGCCAAGGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTAGAAGTTGTTCAGCAGG
CACAC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCGGGAGGCCAAGGTGCAGT
G

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGGTAGAAGTTGTTCAGC
AGGC

152

SEQ
ID NO

768

769

770

771

772

773

774

775

776

777

778

779

780

781

782

783

784



ES 2703 540 T3

Nombre de | SEQID | Secuencia

secuencia NO

anti-hHER2-LC- | 40 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGGCCAAGGTGCAGTGGA

R142- AG

GDSLSWLLRLLN-

E143 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCCGGGGGTAGAAGTTGTTC
AGC

anti-hHER2-LC- | 41 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCAAGGTGCAGTGGAAGG

E143- TG

GDSLSWLLRLLN-

Al44 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCCGGGGGTAGAAGTTG
TTC

anti-hHER2-LC- |42 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACGCCCTGCAGAGCGGCA

D151- AC

GDSLSWLLRLLN-

N152 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCCACCTTCCACTGCACCT
TG

anti-hHER2-LC- | 43 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCCTGCAGAGCGGCAACA

N152- G

GDSLSWLLRLLN-

A153 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGTCCACCTTCCACTGCA
ce

anti-hHER2-LC- | 44 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGCAGAGCGGCAACAGCC

A153- AG

GDSLSWLLRLLN-

L154 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGCGTTGTCCACCTTCCACT
G

anti-hHER2-LC- |45 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGAGCGGCAACAGCCAGG

L154- AG

GDSLSWLLRLLN-

Q155 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGGCGTTGTCCACCTTC
CAC

anti-hHER2-LC- |46 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGGCAACAGCCAGGAGA

Q155- GC

GDSLSWLLRLLN-

5156 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGCAGGGCGTTGTCCACC
TTC

anti-hHER2-LC- |47 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCGTCACCGAGCAGGACA

E161- GC

GDSLSWLLRLLN-

5162 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCTGGCTGTTGCCGCTC
TG

anti-hHER2-LC- |48 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTCACCGAGCAGGACAGCA

S162-

AG

153

SEQ

ID NO

785

786

787

788

789

790

791

792

793

794

795

796

797

798

799

800

801



Nombre de
secuencia

GDSLSWLLRLLN-
V163

anti-hHER2-LC-
V163-
GDSLSWLLRLLN-
T164

anti-hHER2-LC-
T164-
GDSLSWLLRLLN-
E165

anti-hHER2-LC-
E165-
GDSLSWLLRLLN-
Q166

anti-hHER2-LC-
Q166-
GDSLSWLLRLLN-
D167

anti-hHER2-LC-
D167-
GDSLSWLLRLLN-
S168

anti-hHER2-LC-
T197-
GDSLSWLLRLLN-H
198

anti-hHER2-LC-
H198-
GDSLSWLLRLLN-
Q199

anti-hHER2-LC-
Q199-
GDSLSWLLRLLN-
G200

anti-hHER2-LC-
G200-

ES 2703 540 T3

SEQ ID | Secuencia

NO

49

50

51

52

53

54

55

56

57

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCTCCTGGCTGTTGCCG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACCGAGCAGGACAGCAAGG
AC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGACGCTCTCCTGGCTGTTG
CC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGAGCAGGACAGCAAGGACT
CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTGACGCTCTCCTGGCTG
TTG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGGACAGCAAGGACTCCA
CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCGGTGACGCTCTCCTGG
C

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGCTCGGTGACGCTCTCC
TG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCAAGGACTCCACCTACA
GCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTCCTGCTCGGTGACGCTC
TC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCACCAGGGCCTGTCCAGCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCACCTCGCAGGCGTAC
AC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGGGCCTGTCCAGCCCC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTGGGTCACCTCGCAGGCG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGGCCTGTCCAGCCCCGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTGGTGGGTCACCTCGCAG
G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCTGTCCAGCCCCGTGACCA
AG

154

SEQ

ID NO

802

803

804

805

806

807

808

809

810

811

812

813

814

815

816

817

818

819



Nombre
secuencia

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

GDSLSWLLRLLN-

L201

anti-hHER2-LC-
L201-

58

GDSLSWLLRLLN-

S202

anti-hHER2-LC-
S202-

59

GDSLSWLLRLLN-

S203

anti-hHER2-LC-
S203-

60

GDSLSWLLRLLN-

P204

anti-hHER2-LC-
K207-

61

GDSLSWLLRLLN-

S208

anti-hHER2-LC-
T109-
DSLEFIASKLA-
V110

anti-nHER2-LC-
V110-
DSLEFIASKLA-
A111

anti-nHER2-LC-
Al11-
DSLEFIASKLA-
A112

anti-nHER2-LC-
P119-
DSLEFIASKLA-
P120

anti-hHER2-LC-
P120-

62

63

64

65

66

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCCCTGGTGGGTCACCTCG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTCCAGCCCCGTGACCAAGA
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCAGGCCCTGGTGGGTCACC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCCCCGTGACCAAGAGCT
TC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGACAGGCCCTGGTGGGTC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCCCGTGACCAAGAGCTTCA
ACAG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGACAGGCCCTGGTGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCTTCAACAGGGGCGAGT
GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGGTCACGGGGCTGGAC
AG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGTGGCCGCTCCCAGCGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCGTTCGTTTGATCTCCACCT
TGGT

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCGCTCCCAGCGTGTTCA
TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCACCGTTCGTTTGATCTCCA
CCTTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTT
CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCCACCGTTCGTTTGATCT
CC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCAGCGACGAGCAGCTGA
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGAAGATGAACACGCTG
GG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGACGAGCAGCTGAAGA
GC

155

SEQ

ID NO

820

821

822

823

824

825

826

827

828

829

830

831

832

833

834

835

836

837



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
S121

anti-hHER2-LC-
S121-
DSLEFIASKLA-
D122

anti-hHER2-LC-
D122-
DSLEFIASKLA-
E123

anti-hHER2-LC-
Y140-
DSLEFIASKLA-
P141

anti-hHER2-LC-
P141-
DSLEFIASKLA-
R142

anti-hHER2-LC-
R142-
DSLEFIASKLA-
E143

anti-hHER2-LC-
E143-
DSLEFIASKLA-
A144

anti-hHER2-LC-
D151-
DSLEFIASKLA-
N152

anti-hHER2-LC-
N152-
DSLEFIASKLA-
A153

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

67

68

69

70

71

72

73

74

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGGGGAAGATGAACACG
CTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGACGAGCAGCTGAAGAGCG
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGGGGGAAGATGAAC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGCAGCTGAAGAGCGGCA
CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCGCTGGGGGGGAAGATG
AAC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCCGGGAGGCCAAGGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTAGAAGTTGTTCAGCAGGC
ACAC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGT
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGGTAGAAGTTGTTCAGCA
GGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGGCCAAGGTGCAGTGGA
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCGGGGGTAGAAGTTGTTC
AGC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCAAGGTGCAGTGGAAGG
TG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCCCGGGGGTAGAAGTTG
TTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACGCCCTGCAGAGCGGCA
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCCACCTTCCACTGCACCT
TG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGCCCTGCAGAGCGGCAACA
G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGTCCACCTTCCACTGCA
CC

156

SEQ

ID NO

838

839

840

841

842

843

844

845

846

847

848

849

850

851

852

853

854



Nombre
secuencia

anti-hHER2-LC-
A153-
DSLEFIASKLA-
L154

anti-hHER2-LC-
L154-
DSLEFIASKLA-
Q155

anti-hHER2-LC-
Q155-
DSLEFIASKLA-
S156

anti-hHER2-LC-
E161-
DSLEFIASKLA-
S162

anti-hHER2-LC-
S162-
DSLEFIASKLA-
V163

anti-hHER2-LC-
V163-
DSLEFIASKLA-
T164

anti-hHER2-LC-
T164-
DSLEFIASKLA-
E165

anti-hHER2-LC-
E165-
DSLEFIASKLA-
Q166

anti-hHER2-LC-
Q166-

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

75

76

77

78

79

80

81

82

83

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCC
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCGTTGTCCACCTTCCACT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGAGCGGCAACAGCCAGG
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGGCGTTGTCCACCTTCC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGGCAACAGCCAGGAGA
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGCAGGGCGTTGTCCACC
TTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCGTCACCGAGCAGGACA
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCCTGGCTGTTGCCGCTCT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGTCACCGAGCAGGACAGCA
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTCTCCTGGCTGTTGCCG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCACCGAGCAGGACAGCAAGG
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGACGCTCTCCTGGCTGTTGC
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGAGCAGGACAGCAAGGACT
CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTGACGCTCTCCTGGCTG
TTG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGGACAGCAAGGACTCCA
CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGGTGACGCTCTCCTGG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGACAGCAAGGACTCCACCT
ACAG

157

SEQ

ID NO

855

856

857

858

859

860

861

862

863

864

865

866

867

868

869

870

871



Nombre
secuencia

DSLEFIASKLA-
D167

anti-hHER2-LC-
D167-
DSLEFIASKLA-
S168

anti-hHER2-LC-
T197-
DSLEFIASKLA-
H198

anti-hHER2-LC-
H198-
DSLEFIASKLA-
Q199

anti-hHER2-LC-
Q199-
DSLEFIASKLA-
G200

anti-hHER2-LC-
G200-
DSLEFIASKLA-
L201

anti-hHER2-LC-
L201-
DSLEFIASKLA-
S202

anti-hHER2-LC-
S202-
DSLEFIASKLA-
S203

anti-hHER2-LC-
S203-
DSLEFIASKLA-
P204

anti-hHER2-LC-
K207-
DSLEFIASKLA-
S208

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

NO

84

85

86

87

88

89

90

91

92

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGCTCGGTGACGCTCTCCT
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCAAGGACTCCACCTACA
GCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTCCTGCTCGGTGACGCTCT
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCACCAGGGCCTGTCCAGCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGTCACCTCGCAGGCGTAC
AC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGGGCCTGTCCAGCCCC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTGGGTCACCTCGCAGGCG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCCTGTCCAGCCCCGTG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTGGTGGGTCACCTCGCAG
G

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCTGTCCAGCCCCGTGACCA
AG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCCCTGGTGGGTCACCTCG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTCCAGCCCCGTGACCAAGA
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCAGGCCCTGGTGGGTCACC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCCCCGTGACCAAGAGCT
TC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGACAGGCCCTGGTGGGTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCCCGTGACCAAGAGCTTCA
ACAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGACAGGCCCTGGTGG

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCTTCAACAGGGGCGAGT
GC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGGTCACGGGGCTGGAC
AG

GAAGGAGATATACATATGAAAATTTATGGGATTTACATGGATCGC

158

SEQ

ID NO

872

873

874

875

876

877

878

879

880

881

882

883

884

885

886

887

888

889

890

891



ES 2703 540 T3

Nombre de | SEQID | Secuencia SEQ
secuencia NO ID NO
B.  subtilis  Sfp GTGGTGGTGGTGGTGGTGCAGCAATTCTTCATAGGAGACCATCG 892
pET22b
pET22b CACCACCACCACCACCACTGAG 893
CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC 894
ngV into B. subtilis GAGAACCTGTACTTCCAAGGCCACCACCACCACCACCACTGAG 895
p
pET22b GCCTTGGAAGTACAGGTTCTCCAGCAATTCTTCATAGGAGACCATCG | 896
B. subtilis Sfp K28E GTCTTTCATTTCACCAGAGGAGCGCGAAAAATGCCGTCGCT 897
AGCGACGGCATTTTTCGCGCTCCTCTGGTGAAATGAAAGAC 898
B. subtilis Sfp T44E AAAGAAGATGCTCACCGCGAGCTGCTGGGAGATGTGCTG 899
CAGCACATCTCCCAGCAGCTCGCGGTGAGCATCTTCTTT 900
B. subtilis Sfp C77Y GCAGGAATATGGCAAACCGTATATTCCAGATCTTCCAGATGC 901
GCATCTGGAAGATCTGGAATATACGGTTTGCCATATTCCTGC 902
E. coli AcpS pET22b 903

AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAATATTAGGTTT
AGGCACG

CAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTTTCAATAATTACCGTGGCACAAGC | 904

pET22b CACCACCACCACCACCACTG 905
ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATT 906
anti-hHER2-HC- 99 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGGGCCGTTTCACTATAAG |907
V64L-EFIASKLA- CGC
K65
908
CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTATCGGCATATCTAGTATAACCATTCGTAG
G
anti-hHER2-HC- 97 GACAGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGGTCAAGGGCCGTTTCACTAT |909
S63-LEFIASK-V64 AAGC
CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCATATCTAGTATAACCATTCGTAG 910

G

159



ES 2703 540 T3

Nombre de | SEQID | Secuencia
secuencia NO
anti-hHER2-HC- | 98 GACAGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGGGCCGTTTCACTATAAGCG
V64L-EFIAS-KB5 CAGAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGCATATCTAGTATAACCATTCGTAG

G
anti-hHER2-LC- |30
S76D-S77-L78-
EFIASKLA-Q79 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTATT

AC

CTTGCTGGCGATGAAGTCCAGGCTGTCGATGGTCAGAGTGAAATCCG
TCC

anti-hHER2-HC- | 101 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTGCCTGGTGAAGGACTACTT
S132G-K133D- ce
S134-T135L-S136-
IS/ G138l TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGGGCCAGGGGG
A141L-L142-G143N
anti-hHER2-HC- | 103 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACACAGCCGCCCTGGGCTGE
K133G-5134D-
T135S-S136L- TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGGGGGCCAGGG
G1375-G138W-
LLRLLN-T139
anti-hHER2-HC- | 105 | GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGGCCCTGGGCTGCCTGGTG
S134G-T135D-
S5136-G137L- CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGCTGCTGGGGGCCAGG
G138S-T139W-
A140L
anti-hHER2-HC- | 106 | CTGAGACTGCTGAACGCCCTGGGCTGCCTGGTG
S134G-T135D-
S136-G137L-
e GTTCAGCAGTCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGC
A140LLRLLN-AT41
ant-hHER2-HC- | 108 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGCCGCCCTGGGCTGCCTG
T135G-S136D-
G1375-G138L- TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTCTTGCTGCTGGGGGCC
T139S-WLLRLLN-
A140
anti-hHER2-HC- | 123 | GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTC

T359G-K360D-
N361S-Q362L-
V363S-S364W

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCATCTCCTCCCGGGAGGGG

160

SEQ
ID NO

912

913

914

915

916

917

918

919

920

921

922

923

924

925

926



Nombre
secuencia

anti-hHER2-HC-
S132G-K133D-
S134-T135L-S136-
G137W-G138L

anti-hHER2-HC-
S134G-T135D-
S136-G137L-
G138S-T139W-
A140L-A141L-
L142R-G143L-
C144L-L145N

anti-hHER2-HC-
L193G-G194D-
T195S-Q196L-
T197S-Y198W-
1199L

anti-hHER2-HC-
L193G-G194D-
T195S-Q196L-
T197S-Y198W-

1199LLRLLN-C200

anti-hHER2-HC-
L193G-G194D-
T195S-Q196L-
T197S-Y198W-
[199L-C200L-
N201R-V202L-
N203L-H204N

anti-hHER2-HC-
E357G-M358D-
T359S-K360L-
N361S-Q362W-
V363L

anti-hHER2-HC-
E388-GDSLSWL-
N389

anti-hHER2-HC-
P189G-S190D-
S191-S192L-
L193S-G194W-
T195L

anti-hHER2-HC-
P189G-S190D-
S191-S192L-
L193S-G194W-
T195L-Q196L-
T197R-Y198L-
1199L-C200N

NO

100

107

117

118

119

120

126

109

111

ES 2703 540 T3

de | SEQ ID | Secuencia

GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGACAGCCGCCCTGGGCTGC

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGGGGGCCAGGGGG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACGTGAAGGACTACTTCCCCG
AGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGCTGCTGGGGGCCAGG

GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGTGCAACGTGAACCACAAGCCCAG

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGCTGGGCACTGTC

CTGAGACTGCTGAACTGCAACGTGAACCACAAGCCCAG

GTTCAGCAGTCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGCCCAGCAACACCAAGG

TGG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCTGCTGCTGGGCACTGTC

GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGG

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCCGGGAGGGGGGC

GGCGACAGCCTGAGCTGGCTGAACAACTACAAGACCACACCTCCAG

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC

GCGACAGCCTGAGCTGGCTGCAGACCTACATCTGCAACGTGAAC

CAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCACTGTCACCACGCTGGACAG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACGTGAACCACAAGCCCA

GCAAC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCACTGTCACCACGCTGGAC
AG

161

SEQ
ID NO

927

928

929

930

931

932

933

934

935

936

937

938

939

940

941

942

943

944



Nombre de
secuencia

anti-hHER2-  HC-
L398G-D399-S400-
D401L-G402S-
S403W-F404L-
LRLLN-F405

anti-hHER2-HC-
P189G-S190D-
S191-S192L-
L193S-G194W-
T195L-LRLLN-Q196

anti-hHER2-HC-
P189D-S190-
S191L-S192E-
L193F-G194l-
T195A-Q196S-
T197K-Y198L-
[199A

anti-hHER2-HC-
S190G-S191D-
S192-L193-G194S-
T195W-Q196L-
T197LRLLN-Y198

anti-hHER2-HC-
S190D-S191-
S192L-
L193EG194F-
T195I-
Q196AT197S-
Y198K-1199L-
C200A

anti-hHER2-HC-
D413-K414S-
S415L-R416S-
W417-Q418L-
Q419L-G420R-
N421L-V422L

anti-hHER2-HC-
D413-K414S-
S415L-R416E-
W417F-Q418I-
Q419A-G420S-
N421K-V422L

anti-hHER2-HC-
E382D-S383-
N384L-G385E-

SEQ ID | Secuencia
NO

134 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTTCCTGTACAGCAAGCTGAC

CGTG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCACTGGAGGTGTGGTCTTG

TAG

110 CTGAGACTGCTGAACCAGACCTACATCTGCAACGTGAAC

GTTCAGCAGTCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGC

112 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTGCAACGTGAACCACAAGC

CCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCACTGTCACCACGCTGGACA

G

113 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTACATCTGCAACGTGAACCA

CAAGC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGGCACTGTCACCACGCTG

G

115 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACGTGAACCACAAGCCCA

GCAAC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCACTGTCACCACGCTG

G

137 AGCCTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGTTCAGCTGCAGCGTGATGC

ACG

CAGCAGTCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCCACGGTCAGCTTGCTG

TAC

138 AGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGTTCAGCTGCAGCGTGATGC

ACG

CAGCTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCACGGTCAGCTTGCTGT

AC

125 GACAGCCTGGAGTTCATCGCCAACAACTACAAGACCACACCTCCAG

GGCGATGAACTCCAGGCTGTCCCACTCCACGGCGATGTCGC

ES 2703 540 T3

162

SEQ

ID NO

945

946

947

948

949

950

951

952

953

954

955

956

957

958

959

960



Nombre de
secuencia

Q386F-P387I-
E388A

anti-hHER2-HC-
E382D-S383-
N384L-G385S-
Q386W-P387L-
E388L

anti-hHER2-HC-V2-
GDSLSWLLRLLN-
Q3

anti-hHER2-LC-12-
GDSLSWLLRLLN-
Q3

anti-hHER2-LC-
C214-
GDSLSWLLRLLN

anti-hHER2-LC-12-
DSLEFIASKLA-Q3

anti-hHER2-LC-
C214-
DSLEFIASKLA

anti-hHER2-HC-V2-
DSLEFIASKLA-Q3

SEQ ID | Secuencia

NO

124

94

26

28

27

29

95

140

GACAGCCTGAGCTGGCTGCTGAACAACTACAAGACCACACCTCCAG

CAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCCCACTCCACGGCGATGTCGC

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGCTGGTGGAGTCTGGCG

G

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCAACCTCAGCAGTGGCACCG

GG

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACCAGATGACCCAGTCCCCGA

GC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGATATCAGCAGTGGCACCG

GG

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGCACTCGCCCCTGTTGAAG

C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGATGACCCAGTCCCCGA

G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGATATCAGCAGTGGCACCG

GG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCACTCGCCCCTGTTGAAG

C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCCAGCTGGTGGAGTCTGGCG

G

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCAACCTCAGCAGTGGCACCG

G

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTAATCTAGACACCTCAGACAATCAA

cC

ES 2703 540 T3

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTAATCTAGACACCTCAGACAATCAAC

C

163

SEQ
ID NO

961

962

963

964

965

1095

966

967

968

969

970

971

972

973

974
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia

anti-hHER2-HC-
K447-
GDSLSWLLRLLN

anti-hHER2-HC-
K447-
DSLEFIASKLA

anti-hHER2-HC-
S132D-K133S-
S134L-T135E-
S136F-G1371-
G138A-T139S-
A140K-A141L-
L142A

anti-hHER2-HC-
S190D-S191-
S192L-
L193EG194F-
T195I-
Q196AT197S-
Y198K-1199L

anti-hHER2-HC-
S191D-S192-L193-
G194E-T195F-
Q1961-T197A-
Y198SI199K

anti-hHER2-HC-
L398D-D399S-
S400L-
D401EG402F-
S4031-F404A-
F405S-L406K-
Y407L-S408A

anti-hHER2-HC-
E388-DSLEFIASK-
N389

anti-hHER2-HC-
E388-DSLEFIASKL-
N389

NO

141

102

114

116

135

131

130

CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACTAATCTAGACACCTCAGACAATCAA
CC

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTTGCCGGGGGACAGGCTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCTAATCTAGACACCTCAGACAATCAAC
C

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTTGCCGGGGGACAGGCTC

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCGGCTGCCTGGTGAAGGACT
AC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGGGCCAGGGGG

AGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGGGCACTGTCACCACGCTG

G

GACAGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGTGCAACGTGAACCACAAGC

CCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGCTGGGCACTGTCACCACG
C

CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAAGCTGACCGTGGACAAGT
CCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCACTGGAGGTGTGGTCTTGT

AG

GACAGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGAACAACTACAAGACCACACC

TCCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC

AGCCTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGAACAACTACAAGACCACACC
TCCAG

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC

164

SEQ
ID NO

975

976

977

978

979

980

981

982

983

984

985

986

987

988

989
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia SEQ
secuencia NO ID NO
pET22b/TEV GAGAACCTGTACTTCCAAGGCCAC 990
ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC 991
CACCACCACCACCACCACTGAG 992
PPTasa_C. TTGGAAGTACAGGTTCTCACGTTCGCAGAGGAATTTACACACTTC 993
thermocellum_pET2 TAAGAAGGAGATATACATATGGGTTTTCTGCCGAAAGAGAAAAAG 994
2b/T EV
ACP_C. GTGGTGGTGGTGGTGGTGGCTATTATTTTTAATATATTCAACGACGTC | 995
thermocellum GC
_pET22b TAAGAAGGAGATATACATATGTTCGAGAAAGTCCGTAAAATCATTGC | 996
ACP_E.coli_pET22 GTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCCTGGTGGCCGTTGATGTAATC 997

b

TAAGAAGGAGATATACATATGAGCACTATCGAAGAACGCGTTAAG 998

anti-hHER2-HC- | 132 | CTGGACATGCTGGAGTGGAGCCTGATGAACAACTACAAGACGACACC | 999
E388- TCCAG
GDSLDMLEWSLM-
N389 CCACTCCAGCATGTCCAGGCTGTCGCCCTCGGGCTGGCCGTTGCTC | 1000
anti-hHER2-HC-V2- | 96 CTGGACATGCTGGAGTGGAGCCTGATGCAGCTGGTGGAGTCTGGGCG | 1001
GDSLDM LEWSLM- G
Q3
CCACTCCAGCATGTCCAGGCTGTCGCCAACCTCAGCAGTGGCACCG | 1002
G
MAb2-HC-T359- | 148 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAAGAACCAGGTCAGCCTGA | 1003
GDSLSWLLRLLN- CCTG
K360
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGGTCATCTCCTCCCGGGAT | 1004
G
mAb2-HC-E388- | 149 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACAACTACAAGACGACGCC | 1005
GDSLSWLLRLLN- TCCC
N389
TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCCTCCGGCTGCCCATTGCTC | 1006
TC
ant-hHER2-HC- | 143 | CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAACAGCACCTACAGGGTGG | 1007
Y296- TGTC
GDSLSWLLRLLN-
N297

TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTACTGCTCCTCTCTGGGCT | 1096
TG
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Nombre de | SEQ ID | Secuencia

secuencia NO

anti-hHER2-HC- 145 CTGAGCTGGCTGCTGAGACTGCTGAACAGCACCTACAGGGTGGTGT

N297- CC

GDSLSWLLRLLN-

5298 TCTCAGCAGCCAGCTCAGGCTGTCGCCGTTGTACTGCTCCTCTCTGG
GC

anti-hHER2-HC- 144 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAACAGCACCTACAGGGTGG

Y296- TGTC

DSLEFIASKLA-

N297 CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTACTGCTCCTCTCTGGGCT
TG

anti-hHER2-HC- 146 CTGGAGTTCATCGCCAGCAAGCTGGCCAGCACCTACAGGGTGGTGT

N297-
DSLEFIASKLA-
S298

Tras_HC_S6_i415_
S418A

Human PPTasa_N-

His6 (clonacion
PIPE) ('His6'
divulgada como

SEQ ID NO: 11086)

pRS_N-His6
(clonacion PIPE)
('His6' divulgada
como SEQ ID NO:
1106)

Human PPTasa_ C-

His6 (clonacion
PIPE) ('His6'
divulgada como

SEQ ID NO: 1106)

pRS_C-His6
(clonacion PIPE)
('His6' divulgada
como SEQ ID NO:
1106)

T. maritima PPTasa

Superiro = Cebador de avance

Inferior= Cebador reverso

CC

CTTGCTGGCGATGAACTCCAGGCTGTCGTTGTACTGCTCCTCTCTGG
GC

GCCCGAGGGCGACGCCCTGAGCTGGCTG

CAGCCAGCTCAGGGCGTCGCCCTCGGGC

CATCACCATCACCATCACGTTTTCCCTGCCAAACGGTTCTGC

ACGGGCCCTCTAGACTTATGACTTTGTACCATTTCGTATTGGAATTTC

TAAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACC

GTGATGGTGATGGTGATGAGGCTGAGCAGTGGCACCGG

GGTGCCACTGCTCAGCCTGTTTTCCCTGCCAAACGGTTCTGC

GTGATGGTGATGGTGATGTGACTTTGTACCATTTCGTATTGGAATTTC

CATCACCATCACCATCACTAAGTCTAG

AGGCTGAGCAGTGGCACCGG

ATGATAGTCGGTGTGGGTATTGATG

TTACTCTCCGATGAGGATGTTACC
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SEQ

ID NO

1008

1097

1009

1098

1010

1099

1011

1100

1012

1101

1013

1102

1014

1103

1015

1104

1016

1105
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Tabla 9. Rendimientos de expresion de IgG de Trastuzumab con etiquetas peptidicas insertadas/injertadas (HC,
cadena pesada; LC, cadena ligera). Los valores entre paréntesis, ( ) [ ], corresponden a los rendimientos de
anticuerpos después del escalamiento.

Constructo (anticuerpo completo probado, el nombre representa | Rendimiento  por | Escala de |SEQ
parte la HC o LC que contiene la etiqueta peptidica, el tipo de cadena | litro de cultivo/mg | expresion/L ID NO
silvestre apareada no esta en la lista)

anti-hHER2-HC-S134G-T135D-S136-G137L-G138S-T139W-A140L | 26 0.02 105
anti-hHER2-HC-L193G-G194D-T195S-Q196L-T197S-Y198W- 73 0.02 117
1199L

anti-hHER2-HC-P189G-S190D-S191-S192L-L193S-G194W-T195L | 61 (36) 0.02 (1) 109
anti-hHER2-HC-T359G-K360D-N361S-Q362L-V363S-S364W 43 0.02 123
anti-hHER2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 45 (29) 0.02 (1) 121
mAb2-HC-T359-GDSLSWLLRLLN-K360 78 0.05 148
mAb2-HC-E388-GDSLSWLLRLLN-N389 26 0.05 149
anti-hHER2-HC-E357G-M358D-T359S-K360L-N361S-Q362W- 59 0.02 120
V363L

anti-hHER2-HC-E388-GDSLSWLLRLLN-N389 39 (13) [16] 0.02 (1)[0.5] 127
anti-hHER2-HC-E388-GDSLSWL-N389 39 0.02 126
anti-hHER2-LC-C214-GDSLSWLLRLLN 42 0.02 28
anti-hHER2-HC-S134G-T135D-S136-G137L-G138S-T139W- 2 0.05<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>