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DESCRIPCION
Conjugados de anticuerpos multifuncionales
Antecedentes

El desarrollo de agentes terapéuticos bifuncionales tiene un gran potencial para aumentar las estrategias de terapia
de combinacion. Un agente terapéutico bifuncional puede proporcionar el beneficio de una terapia de combinacion
modulando dos rutas diferentes con una entidad terapéutica. Ademas, los agentes terapéuticos bifuncionales
también pueden beneficiarse de sinergias entre rutas y demostrar una actividad aumentada en comparacion con
agente monofuncionales. Ademas, los agentes terapéuticos bifuncionales pueden proporcionar beneficios en
términos de costes de fabricacion, almacenamiento y envio reducidos, asi como reducir el nimero de terapias
administradas al paciente y simplificar los regimenes de dosificacion.

El IGF1R es una proteina heterotetramérica transmembrana que tiene dos cadenas o extracelulares y dos cadenas
B transmembrana en una configuracion unida por disulfuro (B-a-o-). El IGF-1R se une al IGF-1 con gran afinidad. El
IGF-1 es un péptido de 70 aminoacidos que se produce principalmente por el higado en respuesta a la estimulacion
por hormona del crecimiento, pero puede sintetizarse por casi cualquier tejido en el cuerpo y circula en suero a
concentraciones de 100-200 ng/ml. La sefalizacion de IGF1-R puede desempefiar un papel en multiples tipos
tumorales y esta especificamente implicada en el cancer pulmonar. Por ejemplo, niveles plasmaticos elevados de
IGF-1 se asocian con un riesgo aumentado de cancer pulmonar. Ademas, IGF-1, IGF-2 e IGF-1R se expresan por
células pulmonares normales pero se sobreexpresan por células de cancer pulmonar. La sefializacion de IGF-1R
también se ha implicado en el cancer de mama, cancer de prostata, cancer colorrectal, sarcoma, mieloma multiple y
otros tumores malignos. Los documentos WO002053596, W02005016967, W02005005635y WO02009032145
describen anticuerpos de IGF1R y sus porciones de unién a antigeno.

La angiopoyetina-1 (Ang1) y la angiopoyetina-2 (Ang2) median el proceso de angiogénesis como ligandos del
receptor de células endoteliales Tie2, junto con VEGF y otros reguladores de la angiogénesis. La Ang1 estimula la
fosforilacion de Tie2, recluta pericitos hacia vasos sanguineos recién formados y promueve su maduracion. Se sabe
que la Ang2 es angiogénica y se sobreexpresa en muchos canceres. La Ang2 compite con la Ang1 por la unién de
Tie2, promueve la disociacion de pericitos y da como resultado vasos sanguineos inestables. En presencia de VEGF
y otros factores angiogénicos, las células endoteliales en estos vasos inestables proliferan y migran para formar
nuevos vasos sanguineos.

Aproximadamente el 50 % de los pacientes con tumores solidos tienen una expresion aumentada de Ang2, pero los
niveles de Ang2 en tejidos cancerosos son muy variables. Una mayor expresion de Ang2 esta claramente
correlacionada con una escasa supervivencia, enfermedad en fase posterior y canceres mas invasivos. También se
ha correlacionado una menor proporcion entre Ang1 y Ang2 con un mal prondstico para cancer de ovario. Se
describe que la expresion de Tie2 esta regulada positivamente en el carcinoma hepatocelular, astrocitomas,
sarcoma de Kaposi, angiosarcoma cutaneo y carcinoma pulmonar no microcitico. Tie2 se sobreexpresa en los vasos
sanguineos de muchos tumores. Los monocitos que expresan Tie2 contribuyen a la formacion de vasos sanguineos
tumorales. Datos recién publicados demuestran que el secuestro de Ang2 especificamente puede inhibir el
crecimiento tumoral y provocar la regresion de tumores en fase determinada. El documento W02008056346 desvela
péptidos de unién a Ang2.

Dirigirse tanto a IGF1R como a Ang2 en la misma terapia puede mostrar ser una herramienta eficaz para los
oncologos la usen en multiples entornos de tratamiento. Dichas estrategias se han postulado (por ejemplo, en los
documentos W02009088805 y W0O2010040508), pero ninguna se ha autorizado hasta la fecha. Por lo tanto, existe
la necesidad de proporcionar terapias oncolégicas alternativas que se dirijan tanto a IGF-1R como a Ang2.

La referencia a cualquier técnica en el presente documento descriptiva no es, ni debe interpretarse como, un
reconocimiento de ninguna forma o sugerencia de que la técnica citada forme parte del conocimiento general
comun.

Sumario de la Invencién

La presente invencidon proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de anticuerpo multifuncional
(MAC), comprendiendo el MAC:

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que_com agende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™" Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

el método comprende unir covalentemente la fraccion efectora a un enlazador que termina en un éster activado con
un grupo saliente Z * de férmula:
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o)
\ \@R]
Z 'h
donde R'esF,yh=3,405,

y reaccionando el complejo Fraccion efectora-enlazador-Z * asi formado con el anticuerpo.
La presente invencién también proporciona composiciones producidas de acuerdo con los métodos de la invencion.

La presente invenciéon proporciona una composicion que comprende un conjugado de anticuerpo multifuncional
(MAC), el MAC que comprende:

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K'® y H™" Segun la numeracion de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

en gionde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se conjuga con
-CLk.

La presente divulgacion proporciona un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC) que comprende un anticuerpo
o parte de unién a antigeno del mismo, conjugado a al menos una fraccion efectora, y sales, estereoisomeros,
tautdmeros, solvatos y profarmacos farmacéuticamente aceptables del mismo. La invencion también proporciona
composiciones farmacéuticas y muestras que comprenden los MAC de la invencion.

La presente descripcion también proporciona un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC) que comprende un
anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo, conjugado con al menos un péptido de uniéon a Ang2.

La presente divulgacion proporciona un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC) que comprende un anticuerpo
anti-IGF1R o una porcion de union a antigeno del mismo, conjugado con al menos un peptido de union a Ang2.

En algunas realizaciones, el al menos un péptido de unién a Ang2 se conjuga con la cadena lateral de un resto de
conjugacion del anticuerpo mediante un enlazador.

En algunas realizaciones, la fraccion efectora se une covalentemente a la cadena lateral de un residuo de lisina en la
region Fab del anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo. En algunos aspectos de la divulgacion, la fraccion
efectora se une covalentemente a la cadena lateral de un residuo de lisina en la regidon de cadena pesada constante
(CH) o cadena ligera constante (CL). La reaccion de la fraccion efectora con el dominio CL del anticuerpo es
particularmente deseable para minimizar, o prevenir, cualquier interferencia con la porcién Fc del anticuerpo a los
receptores Fc (como FcyR y FcRn) o la unién del anticuerpo a sus respectivos objetivo. A la inversa, la conjugacion
de la fraccién efectora respectiva a la porcion Fc del anticuerpo puede disminuir la vida media del anticuerpo en vivo
y / 0 su capacidad para interactuar con el sistema inmunologico (funcidn efectora). La conjugacion de la fraccion
efectora en la region de cadena pesada variable (VH) o cadena ligera variable (VL) del anticuerpo conlleva el riesgo
de disminuir la union del anticuerpo a su cognado.

En realizaciones de la invencion, la fraccion efectora esta unida covalentemente a la cadena lateral de un residuo de
lisina en el dominio de la region kappa (CLk) de cadena ligera constante. La conjugacion preferencial de la parte
efectora al dominio CLk simplifica la creacion de isotipos MAC al permitir los interruptores isotipicos de los dominios
CH del anticuerpo sin afectar los sitios de conjugacion de la parte efectora al anticuerpo.

La fraccion efectora se puede unir covalentemente a la cadena lateral de K® de Ia region constante cggl dominio
kappa de la cadena ligera (CLk), (SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 45, SEC ID NO: 46 o SEC ID NO: §107) (K™ Segtn la
numeggxcic’m de Kabat). En algunas realizaciones, la fraccion efectora se une covalentemente a K™ de SEC ID NO:
15. K de la SEC ID NO: 15 se encuentra lejos de las regiones clave del anticuerpo respectivo, como la region
paratdpica, el dominio de unién a FcRn, la bisagra, los dominios de unién a FcR; esto proporciona la ventaja de que
la vinculacion preferencial en estos sitios limita la cantidad de interferencia a la interaccion anticuerpo-antigeno
cuando el MAC se conjuga con la fraccion efectora.

En algunos aspectos, la fracuon efectora esta unida covalentemente a K * del motivo K * HK. El K * del motivo K *
HK puede corresponger a K* de §EC ID NO: 15. En algunos aspectos, la fraccion efectora esta unida
covalentemente a K'®® del motivo K'®**H ubicado en la region CLk, de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat. En algun aspecto, la regiéon CLk comprende al menos los residuos 62-103 de la SEC ID NO: 15, 45, 46 0 47.
En algunos aspectos, la region CLk comprende la SEC ID NO: 15, 45, 46 0 47.

En algunos aspectos, la region CLk comprende al menos los residuos 62-103 de la SEC ID NO: 15. En algunos
aspectos, la region CLk comprende la SEC ID NO: 15. En algun aspecto, la regiéon CLk comprende al menos los
residuos 62-103 de la SEC ID NO: 45. En algunos aspectos, la region CLk comprende la SEQ ID NO: 45. En algun
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aspecto, la region CLk comprende al menos los residuos 62-103 de la SEC ID NO: 46. En algunos aspectos, la
region CLk comprende la SEQ ID NO: 46. En algun aspecto, la region CLk comprende al menos los residuos 62-103
de la SEC ID NO: 47. En algunos aspectos, la region CLk comprende la SEQ ID NO: 47.

En algunos aspectos, la regién CLk co prende la SEC ID NO: 45 0 47. Cuando la regién CLk comprende la SEC ID
NO: 45 0 47 en parte o en su totalidad,”™ puede sel%caonarse del grupo que consiste en K, R, G, A \/2 L, I,ST,C,
M,N,Q,D,E,H,F,WoY.En algunos aspectos, x& puede ser G, A, V,Loll. En algunos aspectos X puede ser K,
R,NoQ. En algunos agpectos X puede ser D, o E. En algunos a%gectos S puede serK,R,G,A, V,L, I, NoQ.
En algunos aspectos,Z X~ puede serD, o0 E. En algunos aspectos, x - puede serK, R, G, A, V, L, I N Q Do E En
algunos aspectos, X8 puede ser D 59 E.En algunos aspectos, x> puede ser H, F, Wo'Y.En algunos aspecgtas x* no
es prolina. En algunos aspectos, X® (de las SEQ ID NO: 15,45,46y/047)es R.En algunos aspectos, K'-CLk es
R.

Las SEQ ID NO: 45 y 47 comprenden los polimorfismos identificados en el CLk; VIRGINIA153 L/ V1913( %un Ia
numeracién de Kabat). Asi, los tres polimorfismos son: Km (1): V'°*/ L™": Km (1 2) Q By m (3) A’

algunos aspectos de la invencién que comprenden la SEQ ID NO: 45 y / o 47, esV, yx* es L (Km (1))
algunos aspectos de la invencion que comprenden la SEQ ID NO: 45y / o ar, X" es A, yx83 es L (Km (1,2)). E
algunos aspectos de la invencion que comprenden la SEQ ID NO: 45y / 0 47, x*° es A, yx° *esV (Km (3)).

En algunos aspectos, el MAC comprende una fraccion efectora conjugada con CLk K'® en ambas cadenas ligeras.
En algunos aspectos, el MAC comprende una fraccion efectora conjugada con CLk K" solo en una cadena ligera
En algunos aspectos, el Effector M0|et¥ solo se conjuga con el MAC en K '88 CLk. En algunos aspectos, la fraccion
efectora se conjuga con el MAC en K™ CLk en una cadena ligera y otra ubicacion en el anticuerpo. En algunos
aspectos, la fraccion efectora se conjuga con el MAC en K ® CLk en'una cadena Ilqgga y otras 2 ubicaciones en el
anticuerpo. En algunos aspectos, la fraccion efectora se conjuga con el MAC en K™ CLk en una cadena Ilgaera y
otras 3 ubicaciones en el anticuerpo. En algunos aspectos, la fraccion efectora se conjuga con el MAC en K’ 4‘3'§
en ambas cadenas ligeras, y en otro lugar. En algunos aspectos, la fraccion efectora se conjuga con el MAC en K
ClLk en a g%as cadenas ligeras, y en otros 2 lugares. En algunos aspectos, la fraccion efectora se conjuga con el
MAC en K'® CLk en ambas cadenas ligeras, y en otros 3 lugares.

Muestras y composiciones de la invencidn.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo g€-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

%} donde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se conjuga con
-CLk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que com 8rende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracion de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

, %n donde al menos aproximadamente el 60 % de la fraccion efectora en la composicién o muestra se conjuga con
®-CLk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que comprende
(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una

region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula
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A A
T

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

eqagonde al menos aproximadamente el 70 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se conjuga con
K™-CLk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

en, onde al menos aproximadamente el 80 % de la fraccion efectora en la composicidon o muestra se conjuga con
K™-CLk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que_com agende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™" Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

en, onde al menos aproximadamente el 90 % de la fraccion efectora en la composicidon o muestra se conjuga con
K™-CLk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de uniéon a antigeno del mismo, que_com agende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™" Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en % que al menos aproximadamente el 50 % del anticuerpo comprende una fraccion efectora unida por covalencia
a K™-CLk en al menos una cadena ligera.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un MAC que comprende
(i) un anticuerpo o porcion de unidon a antigeno del mismo, que_comprende al menos un fragmento de una

.
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H'®® Segun la numeracion de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula
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A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo g-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde 1% menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en % que al menos aproximadamente el 60 % del anticuerpo comprende una fraccion efectora unida por covalencia
a K™"-CLk en al menos una cadena ligera.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo e-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en, ogde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se conjuga
con K™-Clk, y

en ?Aaque al menos aproximadamente el 70 % del anticuerpo comprende una fraccion efectora unida por covalencia
a K™-CLk en al menos una cadena ligera.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que_com agende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™" Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde 8l menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en ?Aaque al menos aproximadamente el 80 % del anticuerpo comprende una fraccion efectora unida por covalencia
a K™-CLk en al menos una cadena ligera.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que_com agende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en el que al menos aproximadamente el 90 % del anticuerpo comprende una fraccién efectora unida por covalencia
aKk -CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, la fraccion efectora se conjuga covalentemente con
K™ -CLk en ambas cadenas ligeras.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una muestra de MAC que comprende
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(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

I A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo g€-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde 8l menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K'®-CIk, y

, en donde al menos aproximadamente el 30 % de la muestra comprende restos efectoras conjugados en
aproxmadamente 2 ubicaciones por anticuerpo, y en donde al menos un sitio de conjugacion de grupo efector es
K'®.CLk. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 40 %. En algunos aspectos, la cantidad es de
alrededor del 50 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 60 %. En algunos aspectos, la cantidad es
de alrededor del 70 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 80 %. En algunos aspectos, la cantidad
es de alrededor del 90 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 95 %. En algunos aspectos, la
cantidad es de alrededor del 99 %.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

A A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde | menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K'®-CIk, y

en la que al menos aproximadamente el 30 % de la muestra comprende restos efectoras conjugados en
aproximadamente 3 ubicaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion de la fraccion efectora
son K™-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 40 %. En algunos
aspectos, la cantidad es de alrededor del 50 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 60 %. En
algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 70 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 80 %.
En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 90 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 95
%. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 99 %.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde g{! menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K'®-Clk, y

en la que al menos aproximadamente el 30 % de la muestra comprende restos efectoras conjugados en
aproxmggdamente 4 ubicaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion de la fraccién efectora
son K'®-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 40 %. En algunos
aspectos, la cantidad es de alrededor del 50 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 60 %. En
algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 70 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 80 %.
En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 90 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 95
%. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 99 %.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unidn a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
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region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K'® y H'®® Segun la numeracion de Kabat;

(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en la que al menos aproximadamente el 30 % de la muestra comprende restos efectoras conjugados en
aproxiqggdamente 5 ubicaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion de la fraccion efectora
son K™-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 40 %. En algunos
aspectos, la cantidad es de alrededor del 50 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 60 %. En
algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 70 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 80 %.
En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 90 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 95
%. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 99 %.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que com 8rende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

S A\
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'88 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde 1% menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en el que al menos el 50 % de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos una fraccion efectora.
En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 60 % de las moléculas de la cadena ligera estan conjugadas
con al menos una fraccion efectora. En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 65 % de las moléculas de
cadena ligera estan conjugadas con al menos una fraccion efectora. En algunos aspectos, al menos
aproximadamente el 70 % de las moléculas de la cadena ligera estan conjugadas con al menos una fraccion
efectora. En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 75 % de las moléculas de la cadena ligera estan
conjugadas con al menos una fraccion efectora. En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 80 % de las
moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos una fraccion efectora. En algunos aspectos, al menos
aproximadamente el 85 % de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos una fraccion efectora.
En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 90 % de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con
al menos una fraccion efectora. En algunos aspectos, al menos aproximadamente el 95 % de las moléculas de
cadena ligera se conjugan con al menos una fraccion efectora.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC que comprende

(i) un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo, que comprende al menos un fragmento de una
region kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™ Segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, donde Z es un grupo de féormula

I A
T

)

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible biolégicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

(iii) en donde 1% menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se
conjuga con K™-CIk, y

en el que al menos aproximadamente el 70 % de las moléculas de la cadena pesada no estan conjugadas con la
fraccion efectora. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 75 %. En algunos aspectos, la cantidad es
de alrededor del 80 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 85 %. En algunos aspectos, la cantidad
es de alrededor del 90 %. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor del 95 %. En algunos aspectos, la
cantidad es de alrededor del 99 %. En algunos aspectos, sustancialmente todas las moléculas de la cadena pesada
estan no conjugadas con la fraccion efectora.
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En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un MAC que comprende un anticuerpo, o una porcion de union a
antigeno del mismo, conjugado covalentemente a una fraccion efectora a través de un enlazador, caracterizado
porque el anticuerpo o porcién de uni%rg a antigeno del mismo comprende el motivo KHK, y la fraccion efectora es
Conjugado a la cadena lateral de la K. ™" residuo (segun la numeracion de Kabat).

En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadenas ligeras individuales que no estan conjugados tiene un
limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55
% y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55y 60 %. En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadenas ligeras individuales que se conjugan en una
ubicacion tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 25, 30, 35, 40, 45, 50
55 %, y un limite superior seleccionado del grupo que consta de aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90 y 95 %. En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena ligera individuales que se
conjugan en 2 ubicaciones tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,5,10, 15, 20 y 25 %, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 5,
16,7,8,9, 5,10, 15, 20, 25, 30, 35y 40 %.

En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena pesada individuales que no estan conjugados tiene un
limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 75y 80 % y un limite
superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95y 99 %. En algunos
aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena pesada individuales que se conjugan en una ubicacion tiene un
limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1, 2, 5, 10, 15, 20 y 25 % y un limite
superior seleccionado de grupo que consiste en aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 50 %. En algunos
aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena pesada individuales que se conjugan en 2 ubicaciones tiene un
limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 15 % y un limite
superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 15y 20 %.

En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion
tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2,
1,3, 1,4, 1,5, 1,55, 1,6, 1,65, 1,7, 1,75, 1,8, 1,85, 1,9, 1,95 y 2, y un limite superior seleccionado del grupo que
consiste en aproximadamente 1,6, 1,7, 1,75 1,8, 1,85, 1,9, 1,95, 2,0, 2,05, 2,1, 2,15, 2,2, 2,25, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7,
2,8, 2,9, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5 y 5. En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o
composicion de la invencion esta entre aproximadamente 1,5 y alrededor de 2,5. En algunos aspectos, el nimero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion esta entre aproximadamente 1,6 y
aproximadamente 2,4. En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o
composicion de la invenciéon esta entre aproximadamente 1,7 y aproximadamente 2,3. En algunos aspectos, el
numero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion esta entre
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2. En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en
una muestra o composicion de la invencion es una cantidad seleccionada del grupo que consiste en
aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,55, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,65, aproximadamente
1,7, aproximadamente 1,75, aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,85, aproximadamente 1,9,
aproximadamente 1.95, aproximadamente 2.0, aproximadamente 2.05, aproximadamente 2.1, aproximadamente
2,15, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,25, aproximadamente 2,3, aproximadamente 24 vy
aproximadamente 2,5. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor de 1,7. En algunos aspectos, la cantidad es
de alrededor de 1,8. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor de 1,9. En algunos aspectos, la cantidad es
aproximadamente 2. En algunos aspectos, la cantidad es aproximadamente 2.1. En algunos aspectos, la cantidad es
de aproximadamente 2,1. En algunos aspectos, la cantidad es de alrededor de 2,3.

En algunos aspectos de la invencion, el nimero de conjugaciones por anticuerpo es inferior a 2, con al menos el 50
% de la poblacién de anticuerpos que tiene solo una conjugacion Unica por anticuerpo. Estas muestras son
ventajosas ya que permiten que las reacciones de conjugacion adicionales se dirijan al sitio CLk restante. En
algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion esta
entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,5. En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por
anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion esta entre aproximadamente 0,6 y aproximadamente 1,4.
En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion
esta entre aproximadamente 0,7 y aproximadamente 1,3. En algunos aspectos, el numero de conjugaciones por
anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion esta entre aproximadamente 0,8 y aproximadamente 1,2.
En algunos aspectos, el nimero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion
esta entre aproximadamente 0,9 y aproximadamente 1,1.

Una de las ventajas de la invencion es que, dependiendo de los reactivos y las condiciones de reaccion
(especialmente el éster del grupo saliente y la relacion molar del enlazador: anticuerpo), se pueden generar
composiciones y muestras de MAC con un numero definido de Restos Efector en relacion con numero de
anticuerpos. Esto puede ser especialmente util cuando se equilibran las reactividades relativas y las ventanas
terapéuticas de la fraccion efectora y el anticuerpo. Ademas, en algunas situaciones, aumentar el ndmero de
péptidos por anticuerpo mas alla de un cierto umbral puede no resultar en un aumento de la unién a la diana o efecto
terapéutico. Por lo tanto, es util poder controlar el nimero de péptidos conjugados por anticuerpo y, al hacerlo, dirigir
la ubicacién de la conjugacion para minimizar el Fc o combinar la interferencia del sitio. En algunas situaciones, por
Io%gnto, aspectos de la invencion que permiten una conjugacion reducida, decorando preferentemente solo un tnico
K™ -CLk puede ser ventajoso.

En algunos aspectos, una muestra de MAC puede ser una composicion farmacéutica.
Anticuerpo IGFR

En algunas realizaciones, el al menos un péptido de unidon a Ang2 se conjuga mediante la cadena lateral de un resto
de lisina en el anticuerpo anti-IGF-1R. En algunas realizaciones, el al menos un péptido de unidon a Ang2 se une
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covalentemente al dominio CL. En algunas realizaciones, el al menos un péptido de union a Ang2 se une
covalentemente a la region F(ab) del anticuerpo anti-IGF-1R. En algunas realizaciones, el al menos un péptido de
union a Ang2 se une covalentemente a la region constante de cadena ligera del anticuerpo anti-IGF-1R. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-IGF-1R se une covalentemente al péptido de unién a Ang2 mediante un enlazador.
En aI%un?s realizaciones, el péptido de unién a Ang2 no esta fusionado en el extremo C’ o N’ terminal del anticuerpo
anti-IGF-1R.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF-1R se selecciona de los descritos en los documentos W002053596
(US7,037,498) y W0O2005016967 (US7,371,378) (incorporandose el contenido de cada uno de los mismos en el
presente documento). En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio constante de cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO: 5.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena pesada seleccionado del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 6, los restos 1-122 de la SEQ ID NO: 1 y los restos 1-122 de la SEQ ID NO: 3. En
algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende los restos 1-122
de la SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHCDR1 que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 7, los restos 26-35 de la SEQ ID NO: 1y los restos
26-35 de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el MAC comprende una regién VHCDR1 qye comprende la
SEQ ID NO: 7.En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHCDR® que comprende
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 8, los restos 50-64 de la SEQ ID NO: 3 y los
restos 50-64 de la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHCDR? que comprende
la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHCDR3 que comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 9, los restos 99-114 de la SEQ ID NO: 1 y los
restos 99-114 de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHCDR3 que
comprende la SEQ ID NO: 9.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHFR' que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 10, los restos 1-25 de la SEQ ID NO: 1, los {estos 1-25de la
SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR' que comprende
la SEQ ID NO: 11.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHFR? que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 12, los restos 36-49 de la SEQ ID NO: 1y los restos 36-49 de
la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR® que comprende la SEQ ID NO:
12.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHFR3 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 14, los restos 65-98 de la SEQ ID NO: 1y los restos 65-98 de
la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR3 que comprende la SEQ ID NO:
13.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region VHFR4 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 14, los restos 115-122 de la SEQ ID NO: 1 y los restos 115-
122 de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR4 que comprende la SEQ ID
NO: 14.

En algunas realizaciones, las regiones VHCDR1, VHCDR? y VHCDR3 del anticuerpo anti-IGF1R comprenden los
restos 26-35 de la SEQ ID NO: 3, los restos 50-64 de la SEQ ID NO: 3 y los restos 99-114 de la SEQ ID NO: 3,
respectivamente.

En algunas realizaciones, las regiones VHFR1, VHFRZ, VHFR3 y VHFR4 del anticuerpo anti-IGF1R comprenden los
restos 1-25 de la SEQ ID NO: 3, los restos 36-49 de la SEQ ID NO: 3, los restos 65-98 de la SEQ ID NO: 3 y los
restos 115-122 de la SEQ ID NO: 3, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena pesada seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una
cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio constante de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:
15. En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio constante de cadena ligera que comprende las SEQ ID
NO: 45, 46 0 4.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena ligera seleccionado del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 16, los restos 1-108 de la SEQ ID NO: 2 y los restos 1-108 de la SEQ ID NO: 4. En
algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende los restos 1-108 de
la SEQ ID NO: 4.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLCDR1 (region determinante de
complementariedad 1 de la cadena ligera variable) que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 17, los restos 24-34 de la SEQ ID NO: 2 y los restos 24-34 de la SEQ ID NO: 4. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLCDR1 que comprende la SEQ ID NO: 17.

10
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En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region VLCDR2 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 18, los restos 48-54 de la SEQ ID NO: 2 y los restos 48-54 de
la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el MAC comprende una regién VLCDR2 que comprende la SEQ ID NO:
18.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLCDR3 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 19, los restos 89-97 de la SEQ ID NO: 2 y los restos 89-97 de
la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el MAC comprende una regién VLCDR3 que comprende la SEQ ID NO:
19.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLFR1 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, los restos 1-23 de la SEQ ID NO: 2 y los
restos 1-23 de la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLFR1 que comprende la
SEQ ID NO: 21.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region VLFR? que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 22, los restos 35-47 de la SEQ ID NO: 2y los restos 35-47 de
la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLFR? que comprende la SEQ ID NO:
22.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLFR3 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 23, los restos 55-88 de la SEQ ID NO: 2 y los restos 55-88 de
la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLFR3 que comprende la SEQ ID NO:
23.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region VLFR4 que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, los restos 98-108 de la SEQ ID NO: 2 y
los restos 98-108 de la SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el MAC comprende una regién VLFR4 que
comprende la SEQ ID NO: 25.

En algunas realizaciones, las regiones VLCDR1, VLCDR2 y VLCDR3 del anticuerpo anti-IGF-1R comprenden los
restos 24-34 de la SEQ ID NO: 4, los restos 48-54 de la SEQ ID NO: 4 y los restos 89-96 de la SEQ ID NO: 4,
respectivamente.

En algunas realizaciones, las regiones VLFR1, VLFRZ, VLFR3 y VLFR4 del anticuerpo anti-IGF1-R comprenden los
restos 1-24 de la SEQ ID NO: 4, los restos 35-47 de la SEQ ID NO: 4, los restos 55-88 de la SEQ ID NO: 4 y los
restos 97-108 de la SEQ ID NO: 4, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena ligera seleccionada del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 1
y una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 3
y una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo 2.12.1 se ha descrito en el documento WO002053596. Un hibridoma, el 2.12.1, que produce
anticuerpos monoclonales especificos para IGF1R, se deposité en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC),
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, el 12 de diciembre de 2000 con el nimero de depdsito
PTA-2792.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende el motivo K'BH'9X' en 1a region CLk, donde x es
G AV, ILL S T,C M, N Q,D,E, F,Y,W, H, R oK, de acuerdo con la numeracion de Kabat. En algunos aspectos,
el anticuerpo anti-IGF1IR es uno seleccionado de los documentos WO2009032145 (US2009092614) o
WO02005005635 (US7,579,157), incorporandose el contenido de ambos documentos en el presente documento. En
algunas realizaciones, un MAC de la invencién comprende un anticuerpo anti-IGF-1R o porcion de unién a antigeno
del mismo, conjugado con al menos un péptido de unién a Ang2 de un modo tal que no anule la afinidad de unién a
IGF-1R del anticuerpo.

En algunos aspectos, el anticuerpo se dirige a un objetivo diferente dentro de la misma via que la fraccion efectora.
En algunos aspectos, el anticuerpo se dirige a un objetivo diferente al grupo efector.

En algunos aspectos, el anticuerpo utilizado para la conjugacion puede ser util en el campo de la oncologia. Los
anticuerpos adecuados incluyen; Rituximab, (Rituxan ™), un quimérico, IgG1y, anticuerpo anti-CD20, usado para
tratar el cancer y en particular el linfoma no Hodgkin y tambien la artritis reumatoide; Cetuximab (Erbitux ™) un
quimérico, IgG1y, anticuerpo anti-receptor de EGF, utilizado para tratar el cancer, y en particular cancer de colon,
cabeza y cuello.

En algunos aspectos, el anticuerpo utilizado para la conjugacion puede ser util en el campo de los trastornos
autoinmunes y otros trastornos inmunoldgicos. Los anticuerpos adecuados incluyen Infliximab (Remicade ™) un
quimérico, IgG1, anticuerpo anti-TNFa, utilizado para tratar la artritis reumatoide, la colitis ulcerosa, la enfermedad
de Crohn, la psoriasis, la artritis psoriasica y la espondilitis anquilosante; Adalimumab (Humira ™) un humano,
IgG1, anticuerpo anti-TNFa, utilizado para tratar la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la psoriasis, la
artritis psoriasica, la artritis idiopatica juvenil y la espondilitis anquilosante; Natalizumab (Tysabri ™) un I1gG4
humanizadoy, anticuerpo anti-a4-integrina usado para tratar esclerosis multiple, artritis reumatoide, psoriasis, artritis
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idiopatica juvenil, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn; Omalizumab (Xolair ™) un IgG1
humanizadok, anticuerpo anti-IgE usado para tratar el asma alérgica; Ranibizumab (Lucentis ™) un IgG1
humanizadok, anticuerpo anti-VEGF, usado para tratar la DMAE humeda; y Palivizumab (Synagis ™) un IgG1
humanizadog, anticuerpo anti-RSV, utilizado para tratar enfermedades infecciosas, incluido el virus sincititico
respiratorio.

En algun aspecto, los compuestos y composiciones de la invencion se pueden usar para tratar las afecciones
mencionadas anteriormente.

Fracciones efectoras

La fraccion efectora puede ser un agente terapéutico, proteina, péptido, acido nucleico, aptamero, molécula
pequefia, agonista de proteina, antagonista de proteina, regulador metabdlico, hormona, toxina, factor de
crecimiento u otra proteina reguladora, o puede ser un agente de diagndstico, como una enzima que puede
detectarse o visualizarse facilmente, como la peroxidasa de rabano picante.

En algunos aspectos, la fraccion efectora puede ser una proteina o péptido, y puede estar conectado al enlazador a
través de un residuo de enlace peptidico. La proteina o el péptido pueden comprender uno o ambos de un grupo
terminal de terminal amino R' y un grupo terminal de terminal carboxilo R*. R' puede ser CHs, C(O) CHs, C(O) CHa,
C (O)CH2CHjs, C (O) CH2CH2CHs, C (O) CH (CHs) CHs, C (O) CH2CH2CH,CHs, C(O) CH(CH3) CH2CH3, C(O)CsHs, C
(O)CH2CH(CH>CH20)4sMe, diclorobenzoilo (DCB), difluorobenzoilo (DFB), piridinil carboxilato (PyC) o amido-2-
PEG, un grupo protector de amino, un grupo de acido graso lipidico o un carbohidrato. R* puede ser OH, NH;, NH
(CHs3),  NHCH.CH3NHCH>CH,CHs, =~ NHCH (CHs) CH3NHCHCH>CH,CHs, NHCH (CHs3) CH2CHj,
NHCgHsNHCH;CH>,OCH3;NHOCH3NHOCH,CHs, un grupo protector de carboxi, un grupo de acido graso lipidico o un
carbohidrato.

La proteina o el residuo de unién al péptido pueden ser K, K(SH), homdlogos de lisina, Dap, Dab, Orn, R, C,
residuos que contienen tiol, S, T, Y, D, E, N o Q. La proteina o el péptido. se puede conectar al enlazador a través
del término amino del aminoacido N-terminal. La proteina o el péptido se pueden conectar al enlazador a través del
término carboxilo del aminoacido C-terminal. Se puede agregar un resto de aminoacido adicional al extremo N o C
para funcionar como un residuo de enlace, ya sea por conexion a través de la cadena lateral del aminoacido, o el
término amino o carboxilo.

Péptidos de uniéon a Ang2

La fraccion efectora puede ser un péptido de unidon a Ang2. En algunas realizaciones, el péptido de unién a Ang2
puede comprender una secuencia seleccionada de las descritas en el documento W0O2008056346 (US2008166364)
(cuyo contenido se incorpora en el presente documento). En algunas realizaciones, el péptido de unién a Ang2
comprende Ja secuencia:

Q' (AcK)’ Y’ Q'P°L° D' E°X DK™ T L vy D Q" F'" M"® L™ @* Q*' G* (SEQ ID NO: 26) e la que X’ de Ja
SEC ID N°: 26 es acil-lisina (AcK) o leucina, (en lo sucesivo denominada Ang2-X°) y en la que X°, K'', L™, Q'°, M'®0
L™ del péptido de union a Ang2 se sustituye por un residuo de unién a Ang2 que comprende una cadena lateral
nucledfila unida covalentemente al enlazador, seleccionandose el residuo de union del grupo que consiste en K, Y,
S, T, H, homdlogos de lisina, tales como K(SH), homocisteina, homoserina, Dap y Dab. En algunas realizaciones, el
residuo de enlace Ang2 puede seleccionarse del grupo que consiste en K, K(SH), Y, S1 T, H, Dap y Dab. En algunas
realizaciones, el residuo de enlace Ang2 es K. El residuo de enlace Ang2 puede ser K''. En algunas realizaciones, el
residuo de enlace Ang2 puede ser K(SH). El residuo de enlace Ang2 puede ser K(SH)"

En algunas realizaciones, el péptidg de union a Ang2 comprende la secuencia;
Q' (AcK AV Q* LoD E8(AcK)% DOK T Ly O Q% Vi Q% Q%' G* (SEQ ID NO: 27) en la que
Ang2-K'" es el resto de union a peptido.

En algunas realizaciones, el péptido de unidn a Ang12 comprende la secuencia:
Q1 (ACK)Z Y3 Q4 P151 L6 D7 E8L 9 D10 K11 -|—12 L13 Y14 D 8,19

en la que Ang2-K"" es el resto de union a péptido.

En algunas realizqciones2 eISpépticgo ge ynig’)n 2 Arag2 comprqu%Ia aecq?nqiba: 71819 20 21 22
SEQIDNO:ZQQQ(ACK)YQPLDEKD (AcK) ' T“L"Y"D Q°F'M°LQ7Q" G
en la que Ang2-K” es el resto de union a péptido.

ot
R
@

2 (SEQ ID NO: 28)

En algunas realizqcionesz el3p ’Pticéo ge ynig)nga A15192 corﬂpr%d%laaec%en%a: 71810 20 21 22
SEQIDNO:3OQ16(ACK)YQPLDEL D"(AcK) T°LY"D K°F'M"LQTQ" G
en la que Ang2-K"™ es el resto de union a péptido.

En algunas realizgciones, el péptido de ynion a Ang2 comprende. la secuencia:
SEQ ID NO: 31 Qi(AcK)2 Y? QP Pq’ Lg D/ ESL S Iﬁ%l (AcK)rﬂ TELO YR D Q% FYK® L Q*Q* g%
en la que Ang2-K"™ es el resto de union a péptido.

En algunas realizqcionesz eISpéPticéo ge ynig)nga A15192 corﬂpr%d%laaec%en%a: 718 O 20 21 22
SEQIDNO:SZQ19(ACK) Y'Q'PPL’D'E'L'D" (AcK) T“L"Y"D Q°F'M"K”"Q™ Q" G
en la que Ang2-K" es el resto de union a péptido.

En algglmas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende ademas un grupo protector N-terminal R en el
que R* es CHs, C (O) CHs, C (O) CHs, C (O) CH2CH3s, C (O) CH.CH>CH3, C (O) CH (CHs) CHs, C (O)
CHzCHzCHzCH3, C (O) CH (CH3) CHzCH3, C (O) C5H5, C (O) CHzCHz(CHzCHzO)1.5Me, diclorobenzoilo (DCB),
difluorobenzoilo (DFB), piridinil carboxilato (PyC) o amido-2-PEG, un grupo protector amino, un grupo lipidico acido
graso o un carbohidrato.
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En algl%nas reahzaaopes el péptido de unién a Ang2 comprende ademas un grupo protector C-terminal -R?en el
que -R® en donde R® es OH NHz, NH (CH3) NHCH2CH3NHCH2CH2CH3, NHCH (CH3) CH3NHCH2CH2CH2CH3,
NHCH (CH3) CH2CHs, NHCeH5NHCHZCHZOCHgNHOCH3NHOCHZCH3, un grupo protector carboxi, un grupo lipidico
acido graso o un carbohidrato.

En algunas realizaciones R' puede ser C(O)CHs. En algunas realizaciones R? puede ser NH,.
El péptido de unién a Ang2 junto con grupos protectores N-terminal y C-terminal puede comprender la formula :
[C(O)CH3]{SEQ ID N 7]-

Q 9 23 L P L D E (ACK) D10 K11 -|—12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 QZO Q21 G22 [ NHz] enla que

[C (O) C1)1H3] -Q" (AcK)
Ang2-K' " es el grupo de unlon a Ang2.

Los péptidos Ang2 descritos en el presente documento pueden conjugarse como se describe a numerosos tipos de
anticuerpos, en particular anticuerpos Utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos tales como cancer o
angiogénesis incrementada, y también pueden conjugarse con anticuerpos cataliticos tales como h38C2, para
formar MAC.

Enlazadores

La fraccion efectora (como una molécula pequefa, aptamero, acido nucleico, proteina o péptido (por ejemplo,
péptido de uniéon a Ang2)) puede unirse covalentemente al anticuerpo anti-IGF-1R o parte de union a antigeno del
mismo (por ejemplo, un anticuerpo anti-IGF1R) mediante un enlazador. El enlazador puede unirse covalentemente al
péptido de unién a Ang2 mediante el grupo e-amino del resto de unién a péptido. Este puede ser un resto de lisina.
En algunas realizaciones, el resto de unién es es un residuo que contiene tiol, tal como Cys o K(SH) y el conector se
une covalentemente al péptido a través del grupo tiol terminal del residuo de enlace.

El enlazador puede ser lineal o ramificado (para permitir la conjugacién a mas de un grupo efector por adicion de
conjugacion), y, opcionalmente, incluye uno o mas grupos carbociclicos o heterociclicos. La longitud del enlazador
puede verse en términos del niumero de atomos lineales entre la fraccion efectora y el anticuerpo contandose los
restos ciclicos tales como anillos aromaticos y similares tomando la via mas corta alrededor del anillo. En algunas
realizaciones, el enlazador tiene una extension lineal de entre 5-15 atomos, en otras realizaciones 15-30 atomos, en
otras realizaciones mas 30-50 atomos, en otras realizaciones mas 50-100 atomos y en otras realizaciones mas 100-
200 atomos. En algunas realizaciones, la longitud del enlazador es un rango con un limite inferior seleccionado del
grupo que consiste en 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, y un limite superior seleccionado del grupo
que consiste en 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100, 105, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 y 200,

Otras consideraciones del enlazador incluyen el efecto sobre las propiedades fisicas o farmacocinéticas del
compuesto resultante, tales como la solubilidad, lipofilia, hidrofilia, hidrofobia, estabilidad (mas o menos estable asi
como degradacion planeada), rigidez, flexibilidad, inmunogenicidad, modulacién de la unién de anticuerpo,
capacidad para incorporarse en una micela o liposoma y similares.

El enlazador puede ser un enlazador de peptidilo. En algunas realizaciones, el enlazador peptidilo puede tener una
longitud de entre 3-20 aminoacidos, tales como repeticiones de un solo resto aminoacidico (por ejemplo, poliglicina)
o combinaciones de restos aminoacidicos para dar un enlazador peptidico que confiera una presentacion favorable
de la fraccion efectora o de la farmacocinética. Los enlazadores peptidicos que serian mas compatibles con la
presencia de grupos activadores pueden carecer de restos de lisina e histidina. La SEQ ID NO: 59 es un enlazador
peptidilico ejemplar

Como alternativa, el enlazador puede ser un enlazador no peptidilo. Serian ejemplos tipicos de estos tipos de
enlazador los basados en hidrocarburos de cadena lineal o ramificada o polietilenglicoles de longitudes variables.
Estos pueden incorporar otros grupos para producir solubilidad, rigidez, punto isoeléctrico, tales como anillos
aromaticos 0 no aromaticos, halégenos, cetonas, aldehidos, ésteres, sulfonilos, grupos fosfato, etc.

En algunos aspectos de la divulgacion, el enlazador puede comprender la formula: -X-Y-Z-; en la que X es el resto
de unidn a la fraccién efectora (por ejemplo mediante un resto de unién a péptido). Y es una region espaciadora 'y Z
es un resto de unioén a la cadena lateral de un resto de lisina o cisteina en un anticuerpo (por ejemplo, un anticuepro
anti-IGF1R). En algunos aspecto de la diuvigacion, el enlazador puede ser de formula XYZ* cuando no esta unido al
anticuerpo, donde Z* es un grupo saliente, de modo que cuando se conjuga con el anticuerpo, el grupo saliente Z*
reacciona con el sitio de conjugacion del anticuerpo para formar el enlazador XYZ conjugado.

X puede seleccionarse para permitir una estrategia de union covalente direccional especifica con la fraccion efectora
(por ejemplo, mediante el resto de union al péptido). En algunos aspectos, X puede seleccionarse del grupo que
consiste en COOH, isocianato, isotiocianato, acil azida, acido sulfénico, sulfonil haluro, aldehido, cetona, epdéxido,
carbonato, reactivo de arilacién, imidoéster, grupo amina y grupo maleimida. Por ejemplo, cuando el resto de unién a
péptido comprende un grupo nucledfilo, X puede ser un grupo electréfilo y viceversa. Por ejemplo, si la cadena
lateral del resto de unién a péptido comprende un grupo amina, tal como K, H, Ornitina, Dap o Dab, X puede ser
COOH, u otro electrofilo reactivo de forma similar, por ejemplo, un isocianato, isotiocianato, acil azida, acido
sulfénico o sulfonil haluro, aldehido o cetona, epdxido, carbonato, reactivo de arilacion o imidoéster. Si el resto de
union a péptido es D o E, X puede comprender un grupo nucledfilo, tal como un grupo amina. Cualquiera de estas
estrategias permite que se forme un enlace covalente entre el grupo X y el resto de union a péptido por estrategias
de formacion de enlaces amida. Por ejemplo, cuando X es COOH, puede activarse como un éster
pentafluorofenilico. En este caso, la reaccidon con un grupo amina en el péptido de unién a péptido conduce a la
formacion de un enlace amida, mientras que el pentafluorofenol es un grupo saliente (que puede denominarse X*).
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La flecha indica el punto de unién al resto de unién a péptido y la linea paralela representa la unién al grupo Y del

enlazador.
NHz 4 ] ] T — = HN)OK
I;/g y /

Resto efector-K Resto efector-K

Cuando el grupo de uniéon a péptido es C, homdlogos de C u otros restos que contienen un grupo tiol (tales como
K(SH)), X puede comprende un grupo maleimida, permitiendo una estrategia de reaccion de adicion de tiol-
maleimida para unir covalentemente el grupo X con el resto de unién a péptido. En algunos aspectos, X puede ser
maleimida:

0]
/~
V)
0] \
en la que la flecha indica el punto de unién al resto de union a péptido y la linea paralela representa la union al grupo
Y del enlazador. Para facilitar la nomenclatura, los enlazadores descritos en el presente documento que se han
construido utilizando grupos maleimida se describen como enlazadores que contienen maleimida, y pueden titularse

MAL para indicar esto, aunque después de la construcciéon del enlazador, el grupo maleimida generalmente se
convierte en un anillo de succinimida.

O

) ? o
kﬂ _ )I\/\ N—]
HN sHo+ | N o N <
o)

o]

Resto efector-K
eslo efector Resto efector-K

En algunos aspectos, el resto de unién es K(SH) y el grupo X es maleimida.

En algunos aspectos, X puede comprender una funcién carboxilo activada por éster pentafluorofenilico que puede
formar una amida con la cadena lateral de lisina en el péptido.

NH, + X>‘|| HNJK/

—

Resto efector-K Resto efector-K
En algunos aspectos, X puede comprender un grupo tiol, que permite que se forme un puente disulfuro entre el resto
de unién a péptido y el grupo X.

En algunas realizaciones, Y es una cadena de conexion biolégicamente compatible que incluye cualquier atomo
seleccionado del grupo que consiste en C, H, N, O, P, S, F, CI, Br e |, y puede comprender uno o mas aminoacidos,
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polimeros o copolimeros de bloque. Y puede seleccionarse para proporcionar una longitud global del enlazador de
entre 2-100 atomos. Y puede seleccionarse de modo que la longitud global del enlazador sea de entre 5 y 30
atomos. Y puede seleccionarse de modo que la longitud global del enlazador sea de 15-25 atomos. Y puede
seleccionarse de modo que la longitud global del enlazador sea de entre aproximadamente 17 y aproximadamente
19 atomos. En algunos aspectos, Y puede ser un acido de amino polietilenglicol tal como:

O

\\)K/\O/\/N\/, \)'K/\ O/\/O\/\N/\

o]
\)I\/\O/\,{/O \/\O’I:'\/N . // ’

en el que n =0 a 10, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos aspectos, 1.

En algunos aspectos, Y puede se un diacido de polietilenglicol, tal como:

0 0
N S

en el que n = 0 a 10, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos aspectos, 1 y en algunos
aspectos, 2.

En algunos aspectos de la invencion, la porciéon Y del enlazador comprende la férmula:

\)vo/\/o\/\o/\/o\/\o/\)]\/

En algunos aspectos, Y puede ser un acido amino alcanoico, tal como:

(0]
N
\w \//
en el que n = 0 a 20, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos aspectos, 1 y en algunos
aspectos, 2.
En algunos aspectos, Y puede ser un diacido alcanoico, tal como:
L\
e
O

en el que n = 0 a 20, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos aspectos, 1 y en algunos
aspectos, 2.

En algunos aspectos, Y puede ser una poliglicina, tal como:
o Q4
*/N N N/\ \)k/N\HhN/l/Y\N/\
\ Y\H/Y\H \ H " H
o) o) o o) o)

en la que n = 0 a 10, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos aspectos, 1 y en algunos
aspectos, 2.

En algunos aspectos, Y, X-Y, Y-Z y X-Y-Z pueden seleccionarse del grupo que consiste en:
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Py ,\iﬁo/\if\m At |

R e 8

/WovthLﬂ j{}
SR

\)k/N\HO(\HWH;Z

o e Ul 4 3 NJLOO
D H;[w}HJ/Kf W\/]Ln |:N;]\;
. oy

’

\ NO/MNJFVOW‘%
\ O

donde m, ny j son cada uno independientemente de 0 a 30, En algunos aspectos n = 1-10, en algunos aspectos, n =
1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango de valores para n se
selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 y 30, N puede ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N puede ser 5. N puede ser 6.
En algunos aspectos m = 1-10, en algunos aspectos, m = 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de
valores para m se selecciona del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14 , 15, 16, 17, 18,
19y 20, y el limite superior para el rango de valores para m se selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, M puede ser 1. M puede ser 2
.M puede ser 3. M puede ser 4. M puede ser 5. M puede ser 6. En algunos aspectos j = 1-10, en algunos aspectos, j
= 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para j se selecciona del grupo que consiste en 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango de valores para j se
selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29y 30, J puede ser 1. J puede ser 2 .J puede ser 3. J puede ser 4. J puede ser 5. J puede ser 6. En
algunos aspectos, la longitud total de Y no excede los 200 atomos. En algunos aspectos, la longitud total de Y no
supera los 150 atomos. En algunos aspectos, la longitud total de Y no excede los 100 atomos. En algunos aspectos,
la longitud total de Y no supera los 50 atomos. En algunos aspectos, el rango de longitud total de la cadena de Y en
numeros de atomos puede tener un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 y 100, En algunos aspectos, el enlazador XYZ puede
ser idéntico a los grupos Y anteriores. En algunos aspectos, la linea ondulada se conecta al grupo X. En algunos
aspectos, las lineas paralelas se conectan al grupo X. En algunos aspectos, la linea ondulada se conecta al grupo Z.
En algunos aspectos, las lineas paralelas se conectan al grupo Z. En algunos aspectos, la linea ondulada se
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cone%tsa a la cadena lateral de K'®-CLK. En algunos aspectos, las lineas paralelas se conectan a la cadena lateral

de K™ -CLK. En algunos aspectos, la linea ondulada se conecta con la Efectora Efectora. En algunos aspectos, las
lineas paralelas se conectan a Effector Moiety.

En algunos aspectos, Y, Y-Z y / o X-Y pueden ser un acido de maleimida PEG, como:

(0] (@] 0
\\/IK/‘I\O/\/O\]?/\N)K/\ﬁ
Y

donde n = 1 a 12, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5, y en algunos aspectos, 1 y en algunos
aspectos, 2.

En algunos aspectos, Y, Y-Z 'y / o X-Y pueden ser un acido de maleimida PEG, como:
o 0
O
/W \/i\N)K/\N
n
0]
o

de tal manera que el limite inferior del rango de valores para n se seleccione del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango de valores para n se
selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 y 30, N puede ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N puede ser 5. N puede ser 6.
En algunos aspectos, Y, YZ y / o XY comprenden la formula:

\)J\/\O/\/O\/\NJK/\Q
° 7

Z* puede seleccionarse para permitir una estrategia de unién covalente direccional especifica con una cadena lateral
de lisina en el anticuerpo anti-IGF-1R. Por ejemplo, Z puede ser COOH u otro electrofilo reactivo de forma similar
para reaccionar con g-amino de las cadenas laterales de lisina de superficie usando una de varias estrategias
posibles de formacién de enlaces amida.

En algunos aspectos, Z* puede usarse para formar un éster activo. Los ésteres activos conectan con aminas y, por
lo tanto, pueden conjugarse con el g-amino de una cadena lateral de lisina del anticuerpo. La funcién carboxilo Z
para permitir la formacion del éster activo estara presente en el extremo terminal del grupo Y. La funcién alcohdlica o
fendlica del éster activo actia como grupo saliente Z* durante la reaccion de conjugacion, permitiendo la conexion
con la cadena lateral de lisina en el anticuerpo por generaciéon de una amida.

En algunas realizaciones, el grupo Z* comprende una estructura de formula:

O
\7R
en la que R’ es un grupo alifatico o aromatico.
En algunas realizaciones, el grupo Z* es de formula:

\/"@ .

en la que R’ = cualquiera de F, CI, Br o |, nitro, ciano, trifluqrometilo, solos 0 en combinacion, y puede estar presente
en una cantidad entre 1 y 5. En algunas realizaciones, R’ puede ser un halégeno y pueden estar presentes 4 o 5
atomos dq halégeno. En algunas realizaciones, puede haber atomos 4 R'. En algunas realizaciones, puede haber 5
atomos R'. En algunas realizaciones, Z* puede ser tetrafluorofenilo. En algunas realizaciones, Z* puede comprender
la féormula:

F Pentafluorofenilo
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en la que la linea paralela representa el punto de unién a la porcién Y del enlazador.

En algunos aspectos, el grupo Z * es de la formula:

YO,

donde R '= cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solo o en combinacién, y h =1, 2, 3,4 0 5. En

5 algunas realizac1iones, R’ Puede ser un halégeno. En algunas realizaciones, R esF o Cl, yh=405. En algunas{
realizaciones, R es F o Cl, y h = 5. En algunas realizaciones, R" es F, y h =2, 3, 4 0 5. En algunas realizaciones, R
es F,yh =3, 4 05. En algunas realizaciones, R" es F, y h = 4 0 5. En algunas realizaciones, R es F, y h = 5. En
algunos aspectos, Z * puede seleccionarse del grupo que consiste en:

\/ﬁ \/Cj:;” \\/ﬁ \/:)IF;LF \/OIEL \/o]é/ \/o{if \\/O\@:
SOAEVES SRS OHEA S0 RIS 6 ¢

F.

10
Para dichos ésteres activos, el grupo saliente es Z* y el propio grupo Z es el carbonilo unido al grupo Y. Cuando
reacciona con el anticuerpo, el grupo Z forma una amida, como se muestra a continuacion
. Ab-K-Ab
A(o F
[e]
F F
/ +
’ NH
Grupo Z 2
‘ -PfpOH (Z*)
Ab-K-Ab
/WNH
(0]
En algunas realizaciones, Z es
\ﬂ/iLL
15

En algunas realizaciones, el grupo Z comprende un éster de escuarato, tal como

£ o

O O
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en el que R = grupo alifatico o aromatico sustituido y puede seleccionarse del grupo que consiste en:

\\A,\\D,\V.Ez/,\\i> \\Qj

En algunas realizaciones, el grupo Z* comprende un grupo Maleimida:

o 0

N
/

En algunos aspectos, el enlazador X*YZ* comprende un éster de Maleimida-PEG-Pfp de estructura:

F
F. F
0 (0] (0]
N/\)j\N/\/’/o\/\OMOj@F
\ 2
o}
en la que = 1 a 12. En algunos aspectos, n = 1 a 5, en algunos aspectos n = 2, en algunos aspectos n = 1.

En algunos aspectos, el MAC comprende un enlazador XYZ de férmula:

&NK/\)]\N/\/[/O\/\OM/
N o)

en la que n = 1-12. En algunos aspectos, n = 1 a 5. En algunos aspectos n = 1 a 3. En algunos aspectos n = 2. En
algunos aspectos n = 1.

En algunos aspectos el MAC comprende un enlazador XYZ de férmula:

0 o o
QA)I\N/\/O\/\O/\)&/
< ©

en la que n = 1-12. En algunos aspectos, n = 1 a 5. En algunos aspectos n = 1 a 3. En algunos aspectos n = 2. En
algunos aspectos n = 1.

En algunos aspectos, el enlazador X * YZ * comprende una estructura seleccionada del grupo que consiste en:

F
S o
o] o] o) ) | 1
@/\)LNH’[O\W\H/LO/Q R1Jh F I 0 o/\,:|fHJN o h
@] m j " n
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F
T(‘R1
F o o - 0N h
F " _
i

en la que m, ny j son cada uno independientemente de 0 a 30, R'esF yh=2,3,405. En algunos aspectos n = 1-
10, en algunos aspectos, n = 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para n se selecciona
del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior
para el rango de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, N puede ser 1. N puede ser 2 .N puede ser 3. N puede ser
4. N puede ser 5. N puede ser 6. En algunos aspectos m = 1-10, en algunos aspectos, m = 1-5. En algunos
aspectos, el limite inferior del rango de valores para m se selecciona del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14 , 15, 16, 17, 18, 19y 20, y el limite superior para el rango de valores para m se selecciona del
grupo que consisteen 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
y 30, M puede ser 1. M puede ser 2 .M puede ser 3. M puede ser 4. M puede ser 5. M puede ser 6. En algunos
aspectos j = 1-10, en algunos aspectos, j = 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para j se
selecciona del grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite
superior para el rango de valores para j se selecciona del grupo que consisteen 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, J puede ser 1. J puede ser 2 .J puede ser 3. J
puede ser 4. J puede ser 5. J puede ser 6. En algunos aspectos, la longitud total de Y no excede los 200 atomos. En
algunos aspectos, la longitud total de Y no supera los 150 atomos. En algunos aspectos, la longitud total de Y no
excede los 100 atomos. En algunos aspectos, la longitud total de Y no supera los 50 atomos. En algunos aspectos,
el rango de longitud total de la cadena de Y en numeros de atomos puede tener un limite inferior seleccionado del
grupo que consiste en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60, y un limite
superior seleccionado del grupo que consiste en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95y 100,

En algunos aspectos, el MAC comprende un enlazador XYZ de la férmula:

&N&/\AN/\/O\/\O/\)]\/
N4 (6}

En algunos aspectos, el enlazador X*YZ* comprende un éster PEG-bis-pentafluorofenilico de formula:

F F
F F F F
o o
o
F o)vo/\/l’ \/\OMO F
F F

en laque n=1a 12. En algunos aspectos n = 1 a 10, En algunos aspectos n = 1 a 5. En algunos aspectos n = 2. En
algunos aspectos n = 1.

En algunos aspectos, el MAC comprende un enlazador XYZ de formula:

O O
\)I\AO/\/PO\/\OM i

En algunos aspectos, el MAC comprende un enlazador XYZ de formula:

@]

\\)K/\o/\/o\/\o/\/o\/\oA)k//

En algunas realizaciones, el péptido cuando esta unido al enlazador XYZ* comprende la férmula:
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F F
oﬁo ¢ %

S
e
)OJ\ )
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

Ao A

En algunas realizaciones, el péptido unido al enlazador XYZ* comprende la férmula:

)O]\ OY\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\"/O F

(0]
QK-Y-Q-P-L-D-E-K-DK-T-L-Y-D-QF-ML-Q-Q-GNH,  F~ Y F
/ko /ko

En algunos aspectos, el MAC comprende un compuesto de formula :

Ab-K-Ab'

0
HN 0 o o
0

Ang2-K

en la que Ang2-K es un resto de lisina o lisina modificada de un péptido de union a Ang2 y Ab-K-Ab’ es un resto de
lisina en un anticuerpo anti-IGF-1R.

En algunos aspectos, el MAC comprende un compuesto de féormula :

Ab-K-Ab'
OY\/O\/\O/\/O\/\O/\,O\/\rNH
NH O

Ang2-K

en la que Ang2-K es un resto de lisina o lisina modificada de un péptido de unién a Ang2 y Ab-K-Ab es un resto de
lisina en un anticuerpo anti-IGF-1R.

En algunos aspectos, el MAC comprende la férmula:
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Ab-K-Ab'

o %

—
O

o]

(o] N—/_
S
J o
(e}

N O

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

O O
en la que Ab-K-Ab es K'®® del anticuerpo 2.12.1.x.

En algunos aspectos, el MAC comprende la féormula :

Ab-K-Ab'

)(J)\ OT/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OV\I(NH

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, ©

(0] O
5 en la que Ab-K-Ab es K'®® del anticuerpo 2.12.1.fx.

En algunos aspectos, el MAC comprende 2 péptidos (que pueden ser péptidos de union a Ang2) conjugados por
anticuer%% (que puede ser un anticuerpo anti-IGF1R). En algunos aspectos, un péptido se conjuga en cada uno de

los 2 K™ residuos del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (que puede ser el anticuerpo
2.12.1.fx).

10 En algunos aspectos, el MAC comprende una féormula seleccionada del grupo que consiste en:

(0] (0]
A~ KPCLk
Resto efector -LR Y n N
m j

@] o

o]
&N&/\AN O N/\/\/K138—CLK
H
o m| ]
Resto efector -LR n
i i
188
/\/\/K -CLk
Resto efector -LR © N NH
m j
n
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O (0]
/\/\/K188-CLK
O N
Resto efector -LR n H
O (0]
A~_K'%-CLK
Resto efector -LR O n H

)

N
\/\/\K188-CLK
Resto efector -LR /u\/l/\h“/

O

(0]
H
OWNNK%B‘CLK
Resto efector -LR n
(@]
N
Resto efector -LR W O/\W \/\/\K188_C|_k
n
ol I, 0

T u
Resto efector -LR N n N
H H
@] @]

0o 0
Resto efector -LR O\/i\ )k/\
W nN )N§\ /\/\/K188_C Lk
o N
H
0]

en la que K'_.CLk es un enlace covalente a la cadena lateral de dicho K188-CLK, Effector Moiety-LR es un enlace

covalente al Effector Moiety, y m, n y j son cada uno independientemente 0-30, En algunos aspectos n = 1-10, en
algunos aspectos, n = 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para n se selecciona del grupo
que consisteen 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 , 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango
de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, N puede ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N puede ser
5. N puede ser 6. En algunos aspectos m = 1-10, en algunos aspectos, m = 1-5. En algunos aspectos, el limite
inferior del rango de valores para m se selecciona del grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango de valores para m se selecciona del grupo que consiste
en23,4,5/6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, M puede ser
1. M puede ser 2 .M puede ser 3. M puede ser 4. M puede ser 5. M puede ser 6. En algunos aspectos j = 1-10, en
algunos aspectos, j = 1-5. En algunos aspectos, el limite inferior del rango de valores para j se selecciona del grupo
que consisteen 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el rango
de valores para j se selecciona del grupo que consiste en 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, J puede ser 1. J puede ser 2. J puede ser 3. J puede ser 4. J puede ser 5.
J puede ser 6. En algunos aspectos, la longitud total de Y no excede los 200 atomos. En algunos aspectos, la
longitud total de Y no supera los 150 atomos. En algunos aspectos, la longitud total de Y no excede los 100 atomos.
En algunos aspectos, la longitud total de Y no supera los 50 atomos. En algunos aspectos, el rango de longitud total
de la cadena de Y en nimeros de atomos puede tener un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60, y un limite superior seleccionado del grupo
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que consiste en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95y 100-
Procedimientos de conjugacion

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un procedimiento de preparacion de un conjugado de anticuerpo
multifuncional (MAC), que comprende un anticuerpo o porcion de unién a antigeno, estando el anticuerpo conjugado
covalentemente con al menos una fraccion efectora a través de un enlazador unido a una cadena lateral de CLk-K'®®
(segun la numeracion de Kabat), comprendiendo dicho procedimiento: unir covalentemente la fraccion efectora a un
enlazador que termina en un grupo saliente Z* de férmula:

0]
\/ \_ '
\© R

en la que R' es cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en combinacién, y puede estar
presente en una cantidad de entre 1 y 5, y hacer reaccionar el complejo de fraccion efectora-enlazador-grupo
saliente asi formado con el anticuerpo a una proporcién molar de entre aproximadamente 3,5:1 y aproximadamente
4,5:1 de Fraccion efectora:anticuerpo. En algunos aspectos, la proporcion molar es de aproximadamente 3,7:1 a
aproximadamente 4,3:1.

En algunos aspectos, el grupo Z * es de la formula:

donde R' = cualquiera de F, CI, Br o |, nitro, ciano, trifluorometilo, solo o en combinacion, y h =1, 2, 3, 4 0 5. En
algunas realizac1iones, R’ Puede ser un halégeno. En algunas realizaciones, R es F o Cl, y h = 4 0 5. En alguna

realizaciones, R es F o Cl, y h = 5. En algunas realizaciones, R" es F, y h =2, 3, 4 0 5. En algunas realizaciones, R
es F,y h =3, 4 05. En algunas realizaciones, R" es F, y h = 4 0 5. En algunas realizaciones, R es F, y h = 5. En
algunos aspectos, Z * puede seleccionarse del grupo que consiste en:

\\/o F\/O F\\/O F\/O i F . F s F F\\/o F
J LY DOGS F\/ﬁ\/fj\ F
F F F F F FOF F F

F\/O " 0. I Q. F\/O QO \/O " O. F
\° I;/\/Ij Y ALY Y

R puede estar presente en una cantidad entre ’?’ y 5. Puede haber 3 grupos B1. R puede estar, presente en una
cqntidad de entre 4 y 5. Puede haber 4 grupos R'. Puede haber 5 grupos R'. R' puede ser flior. R" puede ser cloro.
R' puede ser bromo. El grupo saliente puede comprender la férmula:

F

\©

F F
F

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona procedimientos de produccion de un MAC, en los que el MAC
comprende un anticuerpo, o fragmento del mismo, unido covalentemente a al menos una fraccién efectora que se
une a una diana adicional (tal como un péptido, molécula pequefa, aptamero, molécula de acido nucleico o
proteina), caracterizados por que la fraccion efectora comprende un enlazador con un grupo saliente PFP capaz de
reaccionar con el g-amino de restos de lisina de superficie del anticuerpo. En algunos aspectos, la invencion
proporciona un procedimiento para conjugar una fraccion efectora (tal como un péptido) con un anticuerpo que
comprende una region constante de cadena ligera kappa, que comprende los restos 62-103 de la SEQ ID NO: 15, la
SEQ ID NO: 45, la SEQ ID NO: 46 o la SEQ ID NO: 47 que comprende conjugar la fraccion efectora con un
enlazador que comprende un grupo saliente de férmula:

0]
\/ \_ '
\© R

en la que R' es cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en combinacién, y puede estar
presente en una cantidad de entre 1y 5, y hacer reaccionar el grupo saliente con la cadena lateral de K80 de la SEQ
ID NO: 15 para proporcionar un anticuerpo con una fraccion efectora conjugada con la region constante de cadena
ligera.

El anticuerpo puede comprender una region constante de cadena ligera sustancialmente homologa a los restos 74-
106 de la SEQ ID NO: 15. El anticuerpo puede comprender una region de cadena ligera sustancialmente homdloga
a los restos 62-103 de la SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:47. En algunos aspectos, el
anticuerpo puede comprender una region de cadena ligera sustancialmente homdloga a los residuos 74-90 de la
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SEC ID NO: 15. En algunos aspectos, la fr%g,cién efectora se conjuga en K* de SEC ID NO: 15. En algunos
aspectos, la fraccion efectora se18%onjuga en K™. En algunas formas, un péptido de unién a Ang2 se conjuga con un
anticuerpo anti-IGF1R en CLk-K™™" (Segun la numeracion de Kabat).

En algunos aspectos de la divulgacion, el procedimiento comprende combinar un anticuerpo o porciéon de unién a
ant’geno del mismo con una fraccion efectora, en el que la fraccion efectora se une covalentemente a un enlazador
que comprende un grupo saliente PFP.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un procedimiento de conjugacion de una fraccion efectora con una
proteina, en el que la fraccion efectora se une a un enlazador que termina en un grupo saliente Z* de formula:

O
\/ \_ ,
\O R

en la que R’ = cualquiera de F, CI, Br o |, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en combinacion, y puede estar presente
en una cantidad de entre 1y 5, y la proteina c%nprende los residuos 62-103 de la SEC ID N°: 15, SEC ID NO: 45,
SEC ID NO: 46 o SEC ID NO: 47 incluyendo K™, de modo que la fraccion efectora se conjuga con el grupo €-amino
del K* residuo, que comprende hacer reaccionar la fraccion efectora y el enlazador unido a la proteina en una
relacién molar de entre aproximadamente 3,7: 1 y aproximadamente 4,3: 1 de la fraccién efectora: proteina.

En algunos aspectos, la fraccion efectora, el enlazador y el grupo saliente pueden ser como se describe en el
presente documento. En algunos aspectos, la proteina puede comprender una region constante de cadena ligera de
anticuerpo. En algunos aspectos, la proteina puede comprender la SEQ ID NO: 15 y el sitio de conjugacion es K80,

En algunos aspectos, la proporcién molar de anticuerpo:Fraccion efectora (por ejemplo,anticuerpo anti-IGF-1R:ABP)
esta entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4,6:1. En algunos aspectos de la invencion, la proporciéon molar
es de aproximadamente 3,7:1 y aproximadamente 4,3:1. En algunos aspectos de la invencion, la proporcion molar
de anticuerpo:Fraccion efectora es de aproximadamente 4:1. En algunos aspectos, la relacion molar esta entre
aproximadamente 2: 1 y aproximadamente 7: 1. En algunos aspectos, la relacion molar esta entre aproximadamente
3: 1 y aproximadamente 6: 1. En algunos aspectos, la relacion molar esta entre aproximadamente 3: 1 y
aproximadamente 7: 1. En algunos aspectos, la relacion molar esta entre aproximadamente 3: 1 y aproximadamente
5:1.

En los aspectos de la invencion en los que es deseable tener menos de 1,5 conjugaciones por anticuerpo (como
cuando se requiere una sola fraccion efectora), la relaciéon molar puede estar entre aproximadamente 1:1 y
aproximadamente 6:1, en donde el tampdn comprende HEPES en Una concentracion de al menos 0,02M. La
concentracion de HEPES puede estar entre aproximadamente 0,1M y aproximadamente 1M. La concentracion de
HEPES puede oscilar entre aproximadamente 0,1M y aproximadamente 0,5M. En los aspectos de la invencion en
los que es deseable tener menos de 1,5 conjugaciones por anticuerpo (como cuando se requiere una sola fraccion
efectora), la relacion molar puede estar entre aproximadamente 1: 1 y aproximadamente 3: 1.

En algunos aspectos, la relaciéon molar preferida es un rango con un limite inferior seleccionado del grupo que
consiste en aproximadamente 1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4,
aproximadamente 2,5 , aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente 3,2,
aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7,
aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1, aproximadamente 4,2,
aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,7,
aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,4,
aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8, aproximadamente 6, aproximadamente 6,2,
aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,8 , aproximadamente 7,
aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5,
aproximadamente 9, aproximadamente 9,5 y aproximadamente 10 a 1, y un limite superior seleccionado del grupo
que consiste en aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,8, aproximadamente 2,
aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4, aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8,
aproximadamente 3, aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5,
aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0,
aproximadamente 4,1 , aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5,
aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5,
aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8,
aproximadamente 6, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6,
aproximadamente 6,8 , aproximadamente 7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7,
aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, aproximadamente 10 y
aproximadamente 15 a 1.

En algunos aspectos, la invencion comprende ademas conjugar la fraccion efectora y la proteina en conjunto
durante al menos aproximadamente 30 minutos. En algunos aspectos, la duracion es de al menos aproximadamente
60 minutos. En algunos aspectos, la duracion es de al menos aproximadamente 2 horas. En algun aspecto, la
invencion comprende ademas conjugar la fraccion efectora y y el anticuerpo entre aproximadamente 4 °C y
aproximadamente 40 °C. En algun aspecto, la invencion comprende ademas conjugar la fraccion efectora y el
anticuerpo entre aproximadamente 10 °C y aproximadamente 30 °C En algun aspecto, la invencion comprende
ademas conjugar la fraccion efectora y el anticuerpo entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente 30 °C. En
algunos aspectos, la reaccion se lleva a cabo entre aproximadamente 18 °C y aproximadamente 25 ° C. En algunos
aspectos, la reaccion se realiza a aproximadamente 22 ° C. En algunos aspectos, la reaccion se lleva a cabo
aproximadamente a la temperatura ambiente.
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En algunos aspectos, la reaccién de conjugacion tiene lugar a entre aproximadamente pH 6,5 y aproximadamente
pH 8,0, En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a entre aproximadamente pH 6,75 y
aproximadamente pH 8,0, En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7,7.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7. En algunos aspectos, la
reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7,2. En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion
tiene lugar a aproximadamente pH 7,5. En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar entre un rango
de valores de pH, cuyo limite inferior se selecciona del grupo que consiste en 5,5, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,
6,8,6,9,70,71,72,73,7,4,7,5,7,6,7,7,7,8, 79y 8, y cuyo limite superior se selecciona del grupo que consiste
en6,5,6,6,6,7,68,69,70,71,72,73,74,75,7,6,7,7,7,8,7,9,8,0,85y09.

En algunos aspectos, el pH puede estar por debajo de 6,5; esto puede ser particularmente util en aplicaciones donde
se requieren menos de aproximadamente 1,5 conjugaciones por anticuerpo. En algunos aspectos, el pH esta entre
aproximadamente 5,5 y aproximadamente 6,5.

En algunos aspectos, la concentracion de sal puede estar por debajo de alrededor de 0,2M. La sal puede ser una sal
de haluro (F, CI, Br, I) y puede comprender un metal tal como Li, Na, K, Be, Mg, Ca. La sal puede ser NaCl. La sal
puede ser KCI. Se pueden usar concentraciones de sal por encima de aproximadamente 0,1 M para limitar la
velocidad y / o el numero de conjugaciones por anticuerpo. La concentracion de sal puede estar entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 0,1M. La concentracion de sal puede estar entre aproximadamente 0 y
aproximadamente 0,5M. La concentracion de sal puede estar entre aproximadamente 0 y aproximadamente 0,3M.

En algunos aspectos, el procedimiento de la invencion comprende formular el anticuerpo o una porcion de unién a
antigeno del mismo en un tampén de formulacion a aproximadamente pH 5,5. El tampon de formulacion puede ser
tampon de acetato sddico y trehalosa. Este tampodn tiene la ventaja de no contener ninguna amina primaria y se
presta bien de por si al ajuste de pH. El anticuerpo puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 15 a
aproxil[jpadamente 25 mg.ml”. En algunos aspectos, el anticuerpo puede estar presente en una cantidad de 20
mg.ml™.

El pH del tampodn de formulacion puede ajustarse a de aproximadamente pH 7,2 a aproximadamente pH 8,0; en
algunas realizaciones, el tampon de formulacion puede ajustarse a pH 7,7. El pH del tampdn de formulacion puede
ajustarse con un tampon fosfato. El tampdn fosfato puede estar a una concentracion de entre aproximadamente 40
nM y aproximadamente 80 nM. El tampon fosfato puede estar en una concentraciéon de entre aproximadamente 10
mM y aproximadamente 200 mM.

En algunos aspectos, la concentracion de anticuerpo durante la reaccién de conjugacion con la fraccion efectora /
enlazador y el grupo saliente Z * puede estar en un rango donde el limite inferior del rango se selecciona entre
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproxirjpadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 30 y aproximadamente 40
mg.ml”, y el limite superior del rango se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 30,
aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200,
aproximadamente 500 mg.ml.

La fracciép efectora (como péptido o ABP) puede reconstituirse a una concentraciéon de al menos aproximadamente
2 mg.ml”. La fraccion efectora se puede reconstituir en una concentracion de aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 mg.ml_ " en propilenglicol diluido antes de su uso y, en algunas realizaciones, puede estar a una
concentracion de 10 mg.ml”

La reaccion de conjugacion puede realizarse por combinacion del anticuerpo o porcidon de union a antigeno del
mismo y la fraccion efectora a una proporciéon molar de 4 moles de Fraccion efectora respecto a 1 mol de anticuerpo,
e incubaciéon a de aproximadamente 18 °C a aproximadamente 25 °C durante de aproximadamente 2 a
aproximadamente 24 horas. En algunas realizaciones, la reaccion de conjugacién entre el anticuerpo y la fraccion
efectora es a temperatura ambiente durante 2 horas. En algunas realizaciones, la reaccion de conjugacion es
durante al menos aproximadamente 2 horas. En algunas realizaciones, la reaccion de conjugacion es de al menos
aproximadamente 30 minutos.

La reaccion puede inactivarse y ajustarse a de aproximadamente pH 5,0 a aproximadamente pH 6,0, En algunas
realizaciones, la reaccion inactivada puede ajustarse a pH 5,5. Esto puede lograrse usando un tampén de succinato
y glicina a, por ejemplo, aproximadamente pH 4,0, Este tampdn tiene ventajas sobre otros tampones mas comunes
tales como TRIS, u otros tampones de aminoacidos. El succinato contribuye a limitar la agregacion y la precipitacion
durante la diafiltracion, que puede ser agresiva sobre la molécula conjugada, y la glicina contiene una amina primaria
adicional (particularmente en los casos de MAC-1 y MAC-2).

La reaccidon puede concentrarse y la fraccion efectora sin reaccionar (por ejemplo, péptido o ABP), especies
relacionadas (tales como péptido en el que el enlazador se hidrolizé por reaccion con disolvente acuoso) y otros
elementos sin reaccionar de la mezcla de reaccion (tales como PFP) pueden eliminarse por diafiltracion, por
ejemplo, usando una membrana de 50 kDa o una cromatografia de exclusion por tamafio en un tampdn de
succinato, glicina, cloruro sdédico y trehalosa, pH 5,5 a 30 mg.ml™".

En alg11églos aspectos de la divulgacion, el procedimiento puede comprender conjugar una fraccion efectora con a
CLk-K™ (Segun la numeracion de Kabat). En algunos aspectos, la divulgacion proporciona la conjugacion de un
péptido a un dominio A de cadena ligera de un anticuerpo o parte de union a antigeno del mismo, que comprende
sustituir una parte de la region CLA con una parte correspondiente de una regiéon CLk, unir al péptido un enlazador
que comprende un dejando el grupo Z * como se define en el presente documento, y haciendo reaccionar dicho
complejo de grupo péptido-enlazador saliente con el anticuerpo, caracterizado porque la regién CLk sustituida en el
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anticuerpo comprende al menos los residuos 62-103 de las SEC ID NO: 15, 45, 46, o 47. En algunos aspectos, la
region CLk comprende al menos los residuos 62-106 de las SEC ID NO: 15, 45, 46 o 47. En algunos aspectos, la
region CLk comprende al menos los residuos 1-103 de las SEC ID NO: 15, 45, 46 o 47. En algunos aspectos, la
region CLk comprende al menos los residuos 1-106 de las SEC ID NO: 15, 45, 46 o0 47.

En algunos aspectos, la invenciéon comprende conjugar un péptido con un dominio de cadena ligera de anticuerpo
murino o parte de union a antigeno del mismo, que comprende sustituir una parte de la region CL murina con una
parte correspondiente de una region CLk humana, uniéndose al péptido un enlazador que comprende un grupo
saliente Z * como se define en el presente documento, y haciendo reaccionar dicho complejo de grupo péptido-
enlazador saliente con el anticuerpo, caracterizado porque la regién CLk humana sustituida en el anticuerpo
comprende al menos los residuos 62-103 de las SEC ID NO: 15, 45, 46, o 47. En algunos aspectos, la region CLk
humana comprende al menos los residuos 62-106 de las SEC ID N°: 15, 45, 46 o0 47. En algunos aspectos, la region
CLk humana comprende al menos los residuos 1-103 de SEQ ID NOs: 15, 45, 46 o 47. En algunos aspectos, la
region CLk humana comprende al menos los residuos 1-106 de las, SEQ ID NOs: 15, 45, 46 o 47. Estos aspectos
pueden ser ventajosos, ya que Las regiones CLk no comprenden K 8 (La secuencia correspondiente en CLk murino
es RHN; ver los residuos 79-81 de la SEC ID NO: 49).

Composiciones farmacéuticas de la invencion

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el MAC y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera de y todos los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifungicos,
agentes retardantes de la absorcion e isotdnicos y similares, que sean fisioldgicamente compatibles. Los ejemplos
de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de agua, solucién salina, solucién salina tamponada
con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos, y pueden incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicion.
Sustancias farmacéuticamente aceptables tales como humectantes o cantidades minoritarias de sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que aumentan la vida util o
la eficacia del anticuerpo o porcién de anticuerpo.

Las composiciones de la presente invencion pueden estar en una diversidad de formas. Estas incluyen, por ejemplo,
formas de dosificacion liquidas, semisdlidas y sodlidas, tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones
inyectables e infundibles), dispersiones o suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La
forma preferida depende del modo de administracion deseado y de la aplicacion terapéutica. Las composiciones
tipicas preferidas estan en forma de soluciones inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a las
usadas para inmunizacion pasiva de seres humanos con anticuerpos en general. El modo de administracion
preferido es parental (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular). En una realizacion
preferida, el anticuerpo se administra por infusién o inyeccion intravenosa. En otra realizacion preferida, el
anticuerpo se administra por inyeccion intramuscular o subcutanea.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas otro componente, tal como un agente antitumoral o un
reactivo de formacién de imagenes. Otro aspecto de la presente invencion proporciona kits que comprenden MAC
de la invencion y composiciones farmacéuticas que comprenden estos anticuerpos. Un kit puede incluir, ademas del
MAC o composicion farmacéutica, agentes de diagndstico o terapéuticos. Un kit también puede incluir instrucciones
para su uso en un procedimiento de diagndstico o terapéutico. En algunas realizaciones, el kit incluye el anticuerpo o
una composicion farmacéutica del mismo y un agente de diagnostico. En otras realizaciones, el kit incluye el
anticuerpo o una composicion farmacéutica del mismo y uno o mas agentes terapéuticos, tales como un agente
antineoplasico, agente antitumoral o agente quimioterapico adicional.

Estos agentes y compuestos de la invencion pueden combinarse con vehiculos farmacéuticamente aceptables tales
como solucion salina, soluciéon de Ringer, solucion de dextrosa, y similares. El régimen de dosificacion particular, es
decir, dosis, momento de administracion y repeticion dependeran del individuo particular y de la historia médica del
individuo.

Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables, no son téxicos para los destinatarios a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, y pueden comprender tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos,
sales tales como cloruro sdédico; antioxidantes incluyendo acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales como
cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (de menos de aproximadamente 10
restos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos, tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales
como EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos de metales (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como
TWEENTM, PLURONICSTM o polietilenglicol (PEG).

Se preparan liposomas que contienen compuestos de la invencién por procedimientos conocidos en la técnica, tal
como se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 4.485.045 y 4.544.545. Se describen liposomas con un
tiempo en circulacion aumentado en la Patente de Estados Unidos N° 5.013.556. Pueden generarse liposomas
particularmente Utiles mediante el procedimiento de evaporacién en fase inversa con una composicion lipidica que
comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se
extruyen a través de filtros de un tamafo de poro definido para dar liposomas con el diametro deseado.

Los principios activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
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microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 202 Ed.,
Mack Publishing (2000).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de
matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o
'poli(alcohol vinilico)), polilactidas (Patente de Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y 7-
etil-L-glutamato, acetato de etilenvinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicdlico tal
como el LUPRON DEPOTTM (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido lactico-acido glicélico y
acetato de leuprolida), acetato isobutirato de sacarosa y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones a usar para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente, por ejemplo,
por filtracién a través de membranas de filtracion estériles. Los compuestos terapéuticos de la invencion se ponen
generalmente en un recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de soluciéon
intravenosa que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica.

Pueden prepararse emulsiones adecuadas usando emulsiones de grasas disponibles en el mercado, tales como
IntralipidTM, LiposynTM, InfonutrolTM, LipofundinTM y LipiphysanTM. El principio activo puede disolverse en una
composicion en emulsidon premezclada o, como alternativa, puede disolverse en un aceite (por ejemplo, aceite de
soja, aceite de cartamo, aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de maiz o aceite de almendra) y
formarse una emulsion tras la mezcla con un fosfolipido (por ejemplo, fosfolipidos de huevo, fosfolipidos de la soja o
lecitina de soja) y agua. Se apreciara que pueden afiadirse otros ingredientes, por ejemplo, glicerol o glucosa, para
ajustar la tonicidad de la emulsion. Las emulsiones adecuadas contendran tipicamente hasta el 20 % de aceite, por
ejemplo, entre el 5 y el 20 %. La emulsion grasa puede comprender gotas de grasa de entre 0,1 y 1,0 um,
particularmente, 0,1 y 0,5 um, y tener un pH en el intervalo de 5,5 a 8,0,

Las composiciones en emulsion pueden ser las preparadas por mezcla de un compuesto de la invencion con
IntralipidTM o los componentes del mismo (aceite de soja, fosfolipidos del huevo, glicerol y agua).

Las composiciones para inhalacion o insuflacion incluyen soluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o sélidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se ha expuesto anteriormente. En
algunas realizaciones, las composiciones se administran por la via respiratoria nasal u oral para un efecto local o
sistémico. Las composiciones en disolventes farmacéuticamente aceptables preferentemente estériles pueden
nebulizarse mediante el uso de gases. Las soluciones nebulizadas pueden respirarse directamente desde el
dispositivo de nebulizacion o el dispositivo de nebulizacién puede estar unido a una mascarilla, tienda o respirador
de presion positiva intermitente. Pueden administrarse composiciones en solucién, suspensién o polvo,
preferentemente por via oral o por via nasal, desde dispositivos que administran la formulacién de una forma
apropiada.

Los compuestos y composiciones de la invencién se pueden usar junto con los tratamientos establecidos para la
indicacion relevante. Los ejemplos incluyen 5-flurouracilo, irinotecan, oxilaplatino, cetuximab, sunitinib y rituximab
para el tratamiento de trastornos angiogénicos en particular, especialmente el cancer. Otros ejemplos incluyen
ranibizumab, infliximab, adalimumab, natalizumab, omalizumab y palivizumab.

Procedimientos terapéuticos de la invencion

También se proporcionan por la invencion procedimientos terapéuticos. Un procedimiento terapéutico comprende
administrar un compuesto o composicion de la invencién a un sujeto que lo necesite.

La invencion proporciona el uso de compuestos de la invencién o composiciones farmacéuticas de la invencion en
un procedimiento de inhibiciéon o reduccion de la angiogénesis o para tratar o prevenir una enfermedad o sintoma
asociado con un trastorno angiogénico. La invencion proporciona procedimientos de inhibicion o reduccién de la
angiogénesis o de tratamiento o prevencion de una enfermedad o sintoma asociado con un trastorno angiogénico,
que comprende administrar a un paciente una dosis terapéuticamente eficaz de compuestos y composiciones de la
invencion. También se proporcionan procedimientos de suministro o administracion de compuestos y composiciones
de la invencion y procedimientos de tratamiento usando compuestos y composiciones de la invencion. También se
proporcionan procedimientos de tratamiento del cancer que comprenden administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto o composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién. Como se usa en
el presente documento, una afeccion mediada por la angiogénesis es una afeccion que esta causada por una
actividad de angiogénesis anormal o una en la que tienen utilidad terapéutica compuestos que modulan la actividad
de angiogénesis. Las enfermedades y afecciones que pueden tratarse y/o diagnosticarse con compuestos y
composiciones de la invencion incluyen cancer, artritis, hipertension, enfermedad renal, psoriasis, angiogénesis del
ojo asociada con trastorno ocular, infeccion o intervencion quirdrgica, degeneracion macular, retinopatia diabética y
similares.

Mas especificamente, los ejemplos del término "cancer", cuando se usa en el presente documento en relacion con la
presente invencion, incluyen canceres de pulmén (NSCLC y SCLC), de cabeza y cuello, de ovario, de colon, de
recto, de préstata, de la regién anal, de estomago, de mama, de rifidn o uréter, de pelvis renal, de glandula tiroidea,
de vejiga, de cerebro, carcinoma de célula renales, carcinoma de, neoplasias del sistema nervioso central (SNC),
linfoma primario del SNC, linfoma no Hodgkins, tumores de la médula espinal, carcinomas de orofaringe, hipofaringe,
esofago, pancreas, higado, vesicula biliar y conductos biliares, intestino delgado, tracto urinario; o linfoma o una
combinacion de uno o mas de los canceres anteriores. AUn mas especificamente, los ejemplos del término "cancer",

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704 223 T3

cuando se usa en el presente documento en relaciéon con la presente invencion, incluyen cancer seleccionado de
cancer pulmonar (NSCLC y SCLC), cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer rectal, cancer de
prostata, cancer de la regidon anal o una combinacion de uno o mas de los canceres anteriores.

En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencion se refieren a trastornos hiperproliferativos
no cancerosos tales como, sin limitacion, degeneracion macular relacionada con la edad, reestenosis después de
angioplastia y psoriasis. En otra realizaciéon, la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para el
tratamiento de un mamifero que requiere la activacion de IGF-1R y/o Ang2, en la que la composicién farmacéutica
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo activador de la invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Pueden usarse composiciones farmacéuticas de la invencion para tratar la
osteoporosis, fragilidad o trastornos en los que el mamifero secreta demasiada poca hormona de crecimiento activa
0 es incapaz de responder a la hormona de crecimiento.

Como se usa en el presente documento, una "dosificacion eficaz" o "cantidad eficaz" de farmaco, compuesto o
composicion farmacéutica es una cantidad suficiente para ejercer uno o mas de cualquier resultado deseado o
beneficioso. Para uso profilactico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen eliminar o reducir el riesgo,
disminuir la gravedad o retrasar el desenlace de la enfermedad, incluyendo sintomas bioquimicos, histoldgicos y/o
conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y fenotipos patoldgicos intermedios que se presentan durante el
desarrollo de la enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados
clinicos tales como reduccion del tamarfio tumoral, de la propagacion, de la vasculatura de los tumores, o de uno o
mas sintomas de cancer u otras enfermedades asociadas con una angiogénesis aumentada, disminucién de la dosis
de otras medicaciones necesarias para tratar la enfermedad, aumento del efecto de otra medicacioén y/o retraso de la
progresion de la enfermedad en pacientes. Puede administrarse una dosificacion eficaz en una o mas
administraciones. Para los fines de la presente invencion, una dosificacién eficaz de farmaco, compuesto o
composicion farmacéutica es una cantidad suficiente para lograr el tratamiento profilactico o terapéutico directa o
indirectamente. Como se entiende en el contexto clinico, una dosificacién eficaz de un farmaco, compuesto o
composicion farmacéutica puede o no conseguirse junto con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica.
Por lo tanto, una "dosificacion eficaz" puede considerarse en el contexto de la administracion de uno o mas agentes
terapéuticos, y puede considerarse que un solo agente se administra en una cantidad eficaz si, junto con uno o mas
agentes distintos, puede conseguirse o se consigue un resultado deseable.

Un "individuo" o un "sujeto" es un mamifero, mas preferentemente un ser humano. Los mamiferos también incluyen,
pero sin limitacién, animales de granja, animales deportivos, mascotas, primates y caballos.

Ventajosamente, la administracion terapéutica de compuestos de la invencion da como resultado una disminucién de
la angiogénesis y/o en el caso de canceres, la estabilizacion o reduccion del volumen tumoral. Preferentemente, el
volumen tumoral es al menos aproximadamente un 10 % o aproximadamente un 15 % menor que antes de la
administracion de un MAC de la invencién. Mas preferentemente, el volumen tumoral es al menos aproximadamente
un 20 % menor que antes de la administracion del MAC. Aun mas preferentemente, el volumen tumoral es al menos
un 30 % menor que antes de la administracion del MAC. Ventajosamente, el volumen tumoral es al menos un 40 %
menor que antes de la administracion del MAC. Mas ventajosamente, el volumen tumoral es al menos un 50 %
menor que antes de la administracion del MAC. Muy preferentemente, el volumen tumoral es al menos un 60 %
menor que antes de la administracion del MAC. Mas preferentemente, el volumen tumoral es al menos un 70 %
menor que antes de la administracion del MAC.

La administracion de compuestos de la invencién de acuerdo con el procedimiento de la presente invencién puede
ser continua o intermitente dependiendo, por ejemplo, del estado fisioldégico del destinatario, de si el propdsito de la
administracion es terapéutico o profilactico, y de otros factores conocidos por los expertos en la materia. La
administracién de un compuesto de la invencién puede ser esencialmente continua durante un periodo de tiempo
preseleccionado o puede ser en una serie de dosis separadas en el tiempo.

Anticuerpos

Una "inmunoglobulina" es una molécula tetramérica. En una inmunoglobulina natural, cada tetramero esta
compuesto de 2 pares de cadenas polipeptidicas idénticas, cada par tiene una "ligera" (aproximadamente 25 kDa) y
una cadena "pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena incluye una region
variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento de
antigenos. La porcion carboxi-terminal de cada cadena define una region constante responsable principalmente de
la funcioén efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras K y A. Las cadenas pesadas se
clasifican como q, 9, €, y y d, y definen el isotipo del anticuerpo como IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, respectivamente.
Dentro de las cadenas ligeras y pesadas, las regiones variable y constante estan unidas por una region "J" de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos, y la cadena pesada también incluye una regioén "D" de aproximadamente
10 aminoacidos mas. Las regiones variables de cada par de cadenas ligeras / pesadas forman el sitio de unién del
anticuerpo de modo que una inmunoglobulina intacta tiene 2 sitios de union.

Las cadenas de inmunoglobulina exhiben la misma estructura general de regiones marco relativamente conservadas
(FR) unidas por 3 regiones hipervariables, también llamadas regiones determinantes de complementariedad o CDR.
Las CDR de las 2 cadenas de cada par estan alineadas por las regiones marco, lo que permite la unién a un epitope
especifico. Desde el extremo N al extremo C, tanto las cadenas ligeras como las pesadas comprenden los dominios
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio esta de acuerdo con las
definiciones de Secuencias de Kabat de proteinas de interés inmunoldégico (National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1987 y 1991))).

La identidad de los residuos de aminoacidos en un anticuerpo particular que constituye una CDR se puede

determinar usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, las CDR de anticuerpos pueden identificarse
como las regiones hipervariables definidas originalmente por Kabat et al (Kabat et al., 1992, Secuencias de
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proteinas de interés inmunoldgico, 52 ed., Servicio de salud publica, NIH, Washington D.C.). Las posiciones de las
CDR también pueden identificarse como las estructuras de bucle estructurales originalmente descritas por Chothia y
otros (Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-883). Otros enfoques para la identificacion de CDR incluyen la
"definicion de AbM", que es un compromiso entre Kabat y Chothia y se deriva utilizando el software de modelado de
anticuerpos AbM de Oxford Molecular (ahora Accelrys®), o la "definicion de contacto" de las CDR basadas en los
contactos de antigenos observados, establecido en MacCallum et al., 1996, J. Mol. Biol., 262: 732-745. En otro
enfoque, referido aqui como la "definicion conformacional” de las CDR, las posiciones de las CDR pueden
identificarse como los residuos que hacen contribuciones entalpicas a la unién del antigeno (Makabe et al., 2008,
Journal of Biological Chemistry, 283: 1156-1166). Es posible que otras definiciones de limites de CDR no sigan
estrictamente uno de los enfoques anteriores, pero que sin embargo se superpongan con al menos una parte de las
CDR de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse a la ligera de la prediccion o hallazgos experimentales de que
residuos o grupos de residuos en particular o incluso las CDR completas no tienen un impacto significativo en la
union del antigeno. Como se usa en el presente documento, una CDR puede referirse a las CDR definidas por
cualquier enfoque conocido en la técnica, incluidas combinaciones de enfoques. Los métodos utilizados en este
documento pueden utilizar CDR definidas de acuerdo con cualquiera de estos enfoques. Para cualquier realizacion
dada que contenga mas de una CDR, las CDR (u otro residuo del anticuerpo) pueden definirse de acuerdo con
cualquiera de las definiciones de Kabat, Chothia, extendidas, AbM, de contacto y / o conformacionales.

Tal como se usa en el presente documento, a ciertos residuos se les ha asignado su numeracion Kabat; asi, K18
CLk se refiere al residuo 188 de la cadena ligera kappa de acuerdo con la numeracion de Kabat, contando desde el
principio de la cadena ligera kappa. Se aprecia que la numeracion del residuo puede alterarse dependiendo de la
convencién de numeracion especifica aplicada.

Un "anticuerpo" se refiere a una inmunoglobulina intacta o a una porcién de unién a antigeno de la misma que
compite con el anticuerpo intacto para la union especifica. Las porciones de unién a antigeno pueden producirse
mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escisidon enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Las
porciones de union al antigeno incluyen, entre otros, Fab, Fab’, F (ab') 2, Fv, dAb, y fragmentos determinantes de la
complementariedad (CDR), anticuerpos de cadena unica (scFv), anticuerpos quiméricos, diacuerpos y polipéptidos
que contienen al menos una porcion de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir un antigeno especifico
al polipéptido. Un fragmento Fab es un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CLy CH [; un
fragmento F(ab’) 2 es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en
la region bisagra; un fragmento Fd consiste en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv consiste en los dominios VL
y VH de un solo brazo de un anticuerpo; y un fragmento de dAb consiste en un dominio VH o un dominio VL (por
ejemplo, humano, camélido o tiburdn).

En general, las referencias a anticuerpos deben interpretarse como que también se refieren a las porciones de union
a antigquade los mismos, y en particular, a las porciones de union a antigeno de los mismos que comprenden al
menos K™ de CLK.

Un anticuerpo de cadena unica (scFv) es un anticuerpo en el que las regiones VL y VH se emparejan para formar
moléculas monovalentes a través de un conector sintético que les permite fabricarse como una cadena de proteina
Unica. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos, en los que los dominios VH y VL se expresan en
una sola cadena polipeptidica, pero utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento
entre los 2 dominios en la misma cadena, lo que obliga a los dominios a emparejarse con dominios complementarios
de otra cadena y creando 2 sitios de union al antigeno. Una o mas CDR pueden incorporarse en una molécula
covalentemente o no covalentemente para convertila en una inmunoadhesina. Una inmunoadhesina puede
incorporar la (s) CDR (s) como parte de una cadena polipeptidica mas grande, puede enlazar covalentemente la (s)
CDR (s) a otra cadena polipeptidica, o puede incorporar la (s) CDR (s) de manera no covalente. Las CDR permiten
que la inmunoadhesina se una especificamente a un antigeno particular de interés.

Un anticuerpo puede tener uno o mas sitios de union. Si hay mas de un sitio de enlace, los sitios de enlace pueden
ser idénticos entre si o pueden ser diferentes. Por ejemplo, una inmunoglobulina natural tiene 2 sitios de unién
idénticos, un anticuerpo de cadena unica o fragmento Fab tiene un sitio de unién, mientras que un anticuerpo
"biespecifico" o "bifuncional” tiene 2 sitios de unién diferentes.

Un "anticuerpo aislado" es un anticuerpo que (1) no esta asociado con componentes asociados de forma natural,
incluidos otros anticuerpos asociados de forma natural, que lo acompafan en su estado nativo, (2) esta libre de otras
proteinas de la misma especie, (3) es expresado por una célula que no expresa naturalmente el anticuerpo, o es
expresado por una célula de una especie diferente, o (4) no ocurre en la naturaleza.

El término "anticuerpo humano" incluye todos los anticuerpos que tienen una o mas regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulina humana. En algunas realizaciones de la presente invencion, todos los
dominios variables y constantes del anticuerpo anti-IGF1R se derivan de secuencias de inmunoglobulina humana
(un anticuerpo completamente humano). Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo derivado de una especie no
humana, en el que ciertos aminoacidos en el marco y los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera se
han mutado para evitar o anular una respuesta inmune en los humanos. Alternativamente, un anticuerpo
humanizado puede producirse fusionando los dominios constantes de un anticuerpo humano a los dominios
variables de una especie no humana.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que contiene una o mas regiones de un anticuerpo y una
0 mas regiones de uno o mas anticuerpos.

El término "epitopo” incluye cualquier proteina determinante capaz de unirse especificamente a una inmunoglobulina
o receptor de células T. Los determinantes epitdpicos generalmente consisten en grupos de moléculas
quimicamente activas en la superficie, tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar, y por lo general
tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas especificas de carga. Se
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dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de disociacion es <1 uM,
preferiblemente <100 nM y mas preferiblemente: <10 nM.

El término conjugado de anticuerpo multifuncional, o MAC, se refiere a un anticuerpo como se define en el presente
documento, o parte de unién a antigeno del mismo, conjugado covalentemente a al menos una fraccion efectora que
se une a un objetivo. La fraccion efectora puede ser un péptido, molécula pequefia, proteina, molécula de acido
nucleico, toxina, aptamero, o anticuerpo de unién a antigeno o fragmento de la misma. Las referencias a la
conjugacion de péptidos y similares a las que se hace referencia a lo largo de la memoria descriptiva generalmente
se aplican a la conjugacion a proteinas y anticuerpos (de unién a antigeno) o fragmentos de las mismas. La unién
entre la fraccion efectora y el anticuerpo (o fragmento del mismo) puede ser un enlace covalente. En algunas
realizaciones en las que la fraccidon efectora es una proteina o péptido, la fraccién efectora puede fusionarse al
extremo N o C de una de las cadenas de anticuerpos. Por fusionado, se entiende que la fraccion efectora y el
anticuerpo se fusionan por medio de un enlace peptidico entre sus respectivos esqueletos peptidicos. En algunos
aspectos, la fraccion efectora se conjuga covalentemente con el anticuerpo a través de un enlazador y no se fusiona
a través de enlaces peptidicos que conectan los 2 pilares del péptido.

En algunas realizaciones, los MAC de la invencion comprenden anticuerpos anti-IGF1R humanizados. Los MAC de
la invencién pueden comprender anticuerpos anti-IGF1R completamente humanos mediante la introducciéon de
genes de inmunoglobulina humana en un roedor, de modo que el roedor produzca anticuerpos completamente
humanos. También se proporcionan anticuerpos anti-IGF1R completamente humanos. Se espera que los
anticuerpos anti-IGF1R completamente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a
los anticuerpos monoclonales derivatizados de ratén o ratén (Mabs) y, por lo tanto, aumenten la eficacia y seguridad
de los anticuerpos administrados. Se puede esperar que el uso de anticuerpos completamente humanos proporcione
una ventaja sustancial en el tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, como la inflamacion y el
cancer, que pueden requerir la administracion repetida de anticuerpos. En otra realizacién, la invencién proporciona
un MAC que comprende un anticuerpo anti-IGF1R que no se une al complemento.

Los métodos para producir anticuerpos anti-IGF1R para uso en la invencidon se describen en W002053596 y
W02005016967, los cuales se incorporan aqui por referencia.

En algunas realizaciones, no hay mas de 10 cambios de aminoacidos en las regiones VH o VL del anticuerpo anti-
IGF1R mutado en comparacioén con el anticuerpo anti-IGF1R antes de la mutacion. En algunas realizaciones, no hay
mas de 5 cambios de aminoacidos en las regiones VH o VL del anticuerpo anti-IGF1R mutado. No puede haber mas
de 3 cambios de aminoacidos. En otras realizaciones, no hay mas de 15 cambios de aminoacidos en los dominios
constantes. No puede haber mas de 10 cambios de aminoacidos en los dominios constantes. No puede haber mas
de 5 cambios de aminoacidos en los dominios constantes.

Ademas, se pueden crear anticuerpos de fusion en los que 2 (o mas) anticuerpos de cadena Unica estan vinculados
entre si. Esto es util si uno quiere crear un anticuerpo divalente o polivalente en una sola cadena polipeptidica, o si
quiere crear un anticuerpo biespecifico.

Un tipo de anticuerpo derivado se produce mediante la reticulacién de 2 o mas anticuerpos (del mismo tipo o de
diferentes tipos; por ejemplo, para crear anticuerpos biespecificos). Los reticuladores adecuados incluyen aquellos
que son heterobifuncionales, que tienen 2 grupos claramente reactivos separados por un espaciador apropiado (por
ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncionales (por ejemplo, suberato de
disuccinimidilo).

Otro tipo de anticuerpo derivado es un anticuerpo marcado. Agentes de deteccion utiles con los que se puede
derivar un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencion incluyen compuestos fluorescentes, que incluyen
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, 5-dimetilamina-1-naftalensulfonilo cloruro, ficoeritrina, fosfato
de lantano y similares. Un anticuerpo también puede marcarse con enzimas que son Utiles para la deteccion, tales
como peroxidasa de rabano picante, galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y similares.
Cuando un anticuerpo se marca con una enzima detectable, se detecta agregando reactivos adicionales que la
enzima utiliza para producir un producto de reaccion que se puede discernir. Por ejemplo, cuando esta presente el
agente peroxidasa de rabano picante, la adicion de perdxido de hidrégeno y diaminobencidina conduce a un
producto de reaccion coloreado, que es detectable. Un anticuerpo también puede marcarse con biotina y detectarse
mediante la medicion indirecta de la unién de avidina o estreptavidina. Un anticuerpo puede estar marcado con un
agente magnético, como el gadolinio. Un anticuerpo también puede estar marcado con un epitopo polipeptidico
predeterminado reconocido por un informador secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremalleras de
leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitopo). En
algunas realizaciones, las etiquetas estan unidas por brazos espaciadores de varias longitudes para reducir el
potencial impedimento estérico.

El anticuerpo también puede derivatizarse con un grupo quimico tal como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o
etilo, o un grupo carbohidrato. Estos grupos pueden ser Utiles para mejorar las caracteristicas bioldgicas del
anticuerpo, p. Ej. para aumentar la semivida sérica o para aumentar la unién al tejido.

Anticuerpos Cataliticos

En algunos aspectos de la invencion, el MAC comprende un anticuerpo catalitico, o parte de unién a antigeno del
mismo. En algunos aspectos, el anticuerpo puede ser un anticuerpo aldolasa.

Los contenidos de US2006205670 se incorporan aqui por referencia, en particular los parrafos - [0233], que
describen anticuerpos, fragmentos utiles y variantes y modificaciones de los mismos, sitios de combinacién y CDR,
preparacion de anticuerpos, expresion, humanizacion, modificacion de aminoacidos, glicosilacion, ADCC, CDC,
aumento de la vida media en suero de los anticuerpos, vectores de expresion, sistemas hospedadores de mamiferos
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y plegamiento, entre otros elementos de la tecnologia de anticuerpos.

"Sitio de combinacién”, como se usa en el presente documento, (también conocido como el sitio de union del
anticuerpo) se refiere a la region de los dominios de inmunoglobulina o Ig que se combinan (o pueden combinar) con
el determinante de un antigeno apropiado (o una proteina estructuralmente similar). El término generalmente incluye
las CDR y los residuos del marco adyacente que estan involucrados en la union al antigeno.

"Anticuerpos frente a aldolasa" como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos que contienen
porciones de sitio de combinacion que, cuando no estan comprometidas (por ejemplo, por conjugacion), catalizan
una reaccion de adicion alddlica entre un donante de cetona alifatica y un aceptor de aldehido. Los anticuerpos
aldolasa se pueden generar mediante la inmunizacién de un animal con respuesta inmunitaria con un inmunégeno
que incluye un hapteno de 1,3 dicetona de formula:

0O O
O O

acoplado a una proteina portadora, y caracterizado ademas por tener una lisina con un grupo €-amino reactivo en el
sitio de combinacion del anticuerpo. Los anticuerpos aldolasa se caracterizan ademas por su actividad catalitica
sujeta a inhibicion con el hapteno 1,3-dicetona por formacién de un complejo entre el hapteno 1,3-dicetona y el
grupo €-amino de la lisina del anticuerpo catalitico.

Como se ha tratado anteriormente, en ciertas realizaciones, ciertos anticuerpos que pueden usarse para hacer MAC,
composiciones y muestras de la invencion pueden comprender una cadena lateral reactiva en el sitio de
combinacion de anticuerpos. Una cadena lateral reactiva puede estar presente naturalmente o puede colocarse en
un anticuerpo por mutacién. El residuo reactivo del sitio de combinacién del anticuerpo puede asociarse con el
anticuerpo, como cuando el residuo esta codificado por el acido nucleico presente en la célula linfoide identificada
por primera vez para producir el anticuerpo. Alternativamente, el residuo de aminoacido puede surgir al mutar
intencionalmente el ADN para codificar el residuo particular. El residuo reactivo puede ser un residuo no natural que
surge, por ejemplo, por incorporacion biosintética utilizando un codén unico, ARNt y aminoacil-ARNt como se discute
aqui. En otro enfoque, el residuo de aminoacido o sus grupos funcionales reactivos (por ejemplo, un grupo amino
nucledfilo o un grupo sulfhidrilo) se pueden unir a un residuo de aminoacido en el sitio de combinacion del
anticuerpo. Por lo tanto, el enlace covalente con el anticuerpo que se produce "a través de un residuo de aminoacido
en un sitio de combinacién de un anticuerpo” como se usa en este documento significa que el enlace puede ser
directamente a un residuo de aminoacido de un sitio de combinacién de anticuerpo o a través de un resto quimico
que esta vinculado a una cadena lateral de un residuo de aminoacido de un sitio de combinacién de anticuerpos. En
algunas realizaciones, el aminoacido es cisteina, y el grupo reactivo de la cadena lateral es un grupo sulfhidrilo. En
otras realizaciones, el residuo de aminoacido eg lisina, y el grupo reactivo de la cadena lateral es el grupo €-amino.
En algunas realizaciones, el amiggoécido es K™ En la cadena pesada segun la numeracion de Kabat. En algunas
realizaciones, el aminoacido es K™ en el HC h38C2 de acuerdo con el empafamiento de las SEQ ID NO: 52 y 54.

Los anticuerpos cataliticos son una fuente de anticuerpos con sitios de combinacién adecuados que comprenden
una o mas cadenas laterales de aminoacidos reactivos. Dichos anticuerpos incluyen anticuerpos aldolasa,
anticuerpos beta lactamasa, anticuerpos esterasa y anticuerpos amidasa.

Una realizacién comprende un anticuerpo aldolasa tal como los anticuerpos monoclonales de ratéon mAb 33F12 y
mAb 38C2 (cuyas VL y VH comprenden la SEC ID NO: 56 y 57), asi como versiones adecuadamente quiméricas y
humanizadas de dichos anticuerpos (por ejemplo, h38C2IgG1: SEC ID NO: 51 y 52 y h38C2-IlgG2: SEC ID NO: 53 y
54). El mAb 38C2 de raton (y h38C2) tiene una lisina reactiva cerca de HCDR3 pero fuera de ella, y es el prototipo
de una nueva clase de anticuerpos cataliticos que fueron generados por la inmunizaciéon reactiva y que imitan
mecanicamente las enzimas de la aldolasa natural. Otros anticuerpos cataliticos de aldolasa que pueden usarse
incluyen los anticuerpos producidos por el hibridoma 85A2, que tiene el numero de acceso de ATCC PTA-1015;
hibridoma 85C7, con numero de acceso ATCC PTA-1014; hibridoma 92F9, con nimero de acceso ATCC PTA-1017;
hibridoma 93F3, con numero de acceso ATCC PTA-823; hibridoma 84G3, con numero de acceso ATCC PTA-824;
hibridoma 84G11, con numero de acceso ATCC PTA-1018; hibridoma 84H9, que tiene numero de acceso ATCC
PTA-1019; hibridoma 85H6, con nimero de acceso ATCC PTA-825; Hibridoma 90G8, con numero de acceso ATCC
PTA-1016. A través de una lisina reactiva, estos anticuerpos catalizan reacciones alddlicas y retro-alddlicas
utilizando el mecanismo de enamina de las aldolasas naturales.

Los compuestos de la invencion también pueden formarse uniendo un agente de direccionamiento a una cisteina
reactiva, como los que se encuentran en los sitios de combinacién de los anticuerpos cataliticos de tioesterasa y
esterasa. Los anticuerpos que contienen aminoacidos reactivos pueden prepararse por medios bien conocidos en la
técnica, incluida la mutacion de un anticuerpo del sitio de combinacién para codificar el aminoacido reactivo o derivar
quimicamente una cadena lateral de aminoacido en un sitio de combinacién de anticuerpos con un enlazador que
contiene el grupo reactivo

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado. Cuando los compuestos de la invencién se unen
covalentemente al sitio de combinacién de un anticuerpo, y tales anticuerpos se humanizan, es importante que
dichos anticuerpos se humanicen con retencion de alta afinidad de enlace para el grupo W. Se contemplan diversas
formas de anticuerpos de aldolasa murina humanizados. Una realizacion utiliza el anticuerpo catalitico de la aldolasa
humanizado h38c2 IgG1 o h38c2 Fab con dominios constantes humanos C. y Cy11. Se usaron la linea germinal
humana DPK9 gen Vi y JK4 deel gen de Jx como marcos para la humanizacién del dominio variable de la cadena
ligera kappa de m38c2, y el gen de la linea germinal humana DP-47 y JH4 del gen J4 se usaron como marcos para
la humanizacién del dominio variable de cadena pesada de m38c2. La FIGURA 18C ilustra una alineacién de
secuencia entre las cadenas ligeras y pesadas variables en m38c2, h38c2 y lineas germinales humanas. h38c2
puede utilizar los dominios constantes de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, incluyendo cualquiera de sus alotipos. Otfra
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realizacion utiliza un anticuerpo quimeérico que comprende los dominios variables (V. y Vi) de h38c2 (SE%&ID NOS:
55 y 56) y los dominios constantes de un anticuerpo IgG1, IgG2, 1gG3 o IgG4 que comprende K'°°-CLk. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo de longitud completa, Fab, Fab’, F(ab'),;, F.dsF,scF,, Vu, V., diacuerpo o
minicuerpo que comprende los dominios Vy y Vi desde h38c2. El anticuerpo puede ser un anticuerpo que
comprende la V. y Vy dominios de h38c2 y un dominio constante seleccionado del grupo que consiste en 1gG1,
IgG2, IgG3 e IgG4. El anticuerpo puede ser h38C2 IgG1 (SEC ID N°: 51 y 52). El anticuerpo puede ser h38C2 IgG2
(SEQ ID NO: 53 y 54). El anticuerpo puede ser una version humanizada de un anticuerpo de aldolasa murina que
comprende una region constante de un anticuerpo humano 1gG, IgA, IgM, IgD o IgE. En otra realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo quimérico que comprende la V, y Vy region de un anticuerpo de aldolasa murina (por
ejemplo, SEQ ID NO: 57 y 58) y una region constante de un anticuerpo 1gG, IgA, IgM, IgD o IgE humana. En
realizaciones adicionales, el anticuerpo es una version completamente humana de un anticuerpo de aldolasa murina
que comprende una secuencia polipeptidica de un anticuerpo natural o nativo humano IgG, IgA, IgM, IgD o IgE.

También se contemplan diversas formas de fragmentos de anticuerpos de aldolasa humanizados. Una realizacion
utiliza h38c2 F(ab’),. h38c2 F(ab’), Puede ser producido por la digestion proteolitica de h38c2 IgG1. Otra realizacion
utiliza un scFv h38c2 que comprende la V. y V4 dominios de h38c2 que estan conectados opcionalmente por el
enlazador intermedio (GlysSer)s (SEQ ID NO: 59). Como alternativa a la humanizacion, se pueden generar
anticuerpos humanos. Por ejemplo, ahora es posible producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son
capaces, tras la inmunizacién (o inmunizacion reactiva en el caso de anticuerpos cataliticos) de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena.

Como se usa en el presente documento, "farmacocinética" se refiere a la concentracion de un compuesto
administrado en el suero a lo largo del tiempo. La farmacodinamica se refiere a la concentracion de un compuesto
administrado en tejidos diana y no diana a lo largo del tiempo y los efectos sobre el tejido diana (por ejemplo, la
eficacia) y el tejido no diana (por ejemplo, la toxicidad). Las mejoras en, por ejemplo, la farmacocinética o la
farmacodinamica pueden disefiarse para un agente de direccionamiento o agente biolégico particular, como el uso
de enlaces labiles o la modificacion de la naturaleza quimica de cualquier enlace (por ejemplo, cambio de
solubilidad, carga y similares). El término "k".«" se refiere a la constante de velocidad de disociacion para la
disociacion de un anticuerpo del complejo anticuerpo / antigeno. El término" Ky" se refiere a la constante de
disociacion de una interaccion particular anticuerpo-antigeno.

En algunas realizaciones, la porcion de anticuerpo anti-IGF1R del MAC tiene una selectividad para IGF1R que es al
menos 50 veces mayor que su selectividad para el receptor de insulina. En algunas realizaciones, la selectividad de
la porcidon de anticuerpo anti-IGF1R del MAC es mas de 100 veces mayor que su selectividad para el receptor de
insulina. En algunas realizaciones, la porciéon de anticuerpo anti-IGF1R del MAC no muestra ninguna unién
especifica apreciable a ninguna otra proteina distinta de IGF1R.

En algunos aspectos de la invencion, el MAC se une a IGF1R con alta afinidad. En algunas realizaciones, el MAC se
ung a IGF1R con una Kq de 1 x 10° M o menos. En algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Kq 0 1 x
10” M o menos. En algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Kg 0 5 x 100 M o menos. En algunas
realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Kg 0 1 x 10" M o menos.

En algunos aspectos de la invencion, el MAC tiene una tasa de disociaciéon baja_de IGF1R. En una realizacion, el
MAC tiene una Ko de 1 x 10™ s~ o bajo. En algunas realizaciones, la Ko €s 5 x 10™s™ o bajo.

En algunos aspectos, la invencién proporciona sales, estereoisdmeros, tautémeros, solvatos y profarmacos
farmacéuticamente aceptables de compuestos, muestras, composiciones y composiciones farmacéuticas de la
invencion.

Enlazadores de anticuerpos cataliticos

Ciertos enlazadores adecuados para conectar agentes de direccionamiento al sitio de combinacion de anticuerpos
cataliticos (enlazadores de anticuerpos cataliticos: enlazadores CA) se describen en US2009098130, cuyos
contenidos se incorporan en el presente documento por referencia. El término "agentes de direccionamiento” se usa
en el presente documento para distinguir el término "fraccion efectora”, pero es evidente que los tipos de moléculas
unidas al final de un enlazador CA o un enlazador MAC pueden ser intercambiables. En particular, aspectos del
documento US2009098130 perteneciente a las férmulas generales que describen los enlazadores (CA-), la
estructura especifica del enlazador (CA-), la sintesis de los enlazadores (CA-) y las combinaciones de diferentes
elementos de P, Q y W, y (en este caso se clasifican como grupos X, Y y Z) respectivamente) como se describe de
manera especifica y general, aqui se incluyen.

El enlazador CA puede ser lineal o ramificado CA, y opcionalmente incluye uno o mas grupos carbociclicos o
heterociclicos. La longitud del conector CA se puede ver en términos del nimero de atomos lineales, con los restos
ciclicos como los anillos aromaticos y similares que se contaran tomando la ruta mas corta alrededor del anillo. En
algunas realizaciones, el enlazador CA tiene un estiramiento lineal de entre 5 y 15 atomos, en otras realizaciones 15
a 30 atomos, en otras realizaciones mas de 30 a 50 atomos, en ofras realizaciones de 50 a 100 atomos y en otras
realizaciones mas 100-200 atomos. Otras consideraciones sobre el enlazador CA incluyen el efecto sobre las
propiedades fisicas o farmacocinéticas del compuesto resultante, como la solubilidad, lipofilia, hidrofilicidad,
hidrofobicidad, estabilidad (mas o menos estable y degradacion planificada), rigidez, flexibilidad, inmunogenicidad y
modulacién de unién de anticuerpos, la capacidad de incorporarse en una micela o liposoma, y similares.

En algunos aspectos, el enlazador de CA puede estar unido covalentemente a la cadena lateral del residuo de
enlace TA. El enlazador puede comprender la férmula: P-Q-W; en donde P es una cadena de conexion
biolégicamente compatible que incluye cualquier atomo seleccionado del grupo que consiste en C, H, N, O, P, S, F,
Cl, Br e |, y puede comprender un polimero o copolimero de bloque, y es covalente unido al residuo de enlace (a
través de la cadena lateral, el extremo amino o el extremo carboxilo, segin corresponda) donde el enlazador es
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lineal, Q es un grupo de reconocimiento opcionalmente presente que comprende al menos una estructura de anillo; y
W es un resto de unién que comprende un enlace covalente a una cadena lateral de aminoacido en un sitio de
combinacién de un anticuerpo.

Cuando esta presente, Q puede tener la estructura opcionalmente sustituida:

PEAN

2PN
o0 a c
Ke/d o \\ d//

en donde a, b, c, d y e son independientemente carbono o nitrégeno; f es carbono, nitrégeno, oxigeno o azufre; Q
esta unido a P y W independientemente en cualquiera de las 2 posiciones de anillo de valencia suficiente; y no mas
de 4 de a, b, c, d, e o f son simultdneamente nitrogeno y preferiblemente a, b, ¢, d, y e en la estructura del anillo son
cada uno carbono. En algunos aspectos, Q puede ser fenilo. Aunque no desea estar limitado por ninguna teoria, se
cree que el grupo Q puede ayudar a posicionar el grupo reactivo en un sitio de combinacién de anticuerpos
adecuado para que el grupo W pueda reaccionar con una cadena lateral de aminoacidos reactiva.

El conector de CA se puede disefiar de manera que contenga un grupo reactivo capaz de formar un enlace
covalente o no covalente con una macromolécula, como un anticuerpo, proteina o fragmento de la misma. El grupo
reactivo se elige para usar con un residuo reactivo en un sitio de combinacion particular. Por ejemplo, un resto
quimico para la modificacién por un anticuerpo de aldolasa puede ser una cetona, dicetona, betalactamico,
halocetona éster activa, lactona, anhidrido, maleimida, alfa-haloacetamida, ciclohexil dicetona, epdxido, aldehido,
amidina, guanidina, imina, enamina, fosfato, fosfonato, epoxido, aziridina, tioepdxido, dicetona enmascarada o
protegida (cetal por ejemplo), lactama, halocetona, aldehido y similares.

En algunas realizaciones, W, antes de la conjugacion con la cadena lateral de un residuo en el sitio de combinacion
de un anticuerpo, incluye uno o mas grupos C = O dispuestos para formar una azetidinona, una dicetona, una acil
beta-lactama, un éster activo , una halocetona, un grupo ciclohexil dicetona, un aldehido, una maleimida, un alqueno
activado, un alquino activado o, en general, una molécula que comprende un grupo saliente susceptible de
desplazamiento nucledfilo o electrofilo. Otros grupos pueden incluir una lactona, un anhidrido, una alfa-
haloacetamida, una imina, una hidrazida o un epoxido. Los grupos reactivos electréfilos de engarce ejemplares que
pueden unirse covalentemente a un grupo nucledfilo reactivo (por ejemplo, una cadena lateral de lisina o cisteina) en
un sitio de combinacién de anticuerpo incluyen acil beta-lactama, dicetona simple, éster activo de succinimida,
maleimida, haloacetamida con enlazador, halocetona , ciclohexil dicetona, aldehido, amidina, guanidina, imina,
enamina, fosfato, fosfonato, epdxido, aziridina, tioepdxido, una dicetona enmascarada o protegida (un cetal por
ejemplo), lactama, sulfonato y similares, grupos C = O enmascarados, tales como como iminas, cetales, acetales y
cualquier otro grupo electrofilico conocido. En ciertas realizaciones, el grupo reactivo incluye uno o mas grupos C =
O dispuestos para formar una acil beta-lactama, dicetona simple, éster activo de succinimida, maleimida,
haloacetamida con enlazador, halocetona, ciclohexil dicetona o aldehido. W puede ser un alquilo sustituido,
cicloalquilo sustituido, arilo sustituido, arilalquilo sustituido, heterociclilo sustituido o heterociclilalquilo sustituido, en el
que al menos un sustituyente es un resto 1,3-dicetona, un acil-beta-lactama, un éster activo, una alfa halocetona, un
aldehido, una maleimida, una lactona, un anhidrido, una alfa-haloacetamida, una amina, una hidrazida o un epoéxido.
En algunos aspectos, el grupo W esta unido covalentemente a un armazén de macromoléculas que puede
proporcionar una mayor vida media a los péptidos de la invencion. En algunos aspectos, el grupo W, si esta
presente, esta enlazado covalentemente al sitio de combinacién de un anticuerpo.

En algunos aspectos, antes de la conjugacion (por ejemplo, con el sitio de combinacion de un anticuerpo), W tiene la

estructura:
0]
(e} (0] _SSS
N
q
q o}

en donde g = 0-5. g puede ser 1 0 2. g puede ser 1. En otros aspectos, q puede ser 2.

En algunos aspectos, después de la conjugacion con el sitio de combinacion de anticuerpos, W tiene la estructura:

O O
- Anticuerpo
o} HN g /f\\ - Anticuerpo
/ N M
H H
0] q

en la que g = 0-5 y el Anticuerpo-N- es un enlace covalente a una cadena lateral en un sitio de combinacion de un
anticuerpo. g puede ser 1 o0 2. q puede ser 1. En otros aspectos, q puede ser 2.
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P puede ser un grupo que comprende tres componentes; Pp-Ps-Py, en donde Pp es un grupo especificamente
adaptado para ser combinable con el agente de direccionamiento, Ps es una region espaciadora del grupo P, y Py
es un grupo adaptado para unirse al grupo W. En algunos aspectos, Py se selecciona de un enlace amida, un enlace
enamina o un enlace guanidinio. Py puede seleccionarse para proporcionar una molécula de hidrégeno adyacente
(dentro de dos atomos) al grupo Q. Si bien no desea limitarse a ninguna teoria, se cree que el atomo de H puede
ayudar al reconocimiento del grupo Q de una bolsa hidréfoba a través de la interaccion del enlace H, particularmente
con respecto a la bolsa hidréfoba de la hendidura de unién de un anticuerpo catalitico, como h38C2. Por lo tanto, el
enlace amida, por ejemplo, puede estar orientado de tal manera que el grupo NH esté directamente unido al grupo
Q, proporcionando la H del grupo NH para el enlace de hidrégeno. Alternativamente, el grupo C = O de una amida
se puede unir al grupo Q, con la H del grupo NH aproximadamente 2 atomos adyacentes al grupo Q, pero todavia
esta dis]}c:)onible para el enlace H. En algunas realizaciones, Py esta ausente. En algunas realizaciones, el grupo Py
tiene la formula:

sfHYz

o)

En algunos aspectos, Ps se selecciona de tal manera que Ps no proporciona ningin grupo demasiado reactivo. Se
puede seleccionar Ps para proporcionar una longitud total de los grupos P de entre 2-15 atomos. Se puede
seleccionar Ps para que la longitud total del grupo P esté entre 2 y 10 atomos. Las X pueden seleccionarse de modo
que la longitud total del grupo P sea de 4-8 atomos. Se puede seleccionar Ps para que la longitud total del grupo P
sea de 5 atomos. Se puede seleccionar Ps para que la longitud total del grupo P sea de 6 atomos. En algunos
aspectos, Ps puede comprender una de las siguientes formulas:

0]
L AN iy
f’\/{«oxija | ‘LLT Oj}( i | a{’\o/]%’ | ;\,{,\Oﬁl\n/ﬂfo/\ga

donden=1,2,3,4,5,6,7,8,90 10, y m esta presente o ausente; n puede ser 1, 2, 3, 4,50 6; npuede ser 1, 2, 3
0 4; n puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4. En algunos aspectos, Ps comprende una de las
siguientes formulas:

0 ;J-"'\/\o/\/o\/\NHr((jAsfe
"‘JJ\/\O/\/O\/\N)K/\e;j E\/\O/\,O\/\é,; o

’

[e]
%AO/YO\ S 2 I SNPGRS PN J~ .
o ’ 1

Lo ideal es seleccionar Pp para permitir una estrategia de enlace covalente direccional especifica al residuo de
enlace de una molécula de direccion (residuo de enlace TA), como un péptido, proteina, molécula pequefia, acido
nucleico o aptamero. Por ejemplo, cuando el residuo de enlace TA comprende un grupo nucledfilo, Pp puede ser un
grupo electrofilo y viceversa. Por ejemplo, si la cadena lateral del residuo de uniéon a TA comprende un grupo amina,
tal como K, H, Y, ortinina, Dap o Dab, Xp puede ser COOH u otro electréfilo similarmente reactivo. Si el residuo de
union a TA es D o E, Pp puede comprender un grupo nucledfilo, tal como un grupo amina. Cualquiera de estas
estrategias permite que se forme un enlace covalente entre el grupo Pp y el residuo de union a TA mediante
estrategias de formacion de enlaces amida. Cuando el grupo de enlace TA es un grupo amina, Pp puede
comprender la férmula:
#\_OH
)¢

P puede ser un polimero o copolimero de bloque biolégicamente compatible opcionalmente presente. P puede ser
de la estructura:
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b b

P sl e

M e, T

endondepes1,2, 3,4,5/6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33,34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 32, 43, 44 0 45; w, r, y s son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 ; y R**%"® en cada caso es independientemente hidrogeno, C
sustituido o no sustituido.1.1p alquilo, sustituido o no sustituidos.7 cicloalquil-Cos alquilo, o aril-C sustituido o no
sustituidoo.s alquilo

Cuando el residuo de union a TA es C, homdlogos de C u otros residuos que contienen grupos tiol, Pp puede
comprender un grupo maleimida (o similar) que permita una estrategia de reaccion de adicion de tiol-maleimida para
enlazar covalentemente el grupo Pp a la union TA residuo. En algunos aspectos, Pp también puede comprender un
grupo tiol, permitiendo que se forme un puente disulfuro entre el residuo de unién a TA y el grupo Pp. En algunos

aspectos, Pp puede ser maleimida:
N
v

o]
en el que la flecha indica el punto de unién a la molécula objetivo y la linea paralela representa la union al grupo Q

del enlazador. Cuando el punto de unién a la molécula objetivo comprende un residuo de cisteina u otra cadena
lateral que contiene tiol, el mecanismo de conjugacion puede ser el siguiente:

/ S-TA
o] o]

E/D | — ‘91/ N

0] 0

En algunos aspectos, el grupo Pp comprende una maleimida sustituida:

- roduto minoritario
producto mayoritario P

En algunos aspectos, P es

HM

en donde v y w se seleccionan de tal manera que la longitud del esqueleto de X sea de 6-12 atomos;
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En algunos aspectos, el TA-enlazador es de la formula:

;VN&ON%OHNHZ&%

endonden=1,02,03,04,5,6,7,8,90 10; n puede ser 1, 2, 3, 4, 5 0 6; n puede ser 1; n puede ser 2; n puede
ser 3; n puede ser 4. M puede estar ausente. M puede estar presente. En algunos aspectos, TA-enlazador es de la
férmula:

m

endonden=1,02,03,04,5,6,7,8,9010; n puede ser 1, 2, 3, 4, 50 6; n puede ser 1; n puede ser 2; n puede
ser 3; n puede ser 4. M puede estar ausente. M puede estar presente.

En algunos aspectos, la porcion P de los enlazadores CA puede usarse como la porcion de enlazadores Y, X-Y, Y-Z
y X-Y-Z para un MAC de la invencion.

Péptidos y Proteinas

Acil lisina, o
Kac (también AcK) se refiere a: K(SH) se refiere a:
H,N.__CO,H HOOC NH,
HN.__O HN s
T R
Acido diaminobutirico (Dab) Acido diaminopropionico (Dap)
HN - CO-H H,N.__CO,H
NH, NH2
Homocisteina Homoserina Ornitina
O O O
HoN OH HoN OH HoN OH
SH
OH NH,

En general las nomenclaturas usadas en relacion con, y las técnicas de cultivo celular y tisular, biologia molecular,
inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y acidos nucleicos e hibridacion descritas en el presente
documento son aquellas bien conocidas y usadas comunmente en la técnica. Los procedimientos y técnicas de la
presente invencion se realizan en general de acuerdo con procedimientos convencionales bien conocidos en la
técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y analizan a lo largo de
toda la presente memoria descriptiva a menos que se indique otra cosa. Como se usan en el presente documento,
los 20 aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso convencional. Los términos “polipéptido”,
“péptido” y “proteina” se usan indistintamente para referirse a un polimero de restos aminoacidicos. Como se usan
en el presente documento, estos términos son aplicables a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos
aminoacidicos son un analogo quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente. Estos términos
también son aplicables a polimeros de aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos pueden estar en forma L o D
siempre que se mantenga la union y otras caracteristicas deseadas del péptido. Un polipéptido puede ser
monomérico o polimérico.
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A menos que se indique otra cosa mediante un prefijo “D”, por ejemplo, D-Ala o N-Me-D-lle, o escrito en formato de
minusculas, por ejemplo, a, i, |, (versiones D de Ala, lle, Leu), la estereoquimica del carbono alfa de los aminoacidos
y restos aminoacilo en péptidos descritos en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas es la
configuracion natural o “L”.

Todas las secuencias peptidicas se escriben de acuerdo con la convencién aceptada en general por la que el resto
aminoacidico a-N-terminal esta a la izquierda y el resto aminoacidico a-C-terminal esta a la derecha. Como se usa
en el presente documento, la expresion “extremo N-terminal” se refiere al grupo a-amino libre de un aminoacido en
un péptido, y la expresion “extremo C-terminal” se refiere al extremo o-acido carboxilico libre de un aminoacido en
un péptido. Un péptido que esta N-terminado con un grupo se refiere a un péptido que lleva un grupo en el nitrégeno
alfa-amino del resto aminoacidico N-terminal. Un aminoacido que esta N-terminado con un grupo se refiere a un
aminoacido que lleva un grupo en el nitrdgeno a-amino.

Como se usa en el presente documento, "halo", "halégeno" o "haluro” se refiere a F, Cl, Bro I.

Como se usa en el presente documento, "actividad biolégica" se refiere a las actividades en vivo de un compuesto,
composicion u otra mezcla, o respuestas fisioldgicas que resultan de en vivo Administraciéon de un compuesto,
composicion u otra mezcla. La actividad biolégica, por lo tanto, abarca los efectos terapéuticos, los efectos de
diagnéstico y la actividad farmacéutica de tales compuestos, composiciones y mezclas. El término "biolégicamente
activo" o "funcional" se refiere a un polipéptido que exhibe al menos una actividad que es caracteristica o similar a
un agente de direccion AA.

El término "biolégicamente compatible” como se usa en este documento significa algo que es biolégicamente inerte
0 no reactivo con moléculas bioldgicas intracelulares y extracelulares, y no toxico.

La frase "alquilo sustituido" se refiere a un grupo alquilo en el que uno o mas enlaces a un carbono (s) o hidrégeno
(s) se reemplazan por un enlace a atomos que no son hidrégeno y no carbono, como, entre otros, un atomo de
halégeno en haluros tales como F, CI, Br e I; un atomo de oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, grupos
alcoxi, grupos ariloxi y grupos éster; un atomo de azufre en grupos tales como grupos tiol, grupos sulfuro de alquilo y
arilo, grupos sulfona, grupos sulfonilo y grupos sulfoxido; un atomo de nitrdgeno en grupos tales como aminas,
amidas, alquilaminas, dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, N-6xidos, imidas y enaminas; un
atomo de silicio en grupos tales como en grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo y grupos
triarilsililo; y otros heteroatomos en otros grupos. Los grupos alquilo sustituidos también incluyen grupos en los que
uno o mas enlaces a un atomo de carbono (s) o hidrégeno (s) se reemplazan por un enlace a un heteroatomo tal
como oxigeno en grupos carbonilo, carboxilo y éster; nitrdgeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas y
nitrilos. Los grupos alquilo sustituidos incluyen, entre otros, grupos alquilo en los que uno o mas enlaces a un atomo
de carbono o hidrogeno estan reemplazados por uno o mas enlaces a atomos de flior. Un ejemplo de un grupo
alquilo sustituido es el grupo trifluorometilo y otros grupos alquilo que contienen el grupo trifluorometilo. Otros grupos
alquilo incluyen aquellos en los que uno o mas enlaces a un atomo de carbono o hidrégeno se reemplazan por un
enlace a un atomo de oxigeno, de modo que el grupo alquilo sustituido contiene un grupo hidroxilo, alcoxi, ariloxi o
heterocicliloxi. Todavia otros grupos alquilo incluyen grupos alquilo que tienen una amina, alquilamina, dialquilamina,
arilamina, (alquil) (aril) amina, diarilamina, heterociclilamina, (alquil) (heterociclil) amina, (aril) (heterociclil) amina, o
diheterociclilamina grupo.

La frase "alquilo no sustituido" se refiere a un grupo alquilo divalente no sustituido como se define anteriormente.
Asi, metileno, etileno y propileno son ejemplos de alquilenos no sustituidos. La frase "alquilo sustituido" se refiere a
un grupo alquilo divalente sustituido como se definié anteriormente. Los grupos alquileno inferiores sustituidos o no
sustituidos tienen de 1 a aproximadamente 6 carbonos.

La frase "cicloalquilo no sustituido" se refiere a grupos alquilo ciclicos tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo y tales anillos sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal y ramificada como
se definid anteriormente. La frase también incluye grupos alquilo policiclicos tales como, pero no limitados a,
adamantil norbornilo y biciclo [2.2.2] octilo y similares, asi como tales anillos sustituidos con grupos alquilo de
cadena lineal y ramificada como se definio anteriormente. Por lo tanto, la frase incluiria grupos metilcilcohexilo entre
otros. La frase no incluye grupos alquilo ciclicos que contienen heteroatomos. Los grupos cicloalquilo no sustituidos
pueden estar unidos a uno o mas atomos de carbono, atomo (s) de oxigeno, atomo (s) de nitrogeno y / o atomo (s)
de azufre en el compuesto original. En algunas realizaciones, los grupos cicloalquilo no sustituidos tienen de 3 a 20
atomos de carbono. En otras realizaciones, dichos grupos alquilo no sustituidos tienen de 3 a 8 atomos de carbono,
mientras que en otras, dichos grupos tienen de 3 a 7 atomos de carbono.

La frase "cicloalquilo sustituido" tiene el mismo significado con respecto a los grupos cicloalquilo no sustituidos que
los grupos alquilo sustituidos tienen con respecto a los grupos alquilo no sustituidos. Por lo tanto, la frase incluye,
pero no se limita a, grupos oxociclohexilo, clorociclohexilo, hidroxiciclopentilo y clorometilciclohexilo.

Descripcion detallada de las figuras

Figura 1A: Alineamientos de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas de los anticuerpos 2.12.1y
2.12.1.fx, con la secuencia de consenso para la regién variable mostrada. Figura 1B: alineamientos de las
secuencias de aminoacidos de las cadenas ligeras de los anticuerpos 2.12.1 y 2.12.1.fx con la secuencia de
consenso para la region variable mostrada. Las CDR estan subrayadas y las regiones constantes se muestran
en cursiva. Las secuencias de los anticuerpos 2.12.1 y 2.12.1.fx se desvelaron previamente en los documentos
W02005016967 y WO2005016967.

Figura 2: El analisis del peso molecular intacto de MAC por espectrometria de masas demuestra que multiples
péptidos se unen al anticuerpo anti-lIGF-1R 2.12.1.fx. Figura 2A: datos de espectrometria de masas del
anticuerpo anti-IGF-1R 2.12.1.fx. Figura 2B-2D: datos de espectrometria de masas de MAC-2, que muestran
experimentos repetidos de tres lotes individuales.
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Figure 3: Datos de espectrometria de masas de 2.12.1.fx (IGF-1R) y 3 lotes de MAC-2 (MAC) en los que se han
reducido los enlaces disulfuro. Figura 3A: Datos de espectrometria de masas de 2.12.1.fx 2.12.1.fx (IGF-1R),
cadena ligera. Figura 9B: Datos de espectrometria de masas de 2.12.1.fx (IGF-1R), cadena pesada. Figura 9C:
datos de espectrometria de masas de cadena ligera de MAC-2, lote 1. Figura 3D: datos de espectrometria de
masas de cadena pesada de MAC-2, lote 1. Figura 3E: datos de espectrometria de masas de cadena ligera de
MAC-2, lote 2. Figura 3F: datos de espectrometria de masas de cadena pesada de MAC-2, lote 2. Figura 3G:
datos de espectrometria de masas de cadena ligera de MAC-2, lote 3. Figura 9H: datos de espectrometria de
masas de cadena pesada de MAC-2, lote 3.

Figure 4A: Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo 2.12.1.fx con los sitios de escision por
quimotripsina sefialados con puntos. Los fragmentos quimotripticos que contienen un residuo de Lys (sitio de
conjugacion potencial) se marcan con el numero N del término. El fragmento Y15 de la cadena ligera esta
subrayado. Figura 4B: secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo 2.12.1.fx con sitios de
escision de quimotripsina anotados con balas. Los fragmentos quimotripticos que contienen un residuo de Lys
(sitio de conjugacion potencial) se marcan con el numero N del término.

Figure 5A: Datos de espectrometria de masas de un péptido que contiene lisina:Y15 de cadena ligera conjugado,
que muestra datos de espectrometria de masas para el anticuerpo anti-IGF-1R no conjugado 2.12.1.fx (IGF-1r) y
MAC-2 (MAC), asi como una representacion del fragmento Y15. Figura 5B: Datos de espectrometria de masas
de un fragmento de cadena ligera no conjugado Y15, que muestra datos de espectrometria de masas para el
anticuerpo anti-IGF-1R no conjugado 2.12.1.fx (IGF-1r) y MAC-2 (MAC), asi como una representacion del
fragmento Y15.

Figura 6A: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el péptido triptico de 2.12.1 .fxTalgigura
6B: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el fragmento triptico cuando K™ esta
modificado con ABP de MAC-2.

Figure 7A: Los datos de cromatograma de CLEM de ion seleccionado para el péptido triptico de 2.12.1 .fx. Figura
15B: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el péptido triptico cuando K™ esta
modificado con ABP de MAC-2.

Figura 8: Espectros de masas de MAC-2 intacto.

Figura 9A: Espectros de masas de cadena pesada reducida para MAC-2. Figura 9B: Espectros de masas de
cadena ligera reducida para MAC-2.

Figure 10: ELISA de unién a Ang1-4. Grafica representativa de la union de MAC a miembros de la familia de Ang
(Ang1-4).

Figure 11: ELISA de competicion con Ang2. Grafica representativa de la competicion con la unién de Ang2 al
receptor de Tie2 para MAC.

Figure 12: ELISA de competicion con IGF-1R. Grafica representativa de la competicion con la union de IGF-1 a
IGF-1R para MAC.

Figure 13: Inhibicion de la autofosforilacion de IGF-1R inducida por IGF-1 por MAC en células 3T3-hIGF-1R.
Figura 14A: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del tratamiento con
vehiculo, Ang2-h38c2, anticuerpo contra IGF-1R (2.12.1.fx) o MAC-2 (IP, 1x/sem). Los datos se representan
como la media y ET de n = 10/grupo para los dias 0-28 (n = 10 para todos los grupos mas alla del dia 28). *: P <
0,05, anticuerpo contra IGF1R (2.12.1.fx) 10 mg/kg frente a MAC-2 10 mg/kg; **: P < 0,01, Ang2-h38C2 frente a
MAC-2; Anova de dos factores, post-prueba de Bonferroni. Figura 14B: Niveles de expresion de IGF-1R relativos
en lisados preparados a partir de tumores escindidos y congelados.

Figura 15A: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del tratamiento IP
semanal con vehiculo o MAC-2 (IP, 1x/sem, 0,3-10 mg/kg). Los datos se representan como la mediay ET de n =
10/grupo. ***: P<0,001, PBS frente a MAC-2 (todas las dosis); Anova de dos factores, post-prueba de Bonferroni.
Figura 15B: Pesos tumorales finales a Dia 28. Figura 15C: Densidad de microvasos tumorales de xenoinjertos de
adenocarcinoma de colon Colo205 después del tratamiento con vehiculo o MAC-2 (IP, una vez por semana).
Figura 15D: Niveles de expresion de Ang2 relativos en lisados preparados a partir de tumores escindidos y
congelados. Figura 15E: Niveles de expresion de IGF-1R relativos en lisados preparados a partir de tumores
escindidos y congelados.

Figura 16A: volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después de un tratamiento IP
semanal con vehiculo, Ang2-h38c2 (10 mg / kg), anticuerpo IGF1R (2.12.1.fx) (10 mg / kg) o MAC-2 (1, 30 10
mg / kg). Figura 16B: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del
tratamiento IP una vez por semana con vehiculo, anticuerpo contra IGF-1R (2.13.2) (10 mg/kg) o MAC-2 (10
mg/kg). Figura 22C: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del
tratamiento IP una vez por semana con vehiculo, Ang2-h38c2 (10 mg/kg), anticuerpos contra IGF1R (2.12.1.fx y
2.13.2) (10 mg/kg), MAC-2 (1, 3 0 10 mg/kg) o Ang2-h38c2 (10 mg/kg) en combinacion con 2.12.2.fx 0 2.13.2 (10
mg/kg). Todos los datos se representan como la media 'y ET de n = 10/grupo.

Figura 17: Volumen tumoral de melanoma MDA-MB-435 después del tratamiento semanal con vehiculo o MAC-2
(IP, una vez por semana). **: P < 0,05, PBS frente a MAC-2, 20mg/kg; ***: P < 0,01 PBS frente a Ang2-h38c2, 10
mg/kg o MAC-2, 3 mg/kg: Anova de dos factores, post-prueba de Bonferroni. Los datos se representan como la
media y ET de n = 10/grupo.

Figura 18A: alineacion de la secuencia de aminoacidos de los dominios variables de m38c2, h38c2 y lineas
germinales humanas. Las regiones marco (FR) y las regiones determinantes de complementariedad (CDR) se
definen de acuerdo con Kabat et al. Los asteriscos marcan diferencias entre m38c2 y h38c2 o entre h38c2 y las
lineas germinales humanas. Figura 18B: Alineacion de la secuencia de aminoacidos de la region kappa de la
cadena ligera constante murina (mCLk), la region kappa de la cadena ligera constante humana (hCLk) y la region
lambda de la cadena ligera constante humana (hCLA). Diferencias entre mCLk y hCLk; y entre hCLk y hCLA; se
muestran como asteriscos, y las subestaciones conservadas se muestran como cruces.

Para que esta invencion pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos solo tienen
fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.
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Ejemplos

Ejemplo 1 Sintesis de Péptidos usados en la invencion

%

NHFmoc

]

X XX XX XXX XXX X X Onle
I NN | &
3 Fmoc-Q-K-Y-Q-P-L-D-EK-DKT-LY-D-QF-ML-Q-Q-G— )=
e
H
e O
»
4
s 11T AT
(o]
5 )I\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T D

-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G —-’<N

Resina de amida de Rink

Etapas para SPPS usando quimica de Fmoc: (i) Eliminacién de Fmoc con piperidina al 20 %/DMF; (ii) Acoplamiento
de aminoacidos; la proporcion de HBTU:Aminoacido:HOBt:NMM respecto a la carga de amina de la resina es de
5:5:5:20, El disolvente usado era NMP, (iii) Etapas repetidas para cada acoplamiento de aminoacido. X = grupo
protector de cadena lateral inestable a acido.

Ensamblaje completado de péptido unido a resina totalmente protegido:

(i) Eliminacion de Fmoc con piperidina al 20 %/DMF, (ii) Acetilacion: anhidrido acético/NMM/NMP.

Ensamblaje completado de péptido unido a resina protegido N-acetilado.

Esquema 1. Sintesis en fase soélida de una cadena peptidica usando quimica de Fmoc (ejemplificada con un péptido
de unién a Ang2 tipico (ABP), SEQ ID NO: 27)
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Ejemplo 2: Escision de la resina del péptido preparado como en el EJEMPLO 1.

1.

RO

X
g R
1 )I\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—/< OM
e
H
= : 0

O

2 .

o]

s AN

Ensamblaje completado de péptido unido a resina protegido N-acetilado.

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G —NH,

2. TFA/agua/fenol/triisopropilsilano (90:4:4:2).

5 Esquema 2: Escision de ABP (SEQ ID NO: 27) de la resina.

Ejemplo 3 Sintesis de ABP de compuestos de ABP-tiol-enlazador

0

1 )J\Q-K—Y-Q-P-L-D-E-K—D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2

A A

(e} ﬁ)/
/[kQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH

/go o
: |

)

SH

O

5 )KQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2
A, A

Péptido de unién a Ang2.

2. Acido S-tritil-mercaptopropiénico/HBTU/NMM (proporcion 5:5:10 con respecto al péptido Ang2).
10 3.

4. TFA/DCM/TIPS (proporcion 5:93:2).
5.

Intermedio peptidico de Ang2 con tiol protegido con tritilo.

Péptido modificado Ang2 que lleva tiol.

Esquema 3: Sintesis de ABP-1-ti (3.3) (SEQ ID NO: 27 con K" sustituido con resto de union K(SH)).
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Se sintetizaron analogos de un péptido de unidon a Ang-2 (ABP) con diferentes puntos de union (véanse los Ejemplos
1y 2). Inicialmente, el intermedio de ABP con tiol libre se sintetizé y se purificd y después se afadié un enlazador de
maleimida-PEG2-PFP, seguido de una etapa de purificacion final para obtener un ABP activado con PFP puro. El
ensamblaje y la escision de la cadena peptidica se llevaron a cabo como se resume en los esquemas 1y 2 para
generar el ABP puro.

El ABP (284 mg, 0,1 mmol) se disolvié en dimetilformamida (0,5 ml) con agitacion. Por separado, se agité acido S-
tritil-mercaptopropidnico (MPA, 62 mg, aproximadamente 0,125 mmol), HBTU (48 mg, 0,125 mmol) y N-
metilmorfolina (0,025 ml, 0,25 mmol) en DMF (0,5 ml) durante 5 min hasta su disolucion. La solucion de ABP y las
soluciones de MPA activado se mezclaron entre si durante 2 h. El progreso de la reaccion se control6 mediante
CLEM. Después de 2 h, la solucion se afiadio lentamente a éter helado (40 ml) para precipitar el producto ABP-S-
tritil-MPA. El precipitado blanco se recogio por filtracion y después se seco. El resto sdélido se disolvio después en
una solucion de acido trifluoroacético en diclorometano (1:10, 10 ml), afiadiéndose triisopropilsilano (TIPS) (0,050 ml)
y se agité durante 1 h. La solucion se evaporo a presion reducida hasta un aceite amarillo claro, después el péptido
con tiol bruto se precipitd por adicion de éter helado. El producto se recogié por centrifugacion y se seco al vacio. El
resto se disolvié en acetonitrilo acuoso al 50 %, después se liofilizd para dar el péptido con tiol bruto (pureza de
aproximadamente el 80 % por analisis de HPLC). El peptido con tiol bruto se purificd por HPLC semipreparativa para
dar 145 mg de SEQ ID NO: 27.

Sintesis de SEQ ID NO: 27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP

SH

(0)
0O

)J\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D—Q—F-M-L-Q-Q-G-NH2
AN A

4.1 SEQ ID NO: 27-K(SH)"
o F
+ /;;N\/\H/N\/\O/\/O\/\ﬂ/o F
© © ¢ F
F
4.2 (Enlazador de MAL-2PEG-PFP)

F F
oﬂo F F
OH

0]

s Oﬂ“f
X ?j%‘ o

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

Ao A

4,3 (SEQ ID NO: 27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP)
Esquema 4 Sintesis de SEQ ID NO: 27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP
Ejemplo 4 Generacion de intermedios de Péptido de Uniéon a Ang-2-tiol (ABP-ti)

El ensamblaje de la cadena peptidica se realizd en una escala de 0,1 milimoles. La resina usada era resina Fmoc-
Rink-PL (150 mg, sustitucion 0,67 mmol/g). Se usaron protocolos de quimica de Fmoc convencionales para
ensamblar el péptido. La eliminacion de Fmoc era con piperidina al 20 %/DMF durante 3 x 5 min y todas las etapas
de lavado de resina usaban DMF. Para incorporar los aminoacidos, se empled una sola etapa de acoplamiento para
cada resto, usando activacion con HBTU/HOBt/NMM durante un periodo de 2 h. El Resto de Unién (K(SH)) se
incorpor6 como Fmoc-Lys(Ne-mercaptopropionato-S-Trt)-OH. Tras el ensamblaje de la cadena, el grupo Fmoc N-
terminal se elimind y el péptido-resina se protegié terminalmente por acetilacion. La resina final se lavo con DCM y
se secO durante una noche al vacio. Los pesos de resina finales obtenidos eran los siguientes: SEQ ID NO: 29-
K(SH)9: 627 mg , SEQ ID NO: 30-K(SH)16: 573 mg, SEQ ID NO: 31-K(SH)18: 642 mg y SEQ ID NO: 32-K(SH)19:
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641 mg.

La eliminacién acidolitica de grupos protectores y la escision del péptido de la resina se consiguieron usando un
coctel de TFA/agualditiotreitol/triisopropilsilano (proporcion 90:4:4:2, 5 ml) durante 2 h. La solucién se filtir6 de la
resina y la resina se lavd con otros 5 ml de TFA puro. Los filtrados combinados se evaporaron hasta un jarabe y
después de la adicién de éter helado precipité un polvo blanco. El polvo se recogio por centrifugacion, después se
disolvio en acetonitrilo acuoso al 50 % (20 ml), se congeld y se liofilizé durante una noche.

Resultados:
SEQ ID NO: 29-K(SH)9
SH

o}

)KQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2

O (¢}

La cantidad de SEQ ID NO: 29-K(SH)9 bruto obtenido era de 252 mg. El analisis del SEQ ID NO: 29-K(SH)9 bruto
por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95 %B/30 min, C18, Tp = 18,3 min. Un analisis de CLEM adicional del
SEQ ID NO: 29-K(SH)9 bruto mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2930, +2 = 1465, +3 =
977 observado.

SEQ ID NO: 30-K(SH)16
SH

o}

)KQ-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH2

e} ¢}

La cantidad de SEQ ID NO: 30-K(SH)16 bruto obtenido era de 229 mg. El analisis del SEQ ID NO: 30-K(SH)16 bruto
por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95 %B/30 min, C18, Tp = 22,0 min. Un analisis de CLEM adicional del
SEQ ID NO: 30-K(SH)16 bruto mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2915, +2 = 1458, +3 =
972 observado.

SEQ ID NO: 31-K(SH)18
SH

o}

)KQ-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-K-L-Q-Q-G-NH2

o ¢}

La cantidad de SEQ ID NO: 31-K(SH)18 bruto obtenido era de 252 mg. El analisis del SEQ ID NO: 31-K(SH)18 bruto
por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95 %B/30 min, C18, Tp = 21,1 min. Un analisis de CLEM adicional del
SEQ ID NO: 31-K(SH)18 bruto mostrd que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2912, +2 = 1456, +3 =
971 observado.

SEQ ID NO: 32-K(SH)19
SH

o O

)KQ—K—Y—Q—P—L—D—E—L-D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—K-Q—Q—G—NH2

(0] (¢]

La cantidad de SEQ ID NO: 32-K(SH)19 bruto obtenido era de 261 mg. El analisis del SEQ ID NO: 32-K(SH)19 bruto
por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95 %B/30 min, C18, Tp = 20,0 min. Un analisis de CLEM adicional del
SEQ ID NO: 32-K(SH)19 bruto mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2912, +2 = 1465, +3 =
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977 observado.

Purificacion:

Una columna de HPLC preparativa se preequilibré con TFA acuoso diluido y acetonitrilo. Los intermedios de ABP-tiol
brutos (es decir, ABP con K(SH) como resto de unién) se disolvieron en DMF (3 ml), después se adsorbieron sobre
la columna y se eluyeron por aplicacion de un gradiente de acetonitrilo en TFA diluido. Las fracciones se recogieron
automaticamente por la masa (M = 1465). La elucién de la columna se controlo por UV, las fracciones obtenidas se
analizaron por RP-HPLC analitica. Las fracciones mas puras (>95 % por HPLC analitica) se combinaron y se
liofilizaron para dar las cantidades siguientes: 87 mg de SEQ ID NO: 29-K(SH)9 puro, 50 mg de SEQ ID NO: 30-
K(SH)16 puro, 59 mg de SEQ ID NO: 31-K(SH)18 puro y 39 mg de SEQ ID NO: 32-K(SH)19 puro.

Sintesis de Enlazador

Se consideraron cinco estrategias de activacion diferentes para conjugar un ABP con anticuerpos anti-IGF-1R de la
|nvenC|on como se resume en los Ejemplos 5-9 (se muestran estructuras ejemplares usando el SEQ ID NO: 27-
K(SH)™):

Ejemplo 5 Esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) (SEQ ID NO: 27-K"'-NHS)

0

O
N
*O?

0]

ANQK-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
o) /Lo
Esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) (SEQ ID NO: 27-K""-NHS)

~Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

0 0
5.1 SEQ ID NO: 27
0 0
&NQOWK\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\]/Oﬂﬁ
+
o © %5
5.2 Ester de Bis-PEG5-NHS
0
0
)\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2 o
0 0

5.3 SEQ ID NO: 27-K""-5PEG-NHS
Esquema 5 Sintesis de SEQ ID NO: 27-K""-5PEG-NHS
Sintesis de SEQ ID NO: 27-K''-5PEG-NHS

La SEQ ID NO: 27 (5.1) se hizo reaccionar con un Bis-NHS, PEGx-enlazador (5.2), de modo que el grupo carboxilo
activado con NHS permanecié en el producto peptidico activado final (5.3) y permanecié disponible para la
conjugacion posterior. Esto requeria la presencia de otros cuatro grupos carboxilo libres en el ABP. Estos excluian
una estrategia de activacion in situ simple ya que la posicidon del grupo activado no podia haberse controlado
facilmente y seria probable que se hubieran activado multiples cadenas laterales carboxilo.

Se examino la reaccion entre el éster de bis-PEG5-NHS y el ABP (SEQ ID NO: 27). Usando un exceso de 10 veces
del enlazador en DMSO, una solucion del ABP y N-metiimorfolina (como base) en DMSO se valoré lentamente en
una solucion bien agitada. Se tomaron muestras y se examinaron por HPLC y CLEM a diversos puntos temporales.
Después de aproximadamente 2 h habia una formacion de producto sustancial (conversiéon de aproximadamente el
80 % de 5.1 a forma 5.3) y éste se separaba facilmente del reactivo de enlazador de bis-NHS. Sin embargo, incluso
en DMSO, el producto 5.3 se convertia lentamente con el tiempo en la forma de acido libre (en la que el grupo éster
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de NHS se convertia en el carboxilo libre inactivo). Ademas, cuando la mezcla de reaccion bruta se fracciond para
aislar el producto deseado 5.3, éste también estaba sometido a hidrdlisis durante las etapas de purificacion y
posterior liofilizacion. Aunque el procedimiento tenia éxito en la sintesis de cierto producto, se creia que la
inestabilidad acuosa del ester de NHS resultante limitaria su aplicacién en las reacciones de conjugacion
pc1>st)eriores. Pruebas adicionales de MAL-PEG2-NHS se muestran en el Ejemplo 30 (que comprende el grupo Z *
Z13).

Ejemplo 6 Maleimida (Mal) (SEQ ID NO: 27-K''-Mal)

\
_N
Oj/-

O

ANQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0

La activacion de maleimida se usa generalmente de acuerdo con un comparfiero de conjugacion con tiol libre.
Aunque no estan presentes restos de tiol libres en el anticuerpo 2.12.1.fx, hay varios procedimientos quimicos que
pueden usarse para introducir tioles libres en proteinas y de este modo proporcionar sitios de enlace para
conjugacion basada en maleimida.

Los péptidos que contienen Mal son en general relativamente sencillos de sintetizar usando enlazadores que
contienen maleimida/acido simples. Varios compuestos de SEQ ID NO: 27-MAL se sintetizaron como se muestra a

continuacion. En general, los péptidos activados con maleimida no se conjugaban bien con proteinas o anticuerpos
que carecen de un tiol endégeno (derivado de una cadena lateral de cisteina libre) o un tiol introducido por otro

medio quimico, por ejemplo, por reactivo de Traut.

)\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—N H,
0 o
SEQ ID NO: 27-K"'-Mal

0] OY\,O\/\O/\/O\/\O/\/ N \[(\/?
)I\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2
o) o)
SEQ ID NO: 27-K""-4PEG-Mal-2
Ejemplo 7 Azetidinona (AZD) (SEQ ID NO: 27-K''-AzZD)
NY

b
O

)\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2
O O
SEQ ID NO: 27-AZD
Se sintetizé ABP activado con AZD por unién de un enlazador de AZD-acido al ABP en solucion.

Activacion con AZD:

~Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0
6.1 SEQ ID NO: 27
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o o
D Se
H

6.2 Enlazador de AZD-acido
O

o NJ

O« NH

T

0
o) O

N

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
O O
6.3 SEQ ID NO: 27-K""-AZD
Esquema 6: Sintesis de SEQ ID NO: 27-K''-AZD (6.3)

El ABP activado con AZD reaccionaba muy lentamente con grupos amino de cadenas laterales de lisina. La
conjugacion se intentd a pH de 7 a 9 en tampdn fosfato para aumentar la tendencia nucledfila de las lisinas de
superficie del anticuerpo por disminucion de su carga (el pKa de las lisinas en las proteinas de superficie es de
aproximadamente 9,1 a 11,2). Las cuestiones de estabilidad del anticuerpo y la hidrélisis de AZD excluian el uso de
un pH por encima de 9. Se anadieron 15 moles de ABP activado con AZD por 1 mol de anticuerpo durante tres dias
de tiempo de reaccion, produciendo niveles de conjugacion reducidos (un promedio de 2 ABP activados con AZD
por anticuerpo). A pH basico, la hidrolisis de AZD se produce rapidamente (50 % después de 24 horas)
contribuyendo a niveles disminuidos de conjugacion.

Ejemplo 8 Esteres de acido escuarico (Escuaratos). (SEQ ID NO: 27-Escuarato)
0
R
o o o}

A

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
L L
SEQ ID NO: 27-K"" Escuarato-R
o)
~Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

(0] (@)
7.1 SEQ ID NO: 27

0o (6]
R‘[\Oj :/O
+ R2
7.2 Escuarato derivado en R’ y R?, en este ejemplo, R’ y R? son ambos CH2CH3.
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—
)?\ ) i
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

A A

Esquema 7: 7.3 SEQ ID NO: 27-K""-Escuarato-

Esquema 7: Derivados de acido escuarico Enlazador de SEQ ID NO: 27-K''-Escuarato-1 — ABP-1-
Escuarato-1

Se sabe que los ésteres de alquilo generados a partir de acido escuarico reaccionan selectivamente con tioles a pH
neutro mientras que a pH mayores (aproximadamente 8,5 y superiores) también pueden reaccionar con aminas pero
mas lentamente. La reactividad de los escuaratos puede aumentarse significativamente por sustitucion de grupos
alquilo con arilo. La presente divulgacion proporciona varios derivados de escuarato del ABP, en los que la naturales
del “R” varia (R se selecciona del grupo que consiste en etilo, fenilo, 2-metoxicarbonilfenilo, 3-fluorofenilo y 3,5-
difluorofenilo) y otros derivados en los que se ha variado la posicion de enlazador. Los escuaratos de etilo se
conjugan bien con tioles libres pero mal con aminas libres en proteinas y anticuerpos a menos que el pH esté por
encima de 9. Los escuaratos de arilo demostraron mejor eficacia cuando se conjugaban con lisinas libres en los
anticuerpos de la invencién a pH neutro.

Ejemplo 9 Esteres pentafluorofenilicos (PFP) (SEQ ID NO: 27-PFP)

F

oF F
o)ko F: "

. \
ANQK-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0

La presente invencion también proporciona el uso de ésteres pentafluorofenilicos (PFP) para formar péptidos
activados relativamente estables. Este procedimiento tiene varias ventajas sobre otras estrategias en el sentido de
que el grupo PFP puede introducirse en solucién faciimente a partir de un producto peptidico activado estable que
de por si puede purificarse usando procedimientos de HPLC convencionales, observandose escasa hidrdlisis de
éster de PFP. El desafio en la sintesis de un ABP conectado covalentemente a un enlazador con un grupo reactivo
capaz de conjugacion con un anticuerpo es la presencia de cuatro cadenas laterales acidas (tres acidos asparticos y
un acido glutamico) en la secuencia de ABP. Esto excluye una estrategia de activacion simple usando el péptido y
un agente activador puesto que no hay procedimientos simples conocidos que aseguren una activacion especifica
de sitio en una cadena lateral acida particular.

Para resolver este problema, la presente invencion proporciona una ruta sintética por la que un grupo éster activado,
tal como PFP, puede acoplarse directamente a una lisina de cadena lateral en el péptido por una reaccion
quimioselectiva (usando quimica de tiol/maleimida) o por uso de un reactivo de bis-éster activo que forma una amida
con la cadena lateral peptidica pero deja el otro extremo como el éster activo.

En algunas realizaciones, la estrategia puede ser un bis-acido PEG con cada acido activado como éster de PFP. En
soluciones organicas, con alguna base presente, el extremo del enlazador de bis-PFP reaccionaba con la cadena
lateral N-e-amino de la lisina en la posicion de unién necesaria para formar un enlace amida estable, mientras que el
otro extremo mantenia el otro grupo PFP. Un problema potencial con esta estrategia es la posibilidad de formar
dimeros de péptidos, en la que se afiadiria un péptido a cada uno de los restos PFP presentes en cada extremo del
enlazador. En algunos aspectos, la presente invencion supera este problema adicional alterando la estequiometria y
la adicion del péptido y enlazador de bis-PEG-PFP respectivos. Una solucién proporcionada por la invencion es
tener un exceso del enlazador de bis-PFP en solucion y afiadir lentamente el péptido en solucién, de modo que esté
siempre presente un exceso de enlazador por encima del péptido. Teniendo una proporcion de entre
aproximadamente 3,7:1 y aproximadamente 4,3:1, o en algunas realizaciones una proporcién de aproximadamente
4:1 de enlazador sobre péptido, el péptido activado con PFP necesario puede sintetizarse sin dimero presente. El
esquema de sintesis para el SEQ ID NO: 27-K .5PEG-PFP se muestra a continuacion en el Esquema 8:

o
ANQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0
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SEQ ID NO: 27 (8.1)
F F
F F o o F F
+ F ok/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\)]\o F
F F
F

i OY\/O\AO/\/O\/\O/\/O\/IOQF

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, F F
F

Bis-dPEG5-OPfp (8.2)

o) o)
SEQ ID NO: 27-K""-5PEG-PFP (8.3)
Esquema8 SEQ ID NO: 27-K'-5PEG-PFP
Sintesis de enlazador de bis-dPEG5-OPfp (8.2)

Se disolvié bis-dPEG5-acido (1 mmol, 338 mg) en diclorometano anhidro (5 ml), después se afiadio pentafluorofenol
(2 mmol, 368 mg), junto con diciclohexicarbodiimida (1 mmol, 208 mg). La solucidon se agit6 durante una noche a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, el producto secundario diciclohexilurea blanco fino se eliminé por
filtracion y el filtrado se evapord hasta sequedad para dar un aceite ligero amarillo palido. El analisis por TLC y HPLC
indicé un producto puro con una EM correcta = 670, El producto se uso6 en la siguiente etapa sin una purificacion
adicional. El producto es estable durante varios meses a -20 °C.

Sintesis de SEQ ID NO: 27-K"'-5PEG-PFP (8.3)

El SEQ ID NO: 27 (8.1) (730 mg) se disolvié en dimetilformamida anhidra (8 ml) y se afiadié N-metilmorfolina (0,05
ml). Se puso una alicuota de reactivo bis-dPEG5-OPfp puro (8.2) (0,5 ml) en un vial de vidrio (20 ml). Con agitacion
enérgica, la solucion de SEQ ID NO: 27/NMM se afiadié en 4 x alicuotas de 2 ml al reactivo de bis-dPEG5-OPfp
durante 2”, después la mezcla final se agité durante 1 h adicional. El progreso de la conversion a producto SEQ ID
NO: 27-K"'-5PEG-PFP se control6 por HPLC analitica. Al final de la reaccion, la solucion se filtré y se purificd
directamente por HPLC semipreparativa en una columna 1” C8. Las fracciones mas puras (>95 % por HPLC
analitica) se combinaron y se liofilizaron para dar 400 mg (rendimiento del 48 % ) de producto final de enlazador de
péptido ABP-1-5PEG-PFP-2. Un mecanismo similar puede usarse para generar el SEQ ID NO: 27-K(SH)11-
succinimida-2PEG-PFP (véase el Esquema 4).

Sintesis de enlazador de maleimida-2PEG-PFP

F
0 0 0 0 0 of F
0 PfpOH, DCC 0 F

Esquema 9 Maleimida-dPEG2-acido (9.1) —» Maleimida-2PEG-PFP (9.2)

Se disolvié maleimida-dPEG2-acido (328 mg, 1 mmol, Quanta Biodesign), pentafluorofenol (0,103 ml, 1 mmol, PFP)
y diciclohexilcarbodiimida (206 mg, 1 mmol, DCC) en DCM seco (10 ml) y se agité durante 1 h a temperatura
ambiente. El precipitado blanco fino (producto secundario DCU) que se formo se elimind por filtracion y el filtrado se
evapor6 hasta sequedad al vacio. El producto se obtuvo como un polvo blanco fino en alto rendimiento (490 mg,
cuantitativo). La pureza era >95 % por HPLC analitica, la EM mostré [M+H]+ = 495.

Sintesis de analogos de ABP activados con PFP

Una muestra (30-40 mg) de cada uno de los intermedios de ABP-tiol purificados (es decir, ABP con K(SH) como
resto de union) se disolvio en DMF anhidro (2 ml). Se afadié Mal-PEG2-PFP (20 mg) junto con N-metilmorfolina (5
ml). La reaccion se agitd y se controld a temperatura ambiente por HPLC para seguir el curso temporal de formacion
de producto. La conversion completa de péptido de partida en producto ABP activado con PFP se observé en las
primeras dos horas. La solucion se filtré y el pico de producto se aislé directamente por HPLC semipreparativa. En
cada caso, el producto se aislé en un rendimiento de aproximadamente el 40 % después de la liofilizacion.
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FF
oﬂo F F
(O]
(o] N—/_
S
%
o O
)I\ o
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
A A
SEQ ID NO: 27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP: 21 mg
R F
oﬂo F o F
O
O N—/_
S
ﬁ;Nﬂo
o O
)I\ °
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH
(@] (@]
SEQ ID NO: 30-K(SH)16-MAL-2PEG-PFP: 6 mg
R F
oﬂo F F
O
O N—/_
S
(6] o}
)J\ ©
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-K-L-Q-Q-G-NH,,
O O
SEQ ID NO: 31-K(SH)18-MAL-2PEG-PFP: 9 mg
F F
oﬂo F F
_/°

(o] N
S
%
(0] )
PN b
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-K-Q-Q-G-NH,

(0] (0]
SEQ ID NO: 32-K(SH)19-MAL-2PEG-PFP: 12 mg
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Ejemplo 10 Conjugacion de anticuerpo

Los productos farmacolégicos MAC-1 y MAC-2 se generaron por conjugacion de 2.12.1.fx con un péptido de unién a

Ang2. El MAC-1 esta compuesto por 2.12.1.fx con SEQ ID NO: 27-K(SH)'"-MAL-2PEG-PFP y el MAC-2 esta

compuesto por 2.12.1.fx con SEQ ID NO: 27-K""-5PEG-PFP. Se calculé el nimero de conjugaciones peptidicas por
5 molécula de 2.12.1.fx en una muestra de cada MAC (véase la Tabla 1 2).

Tabla 1: Perfil de conjugacion de MAC-1 y MAC-2 Generaciéon de MAC-1

Adiciones de conjugacion (CA) (%)
0 1 2 3 4 CA prom.
MAC-2 | 2 20 47 26 5 2,12
MAC-1 | 3 26 42 25 3 1,97

F F
O‘QF
o—/_<o F F
O/_/
o N—/_
SR
o O,
PN 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
/ko /ko
SEQ ID NO: 27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP
FF
mgQF
A~~NH; /"
Ab-K-Ab' P °F F
A

(o]
S
Y Qo
O,
Q o
A
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
O O

(@]
s (@] N-/_
S Qe
(@]
(@]
P S 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH>
@] @]
10 MAC-1

Esquema 10: Reaccion de SEQ ID NO: 27-K(SH)"-MAL-2PEG-PFP con una cadena lateral de lisina de un
anticuerpo (Ab-K-Ab): Cuando el anticuerpo es 2.12.1.fx, el MAC es MAC-1.
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Generacion de MAC-2

)?\ OY\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\H/O F

]
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-QGNH, T *
/go /ko

SEQ ID NO: 27-K''-5PEG-PFP

F
i OT/\,O\/\OI\,O\/\O/\,O‘/\TOJ@F

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, OF F
O O
SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP
Ab-K-Ab'
H>
+

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, OF F

~ F
o] oY\,o\/. ALO A ~~O O]@[F
)l\ N ° Ar
A A "
(e} 0

l -PfpOH
Ab-K-Ab'
@) (@] owof\,owo—\,o\/\r NH
A T 5

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
O e}
MAC-2

Esquema 11: Reaccion de SEQ ID NO: 27-K(SH)'"-5PEG-PFP con una cadena lateral de lisina de una
anticuerpo (Ab-K-Ab): Cuando el anticuerpo es 2.12.1.fx, el MAC es MAC-2.

Ejemplo 11 Condiciones de optimizacién para conjugacion basada en PFP

Se realizaron una serie de ensayos para establecer condiciones de reaccion dptimas para la conjugacion dirigida. Al
final de cada conjugacion de reaccion, la reaccion se detuvo con un tampdén de succinato y glicina, disminuyendo el
pH a aproximadamente 5,5 y apagando cualquier péptido o péptido / enlazador libre. El analisis de MAC-2 se realizo
midiendo el peso molecular intacto (MW) del MAC utilizando la deteccién por espectrometria de masas de tiempo de
vuelo de electropulverizacion después de la separacion de proteinas de sales y excipientes a través de una columna
de cromatografia de exclusion de tamafio.

Temperatura
El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg. mi" a pH 7,7 con un tampon de fosfato hasta una concentracion final de
fosfato de sodio 0,06M. E| péptido / enlazador (SEC ID NO: 27-K'' 5PEG- -PFP) se reconstituyé en una solucion de

propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido / enlazador se afadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 4,3:1y
se dejo reaccionar durante 2 horas a 18, 22 o0 25 °C. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

51



10

15

ES 2704 223 T3

Tabla 2: Temperatura de reaccion en fosfato 0,06 M a péptido: anticuerpo 4,3: 1 pH de la reaccién

CA (%)
Temperatura | 0 | 1 2 |3 |4 | CAprom.
18C 1116 |51]|23| 8] 2,21
22C 311557 121|5| 211
25C 2112153257224

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajust6 a 18 mg.ml'1 a pH 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 71§, 7,75, u 8,0 con un tampon de fosfato
hasta una concentracion final de fosfqto de sodio 0,06M. SEC ID NO: 27-K"' 5PEG-PFP (L2) se reconstituyd en una
solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™'. El péptido / enlazador se afiadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacién molar

de 4,3:1 y se dejé reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: pH en tampén de fosfato de sodio 0,06 M a una relaciéon péptido:anticuerpo de 4,3:1

CA (%)
pH 0 1 2 3 4 CA prom.
6,5 7 42 41 9 0 1,51
6,75 3 31 52 12 3 1,83
7,0 3 24 53 16 4 1,94
7,25 2 18 54 22 5 2,12
7,5 2 12 57 23 7 2,23
7,75 3 15 55 22 6 2,15
8,0 1 14 52 29 4 2,21

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajust6 a 2 mg.ml'1 a pH 7,0, 7,5. y 8,0 con un tampén HEPES hasta una concentracion
final de 0,02M. SEC ID NO: 27-K"" 5PEG-PFP se reconstituyd en DMSO a 10 mg.ml”". El péptido / enlazador se
afnadié al anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 5: 1 y se dejé reaccionar durante la noche a temperatura
ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 4. El nivel de conjugacion disminuyé por encima de pH 8,0

Tabla 4: pH en tampon HEPES 0,02 M a péptido:anticuerpo 5:1 Duracion de la reaccion de conjugacion

Adiciones de ABP (%)
pH 0 1 2 3 4 CA prom.
7 2 21 41 28 4 2,03
7,5 3 22 44 26 5 2,08
8 9 30 42 17 2 1,73

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un tampdn de fosfato hasta una concentracion final de
osfato de sodio 0,06M. La SEQ ID NO: 27 / 5PEG-PFP se reconstituy6 en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml
. El péptido / enlazador se afiadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacién molar de 4,3:1 y se dejé reaccionar durante
30, 60, 120, 180, 240, 300 o 2400 minutos a temperatura ambiente (Tabla 5).

Tabla 5: Duracion de la reaccion de conjugacion en fosfato de sodio 0,06M a una relacion péptido:anticuerpo

de 4,3:1
CA (%)
Tiempo (minutos) 0 1 2 3 4 CA prom.
30 6 38 44 13 0 1,64
60 1 22 52 21 3 2,02
120 0 15 50 29 6 2,24
180 1 12 51 31 5 2,28
240 1 9 51 33 5 2,33
300 1 9 50 35 5 2,35
2400 1 10 48 35 6 2,35
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Proporciéon molar de péptido a proteina

2.12.1.se ajusto el anticuerpo fx_ 18 mg.ml'1 a pH 7,5 con un tampén HEPES hasta una concentracion final de
HEPES 0,2M. SEC ID NO: 27-K'" 5PEG-PFP se reconstituyé en una solucién de propilenglicol a 10 mg.ml™. El
péptido / enlazador se afiadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacién molar de 1, 2, 3, 4 y 5: 1 (Tabla 6), y se dejo

5 reaccionar durante al menos 2 horas a temperatura ambiente, pero la alta concentracion de tampéon HEPES dio
como resultado un nivel disminuido de conjugacion.

Tabla 6: Relacion molar de péptido a proteina 1:1-5:1 en HEPES 0,2M

CA (%)
Péptido: 2.121.fx | 0 1 2 [3[]4[5]6]7] CAprom.
1:1 80[20|0 [0]O 0,20
2:1 60 3|5 [0]0 0,45
3:1 391491200 0,73
4:1 27 5111930 0,98
5:1 11147137 |5]0 1,36

2.12.1.se ajustd el anticuerpo fx 18 mg.m{1 a pH 7,7 con un tampoén de fosfato hasta una concentracién final de
10 fosfato de sodio 0,06M. SEC ID NO: 27-K'' 5PEG-PFP se reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml”

' El péptido / enlazador se afiadi6 a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 5, 7, 10, 12y 15: 1 (Tabla 7) y se

dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente para generar un MAC con un Mayor nivel de conjugacion.

Tabla 7: Relaciéon molar de péptido a proteina 7:1-15:1 en fosfato de sodio 0,06M

CA (%)
Péptido:2121f&x [0[|1]72 [3 [4 [5 [6 |7 | CAprom.
7:1 1111293917102 [0 3,06
10:1 111118133 [25[19|3 [0]3,49
12:1 311122126268 |3]3,92
15:1 11219 [ 19]23[32|12]3]4,22

15 Para optimizar atin mas la relacién molar de anticuerpo 2.12.1.fx y SEQ ID NO: 27-K'' 5PEG-PFP, se ajusté el
anticuerpo 2.12.1.fx 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un tampédn de fosfato hasta una concentracién 1final de fosfato de sodio
0,06M. El péptido / enlazador se reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido / enlazador
se agrego al anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 2,5, 2,8, 3,1, 3,4, 3,7, 4,0, 4,3 0 4,6: 1 (Tabla 8) y se dejo
reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente.

20 Tabla 8: Relaciéon molar de péptido a proteina 2,5:1-4,6:1 en fosfato de sodio 0,06M
CA (%)

Péptido: 2.12.1.fx | 0 1 2 3 4 5 6 7 CA prom.
2,5:1 14 53 30 4 0 1,25
2,8:1 10 45 37 8 0 1,43
3,1:1 7 39 45 8 0 1,53
3,4:1 5 40 44 11 0 1,61
3,7:1 4 25 51 15 5 1,92
4,0:1 2 26 55 15 2 1,89
4,3:1 1 24 55 16 4 1,98
4,6:1 2 19 56 19 5 2,08
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El anticuerpo 2.12.1.fx se ajustd a 2 mg.ml'1 a pH 7,0 con un tampén HEPES hasta una concentracién final de
0,02M. SEC ID NO: 27-K'" 5PEG-PFP se reconstituyd en DMSO a 10 mg.ml". El péptido / enlazador se afadié a
anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 5, 6, 7, 8, 10: 1 y se dejoé reaccionar durante la noche a temperatura
ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9: Relaciéon molar de péptido a proteina 5: 1-10: 1 en HEPES 0,02M

CA (%)
Péptido: 2.12.1.fx 0 1 2 3 4 5 6 7 CA prom.
5:1 2 21 49 24 4 0 0 0 2,07
6:1 2 15 42 32 9 0 0 0 2,31
7:1 1 11 34 42 13 0 0 0 2,57
8:1 0 9 32 42 16 1 0 0 2,68
10:1 0 4 21 47 25 4 0 0 3,07

Perfil de conjugacion de 2.12.1.fx a varias concentraciones de proteinas

Los perfiles de conjugacion de 2.12.1.fx con SEQ ID NO: 27-K''Se analizaron -5PEG-PFP a diversas
concentraciones. 2.12.1.fx se concentré a> 50 mg / ml, se diluy6 a la concentracion deseada con acetato sodico 20
mM, 200 m trehalosa pH 5,5, y se enriquecio con fosfato sédico 60 mM pH 7,7 SEC ID NO: 27-K'"La 5PEG-PFP se
resuspendié con propilenglicol al 50 % y se mezclé con el anticuerpo en una relaciéon molar de 4,3: 1 y se dejo
reaccionar durante la noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron
como una proteina conjugada intacta por cromatografia de exclusion por tamafio - espectrometria de masas (SEC-
MS) para determinar el numero y la cuantificacién de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el
peso molecular de cada forma de proteina; Se observan mlltiples sitios de conjugacién como sefales distintas
separadas por la diferencia de masa de un péptido. La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion
se realiza midiendo la magnitud de la sefial. La Tabla 10 muestra el perfil de conjugacion de 2.12.1.fx con péptido a
diversas concentraciones de anticuerpo. A concentraciones de anticuerpos de 10 mg / mL a 50 mg / ml, la
conjugacion ocurre en una distribucion entre 0-5 adiciones con un promedio de 1,8 o mas adiciones. A
concentraciones de anticuerpos de 0,5 a 5 mg / ml, la conjugacion ocurre en una distribucion entre 0-3 adiciones con
un promedio de 1,5 o menos adiciones.

Tabla 10: Efecto de la concentracion de anticuerpos

CA (%)
Concentracion de anticuerpos (mg / ml) 0 1 2 3 4 5 CA prom.

0,5 65 32 3 - - - 0,37
1 44 44 12 - - - 0,67
5 10 41 40 8 - - 1,45
10 3 30 47 17 2 1 1,87
15 1 24 51 20 3 1 2,02
20 1 16 57 22 2 1 2,11
30 2 20 55 20 3 1 2,04
40 2 21 53 22 2 [0 [204
50 2 19 50 24 4 1 2,11

Seleccion del tampén de reaccion

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un carbonato de sodio, borato de sodio o tampoén de
fosfato de sodio hasta una concentracion final de fosfa;o de sodio 0,05M. SEC ID NO: 27-K'"'-5PEG-PFP se
reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido / enlazador se afiadié a anticuerpo 2.12.1.fx
en una relacion molar de 1, 2, 3, 4 0 5: 1 y se dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. El bajo pH de
la reaccion dio como resultado un nivel reducido de conjugacion (Tabla 11).
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Tabla 11: Tampon y alteraciones del pH.

CA (%)
Tampon 0 1 2 3 4 CA prom.
Carbonato de sodio 50mM pH 7,4 2 24 48 26 0 1,98
Borato de sodio 50mM pH 7,0 1 17 45 31 5 2,20
Fosfato de sodio 50mM pH 7,0 10 48 38 4 0 1,36

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusto a 18 mg.ml'1 apH 7,5, 7,7y 8,0 con un borato de sodio y un tampon de fosfato de
sodio hasta una concentrgcién final de 0,04M. SEC ID NO: 27-K'"-5PEG-PFP se reconstituyé en una solucion de
propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido / enlazador se afadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 4,3:1y
se dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente (Tabla 12).

Tabla 12: Tampon y alteraciones del pH.

CA (%)
Tampoén 0 1 2 3 4 CA prom.
Fosfato, pH 7,5 1 21 53 21 3 2,02
Fosfato, pH 7,7 0 15 50 29 6 2,26
Fosfato, pH 8,0 1 14 52 29 4 2,21
Borato, pH 7,5 46 44 10 0 0 0,64
Borato, pH 7,7 22 51 23 4 0 1,09
Borato, pH 8,0 1 17 48 30 4 2,19

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un tampdn de fosfato hasta una concentracion final de
0,04 M, 0,06 M o 0,08 M de fosfato de sodio. El Péptido / enlazador (SEC ID NO: 27-K" 5PEG-PFP) se reconstituy6
en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml". El péptido / enlazador se afadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una
relacion molar de 4,3: 1 y se dejo6 reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Los resultados se presentan
en la Tabla 13.

Tabla 13: Concentracién de fosfato

CA (%)
Concentracion (mM) de fosfato a pH 7,7 0 1 2 3 4 CA prom.
40 2 23 54 16 4 1,95
60 2 28 51 15 4 1,91
80 2 29 51 13 4 1,86

Efecto de los constituyentes del tampon sobre la conjugacion.

Propilenglicol: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajust6 a 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un tampoén de fosfato hasta una
concentracion final de fosfato de sodio 0,06M. El pépti1do / enlazador (SEC ID NO: 27-K'" 5PEG-PFP) se
reconstituyd en una solucion de propilenglicol a 20 mg.ml™ (5 % propilenglicol en la reaccion de conjugacién). El
péptido / enlazador se agregod al anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 4,3: 1 y se afiadié un 0 a 15 % de
propilenglicol adicional (porcentaje de propilenglicol final de 5, 10, 15y 20 %) y se permitié Para reaccionar durante
2 horas a temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14: Porcentaje de propilenglicol en fosfato de sodio 0,06M

CA (%)
Porcentaje (%) de propilenglicol 0 1 2 3 4 CA prom.
5 2 18 55 20 5 2,08
10 2 20 53 21 5 2,09
15 2 23 49 20 5 2,01
20 4 23 50 19 4 1,96

Cloruro de sodio: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 2 mg.ml'1 a pH 7,0 con un tampén HEPES hasta una
concentracion final de 0,02M en presencia y ausencia de cloruro de sodio 0,14M. SEC ID NO: 27-K" 5PEG-PFP se
reconstituyé en DMSO a 10 mg.ml"'. El péptido / enlazador se afiadi6 a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacién molar de
5: 1 y se dejo reaccionar durante la noche a temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 15. El
nivel de conjugacion disminuye en presencia de cloruro de sodio.
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Tabla 15: Concentracioén de cloruro de sodio en HEPES 0,02M
Adiciones de ABP (%)

Concentracion de cloruro de sodio (mM) 0 1 2 3 4 CA prom.
0 2 21 41 28 4 2,03
0,14 9 34 42 14 1 1,64

HEPES: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajlusté az2 mg.ml'1 a pH 7,0 con un tampén HEPES hasta una concentracion final
de 0,2M y 0,02M. SEC ID NO: 27-K"'-5PEG-PFP se reconstituyd en 50 % de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido /
enlazador se afadié a anticuerpo 2.12.1.fx en una relacion molar de 5: 1 y se dejo reaccionar 2 h a temperatura
ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 16. El nivel de conjugacion se reduce a 0,2 M de tampén HEPES.

Tabla 16: Concentracion de HEPES

Adiciones de ABP (%)

Concentracion de HEPES (mM) 0 1 2 3 4 CA prom.
0,02 2 35 47 16 0 1,77
0,2 21 49 26 4 0 1,13

DMSO: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 15 mg.ml'1 a pH 7,7 con tampén de fosfato de sodio hasta una
concentracion final de 0,06 M y se afiadi6 DMSO hasta una concen;racic’m final del 30 %. SEC ID NO: 27 K''-5PEG-
PFP se reconstituyd en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido / enlazador se afiadié a anticuerpo
2.12.1.fx en una relacion molar de 4: 1 y se dej6 reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. Los resultados
se presentan en la tabla 17.

Tabla 17: DMSO en fosfato de sodio 0,06M
Adiciones de ABP (%)

Porcentaje de DMSO 0 1 2 3 4 CA prom.
0 3 28 49 14 6 1,92
30 8 28 32 22 10 1,98

Discusion de los parametros de la reaccion de conjugacion

Cuando la proporcion molar de ABP respecto a la fraccion efectora (en este ejemplo, un péptido) anticuerpo se
reduce por debajo de aproximadamente 3,5:, el nivel de conjugacion se disminuye, como se observa en la Tabla 8.
Como alternativa, la Tabla 9 muestra que el aumento de la proporcién molar dara como resultado un aumento del
nivel de conjugacion. El aumento del nimero de péptidos por anticuerpo disminuye la eficacia de union del
anticuerpo (en este caso 2.12.1 fx) respecto a su antigeno (en este caso el receptor IGF1R), por lo tanto, la
proporcion molar del péptido respecto al anticuerpo se optimizd para maximizar la unién tanto antigeno-anticuerpo
como péptido-afin.

También se descubrio que la variacion del tampdn de conjugacion también puede alterar el patron de conjugacion.
Los excipientes que contienen amina son menos preferibles en general ya que pueden reaccionar con el grupo PFP.
Pueden usarse tampones tales como carbonato y borato para la conjugacion pero se evitaron ya que sus pKa (acido
bérico con un pKa ~9 y carbonato con dos pKa de ~6 y ~11) estaban lejos del pH de conjugacion de 7,7 que se
identifico como 6ptimo para MAC-1 y MAC-2 (Tabla 11). El nivel de conjugacion no solo depende de las condiciones
quimicas de la reaccion sino que también se basa en el tiempo. Después de 2 horas, la mayoria del péptido activado
por PFP habia reaccionado con el anticuerpo o el PFP Z* o se habia hidrolizado (Tabla 5).

El péptido/enlazador activado con PFP reaccionaba rapidamente con grupos amino de la cadena lateral de lisina. La
conjugacion se realizé a pH de 6,5 a 8 en tampodn fosfato para aumentar la tendencia nucledfila de las lisinas de la
superficie del anticuerpo disminuyendo su carga (el pKa de las lisinas en las proteinas de superficie es de
aproximadamente 9,1 u 11,2) como se muestra en las Tablas 3 y 4.

Las condiciones 6ptimas para la conjugacion de MAC-1 y MAC-2 se describen de la forma siguiente: el anticuerpo
2.12.1.fx se ajustdo a pH 7,7 con un tarqpc')n fosfato a una concentracién final de fosfato sédico 0,06 M. El
péptido/enlazador (SEQ ID NO: 27-K(SH) -5PEG-PFP) se reconstituyd en una solucion de propilenglicol a 10
mg.ml-1 (concentracion final de propilenglicol en la reaccién del 10 %). El péptido/enlazador se ariadio al anticuerpo
2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se dejé reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccion
se inactivd con un tampon de succinato y glicina disminuyendo el pH hasta aproximadamente 6,0 e inactivando
cualquier péptido libre. En algunos aspectos, la reaccion puede concentrarse y pueden eliminarse especies
relacionadas con ABP (tales como péptidos en los que el enlazador se hidrolizé por reaccion con disolvente acuoso)
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y otros elementos de la mezcla de reaccion (tales como PFP) por diafiltracion, por ejemplo, usando una membrana
de 50 kDa o cromatografia de exclusion por tamafio en un tampoén de succinato, glicina, cloruro sédico y trehalosa,
pH 5,5 a 30 mg.ml-1.

Las condiciones de conjugacion enumeradas anteriormente se variaron para determinar el intervalo de cada
parametro de procedimiento. Los intervalos de parametros se ajustaron basandose en la variabilidad que podia
ocurrir durante la conjugacion y/o se ampliaron hasta que se observd un cambio superior al 10 % en la poblacion de
especies. La Tabla 18 resume los parametros que dan como resultado perfiles de conjugacion similares para MAC-2.

Tabla 18: Parametros de proceso optimizados para MAC-2

Parametros ensayados Intervalo de Intervalo deseable de Condicion de
parametro ensayado | los parametros reaccion optima
Temperatura 18-25 °C 18-25 °C Temp. ambiente
pH de reaccién 6,5a8,0 pH 7,25-8,0 7,7
Duracién de la reaccion 30-2400 min 180-2400 min >aprox.
2h
Proporcion molar entrel péptidoy el | 2,5a 4,6 3,7:1a43:1 4.3:1
anticuerpo
Concentracion de 2.12.1.fx afadido | 0,5 a 50 mg/ml 10 a 50 mg/mlI 20 mg/ml
a a reaccion de conjugacion
Concentracion de fosfato en el 40 a 80 mM 40-80 mM 60 mM
tampdn de reaccion
Concentracion final de 5a20% 5-20 % 10 %
propilenglicol

Ejemplo 12 Sitio de enlazador en anticuerpo

En general, solo los grupos salientes de Z * que comprenden halégeno fenil ésteres demostraron niveles
consistentes de conjugacion direccional, aunque los cuadrados y los ésteres de NHS mostraron cierto potencial de
uso en ciertas circunstancias.

Solo dos de los cinco enlazadores propuestos (ésteres de PFP y escuaratos) tuvieron éxito en la preparacion de
MAC. Aunque se postula que los enlazadores electrofilos permitiran generalmente la conjugacion de péptidos (como
los péptidos Ang2 (ABP)) a un anticuerpo (como el anticuerpo IGF1R), los enlazadores de azetidinona no
permitieron la conjugacién de péptidos a anticuerpos a tasas aceptables (las reacciones requirieron excesos
significativos de enlazadores de azetidinona y fueron extremadamente lentas. La Tabla 19 presenta algunas
consideraciones de cada uno de los enlazadores utilizados para preparar los MAC.

Tabla 19: Procedimientos de activacion a través de ésteres y cuadraratos de PFP

PFP

Escuarato

Facilidad de sintesis Facil usando quimica de Facil, reacciona con aminas
tiol/maleimida, mas dificil con adicion

directa a péptidos

Estabilidad de reactivo Se hidroliza a acido libre, semivida Poca hidrélisis

peptidico en condiciones que aprox. 4 h

conducen a la reaccién del

enlazador con lisinas de

superficie del anticuerpo

Enlace formado Amida Escuaramida
Velocidad de conjugacion Rapida Bastante lenta
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PFP

Escuarato

Facilidad de alteracion de la
reactividad

Facil por adicién de otros alcoholes,
por €j., NHS, HOBt. Compuestos
relacionados, por €j., éster de
tetrafluorofenol son menos activos.
La reactividad aumentada da como
resultado un aumento concomitante

Bastante facil alterando el patrén
de sustitucién en fenol; como con
PFP, formas mas reactivas
pueden estar sujetas a
reacciones secundarias
incluyendo la reaccion con

de la velocidad de hidrdlisis cadenas laterales de anticuerpo

distintas de Lys

Ejemplo 13 Localizacion de péptidos conjugados en el anticuerpo

Anticuerpo 2.12.1.fx (a-IGF1R-1), usando el enlazador de 5PEG-PFP como se describe en el Esquema 11. Esto se
determin6é midiendo el peso molecular intacto (PM) del MAC-2 usando deteccion por espectrometria de masas por
electronebulizacion, tiempo de vuelo después de la separacion de proteina de sales y excipientes a través de una
columna de cromatografia de exclusion por tamafio. Se muestran en la Figura 3 los datos de espectrometria de
masas que demostraban el peso molecular intacto (PM) del anticuerpo 2.12.1.fx y 3 lotes del MAC-2. La Figura 2A
muestra el 2.12.1.fx antes de la conjugacion. Esta es una molécula uniforme que presenta un solo PM. Los lotes de
MAC-2 presentan una distribucion de péptidos conjugados a 2.12.1.fx; Se observan entre 1-4 adiciones de
conjugacion (CA). La cantidad relativa de cada forma es consistente entre los lotes y la forma mas comun en cada
lote tiene 2 peptidos (SEQ ID NO: 27) unidos a cada anticuerpo 2.12.1.fx individual.

Por reduccion de los enlaces disulfuro en el anticuerpo 2.12.1.fx, se observan por separado las cadenas ligeras y
pesadas. La reduccion de disulfuro se realiza tratando el anticuerpo 2.12.1.fx intacto con tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP) 20 mM. La mezcla resultante de cadenas pesadas y ligeras se analiza para determinar el peso molecular
intacto como se ha descrito anteriormente. Los datos mostrados en la Figura 9 proporcionan pruebas hacia la
localizacion del ABP en el 2.12.1.fx. La mayoria de la cadena ligera (>65 %) en los lotes de MAC-2 esta conjugada.
La mayoria de la cadena ligera conjugada contiene 1CA. También se observa 2CA a un nivel menor. Casi todas las
cadenas pesadas observadas (>90 %) no estan modificadas, lo que sugiere que muy pocos de los péptidos
conjugados se localizan en la cadena pesada.

Se us6 un procedimiento de mapeo de péptidos para determinar la localizacion exacta de la conjugacion. El
procedimiento de mapeo de péptidos usado para analizar el MAC-2 era el siguiente: una alicuota de MAC-2 se
desnaturalizé con clorhidrato de guanidina 8M, se redujeron los puentes disulfuro con TCEP vy los sulfhidrilos de
cisteina resultantes se alquilaron con yodoacetamida. Esta muestra de proteina tratada se digiri6 después con la
proteasa quimotripsina (proporcion de MAC:proteasa 1:125 en peso). Los péptidos quimotripticos resultantes se
detectaron después individualmente por espectrometria de masas después de la separaciéon a través de una
columna de cromatografia liquida C8. Con esta técnica, el MAC-2 se digiri6 por quimotripsina en las cadenas
pesadas y ligeras en péptidos en las localizaciones sefialadas en la secuencia (con balas) en la Figura 10, La
deteccion por cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL-EM) del PM de cada péptido se us6 después para
determinar qué restos de lisina estaban modificados por un péptido conjugado. Si un péptido estaba modificado por
unién de un péptido conjugado, su PM se desplazaba en consecuencia.

Los fragmentos Y1, Y6, Y9, Y10, Y20, Y25, Y26, Y29, Y32, Y33, Y34, Y37, Y40 y Y43 de la cadena pesada
contienen residuos de Lys. De estos, la conjugacion peptidica se detectdé en Y6, Y10, Y25, Y33 e Y37. Los
fragmentos Y3, Y10, Y11, Y12, Y13, Y14, Y15 y Y16 de la cadena ligera contienen residuos de Lys. De estos, la
conjugacion se detecté en Y3, Y13 e Y15.

Se determiné que el fragmento de cadena ligera denominado Y15 (el 15° péptido quimotriptico en la cadena ligera
desde el extremo N-terminal) estaba conjugado basandose en los datos mostrados en la Figura 11. EI PM del
fragmento Y15 modificado en MAC se detectd claramente. En la muestra de 2.12.1.fx no conjugado no habia
pruebas de fragmento Y15 modificado. El fragmento Y15 no modificado se observé tanto en MAC como en 2.12.1.fx.
La magnitud de este fragmento es superior en la muestra de 2.12.1.fx porque todo este fragmento esta presente en
la forma no modificada. Como este fragmento esta conjugado en el MAC-2, el nivel observado del fragmento Y15 no
modificado disminuye, observandose en la Figura 11 como un pico con un area mas pequefa.

La cantidad de conjugacién de SEQ ID NO:27-5PEG observada en el fragmento de cadena ligera Y15 en MAC-2 se
estima por medicion del area de pico disminuida de Y15 no modificado. (Después de normalizar la intensidad de la
sefial, de modo que 2.12.1.fx no conjugado mostré 100 %, 3 lotes independientes de MAC-2 mostraron 17 %, 27 %y
22 % de fragmentos Y15 no conjugados, respectivamente.

La magnitud observada de Y15 en las muestras de MAC se normalizé a la magnitud de Y15 en la muestra de
2.12.1.1x. Entre el 75-85 % de los fragmentos Y15 se determinan segun se modifican en MAC-2. Teniendo en cuenta
que MAC-2 contiene principalmente 1-2 adiciones de conjugacion, esto sugiere que la mayor E)arte q% la conjugacion
en MAC-2 se encuentra en uno de los residuos 2 K del fragmento de cadena ligera Y15 (K'® o K™). La ubicacién
del fragmento Y15 en relacion con la secuencia de 2.12.1.fx se muestra en la Figura 4.

La digestion enzimatica con tripsina se usé para discriminar entre K'8® y K'% (la tripsina tiene especificidad por el

extremo de Ky R). Como la tripsina no digiere los restos de K conjugados, la digestion enzimatica genera diferentes
longitudes de péptidos dependiendo de qué resto de K esté conjugado. El examen de los datos de CLEM de MAC-2
que se digirid con tripsi@g\ proporciona pruebas de que el pépptido se une especificamente a K'®®.. No se
observaron pruebas de K™~ modificado.

El MAC-2 se redujo con TCEP y se desnaturalizé con clorhidrato de guanidina como se ha descrito anteriormente.
La concentracion de proteina se ajusté a 2 mg/mly el pH a 7,8 con tampdn de digestion con Tris. Se afiadio tripsina
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purificada a una proporcion de MAC:proteasa de 1:125 en peso y se incubé a 30 °C durante 4 horas. Se
almacenaron muestras a -20 °C hasta su analisis por CLEM. Se separaron muestras de fragmentos en una columna
de fase inversa C18 usando fases moviles de agua/acetonitrilo + TFA al 0,1 %. La deteccion de fragmentos se
controlé tanto por UV a 214 nm como por espectrometria de masas IEN-TOF. Todos los anadlisis de datos se
realizaron usando el programa informatico MassLynx.

La formacion de fragmentos tras la digestion con tripsina de MAC-2 depende del sitio de conjugacion con péptido.
Las lisinas son el resto diana para la qujuga%bc’)n. Los datos mostrados en las Figuras 2-5 indican que el sitio
predominante de unién a péptidido es K= o K™, El esquema a continuacion muestra las reacciones de digestion
con tripsina que se producen tras la conjugacién en K'®0 K™,
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Las estructuras quimicas de los dos fragmentos de digestion potenciales en cuestion son las siguientes:
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Lq Elgura 6 muestra los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el peptldo con tripsina cuando
esta modificado con ABP. La Figura 7 muestra los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado ,para
el fragmento de tripsina cuando K'% esta modificado con un péptido conjugado. Estos datos sugieren que solo = en
solitario esta conjugado; esta situaciéon da como resultado una sefial significativa que se detecta en MAC-2 pero esta
ausente en el experimento de control con 2.12.1.fx. Los resultados de la modificacion en K™ no proporcionan
ningun dato que sea Unico en comparacion con el control negativo.
Al contrario de lo que podia esperarse, parece que el péptido/enlazador reviste preferentemente el K" de la cadena
ligera de 2.12.1.fx (K80 de SEQ ID NO: 15). Esto tiene la sorprendente ventaja de que la porcion Fc del anticuerpo
2.12.1.fx no se ve afectada. Los ensayos muestran que la PK resultante de MAC-2 es aproximadamente igual a la
PK del 2.12.1.fx no conjugado. La promiscua y no especifica conjugacion a mdltiples sitios en un anticuerpo puede
dar como resultado un producto con una PK mas baja. La conjugacion direccional de la invencion, ejemplificada por
MAC-1 y MAC-2, proporciona la ventaja de minimizar algunos de los posibles efectos perjudiciales que pueden ser
causados por la conjugacion promiscua no especifica, incluida la PK inferior.

Para establecer la reproducibilidad del proceso, se repitio el experimento. MAC-2 se diluyd a 2 mg / ml y se analizé
como una proteina conjugada intacta por cromatografia de exclusién por tamario-espectrometria de masas (SEC-
MS) para determinar el numero y la cuantificacién de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el
peso molecular de cada forma de proteina; se observan multiples sitios de conjugacion como sefales distintas
separadas por la diferencia de masa de un péptido / conector conjugado. La cuantificacion relativa de multiples
especies de conjugacion se realiza midiendo la magnitud de la sefial. La figura 8 muestra un espectro representativo
de MAC-2; los calculos utilizados para la cuantificacion se muestran en la Tabla 20, Las adiciones de conjugacion
promedio para el MAC-2 intacto se calculan como 2.11 utilizando la siguiente formula: SUMPRODUCT (Numero de
adiciones de conjugacion (CA), porcentaje por CA). Este ejemplo demuestra la conjugacion de péptidos que se
produce como una distribucion entre adiciones de peptidos 0-4, siendo la forma mas grande 2 adiciones de péptidos
y el numero promedio de adiciones de péptidos es 2.11. El analisis de réplicas realizado por multiples individuos
demuestra que el perfil de conjugacion es consistente y reproducible.
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Tabla 20: promedio ponderado de las adiciones de conjugacion: 2.11

Adiciones de conjugacion Masa pronosticada Intensidad Por ciento
0 149210 1615 1%
1 152350 20533 17 %
2 155490 69395 56 %
3 158630 27708 22%
4 161770 4818 4%
124069 100 %

La extension de la conjugacion de péptidos se examind por separado en las cadenas ligera y pesada de 2.12.1.fx. El
MAC-2 se desnaturalizé y los enlaces disulfuro se redujeron utilizando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las
cadenas ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron utilizando LCMS para determinar el perfil de conjugacion
en cada una. La figura 9 muestra un espectro representativo de cada cadena; el calculo utilizado para la
cuantificacion se muestra en la Tabla 21. Las adiciones de conjugacion promedio (CA prom.) para la cadena pesada
reducida MAC-2 se calculan como 0,14 y la CA prom. para la cadena ligera reducida MAC-2 se calcula a 0,86
usando la siguiente férmula: SUMPRODUCT (Numero de adiciones de conjugacion (CA), porcentaje por CA). Estos
datos demuestran que la ubicacion de la conjugacion es mas alta en la cadena ligera; la forma mas abundante en la
cadena ligera contiene una adicion de péptido y la cadena ligera contiene un promedio de 0,86 adiciones de
péptidos. La conjugacién en la cadena pesada se observa en un nivel significativamente mas bajo. El analisis
repetido de este experimento realizado por mudltiples individuos demuestra que el perfil de conjugacion es
consistente y reproducible.

Tabla 21: Caracterizacion del mapeo de péptidos de MAC-2 que identifica la ubicacion especifica de la
conjugacion

Masa (da) Adiciones de conj. Especies Intensidad Por ciento CA prom.
51020 0 HC 102093 86 %
54165 1 HC + (1x) ABP-1 16204 14 %
HC total 118297 100 % 0,14
23584 0 LC 19752 21 %
26729 1 LC + (1x) ABP-1 68757 72 %
29874 2 LC + (2x) ABP-2 6561 7%
LC total 95070 100 % 0,86

MAC-2 se redujo con ditiotreitol y los residuos de cisteina se alquilaron por carboximetilacion con yodoacetamida. La
quimotripsina se utilizé para la digestion proteolitica. Los fragmentos digeridos en soluciéon se analizaron mediante
cromatografia liquida de espectrometria de masas (LCMS). Los fragmentos individuales se separaron sobre una
columna de HPLC C18 y su masa precisa se mide en un espectréometro de masas Quarduple Time-of-Flight (Q-ToF).
La masa del fragmento resultante se uso para identificar fragmentos no modificados o fragmentos modificados con
un péptido conjugado. Este experimento se interpretd centrandose en fragmentos quimotripticos que contienen un
residuo de lisina, ya que estos eran sitios posibles para la conjugacion de péptidos. La Tabla 22 muestra una lista de
todos estos fragmentos. Las entradas en blanco son fragmentos que no se detectan utilizando esta técnica. Los
fragmentos detectados que se observan con un modificador peptidico se consideran sitios potenciales de
conjugacion. Las entradas de la tabla para la Tabla 16 se explican a continuacion:

e Numero de fragmento: Numeracion de fragmentos de quimotripsina del extremo N; los fragmentos unidos (es
decir, Y1-2) indican un sitio de escision perdido.

e Inicio / Fin: Numeracion de la ubicacion del fragmento desde el N-terminal.

e Masa peptidica (Da): masa tedrica del fragmento enumerado en Daltons.

e Tiempo de retencion (control / analito): tiempo de retencion / elucién cromatografica en el experimento de mapeo
de fragmentos LCMS.

e Intensidad de la sefial de la EM (control / analito): Magnitud de la sefial observada observada por la EM.

e Error de masa - ppm (control / analito): comparacién de la masa tedrica con la masa observada del fragmento;
los valores> 10, y especialmente mas cerca de cero (0) demuestran una mejor precision de la masa.

e Modificadores: Adiciones covalentes potenciales al fragmento; Fragmento de unién péptido-anticuerpo del
residuo de Lys, CAM-carboximetilacion del residuo de cisteina.

e Los asteriscos indican la version modificada (por ejemplo, conjugada) del fragmento respectivo.
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e Pep indica un conjugado peptidico.

La conjugacion direccional de un péptido al fragmento Y15 se demuestra cuantificando el nivel de conjugacion. El
siguiente analisis se realizd en cada uno de los fragmentos de péptidos que se observaron con conjugacion durante
el experimento de mapeo de péptidos del producto de referencia 2.12.1.fx. La relacién de la intensidad de la sefial
observada para el péeptido no modificado en el control no conjugado (armazén 2.12.1.fx - sin conjugacion) en
comparacion con el producto de referencia conjugado (MAC-2) se muestra en la Tabla 23. La sefial no modificada se
utiliza Porque es posible una comparacion directa de la misma sefial peptidica en cada muestra. Por ejemplo, se
espera que un péptido no conjugado tenga la misma intensidad de sefal observada en las muestras de control
frente a las del producto, lo que resulta en una relacion de uno (1). La conjugacion daria como resultado una
disminucion en la cantidad observada de péptido no modificado en la muestra del producto, lo que se indicaria con
una relacion mayor que uno (1). Los datos en la Tabla 23 se normalizaron ain mas para corregir la muestra y la
variacion experimental entre el control y el producto. La Tabla 23 demuestra que el péptido de cadena ligera Y15
esta conjugado a un nivel significativamente mas alto que cada uno de los otros péptidos conjugados. Esto sugiere
que la conjugacion se produce de manera direccional y no se distribuye aleatoriamente a través de los residuos de
K.
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Tabla 23: Conjugacion direccional del péptido al fragmento Y15 en la cadena ligera

Fragmento Relaciéon de intensidad no modificada: control / analito normalizado
Ligeray3 1,000

Ligera y13 1,112

Ligera y15 5,218

Y6 Pesada 0,831

Y10 Pesada 1,038

Pesada y25 0,988

Pesada y33 1,045

Pesada y37 1,120

Ejemplo 13 ELISA de Unién a Ang1-4

Se revistieron placas de semipocillos de alta unién con Ang1 humana, Ang2 humana, Ang3 de ratén o Ang4 humana
recombinante (todos los reactivos de R&D Systems, 250 pug/ml) en 50 ul de PBS y se incubaron a 4 °C durante una
noche. Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado (Tween 20 al 0,1 %, PBS, pH 7,4) y se bloquearon
con Superblock, 150 pl/pocillo a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron tres veces con tampén
de lavado. Después del lavado, se afiadié una solucion de dosificacion preparada (intervalo: 0,005-50,000 ng/ml) a
la placa y se incubd durante 1 hora para permitir la uniéon de los compuestos a los miembros de la familia Ang
revestidos en las placas. Los controles positivos para cada angiopoyetina incluian anticuerpos monoclonales o
policlonales contra cada miembro de la familia (suministrados por R&D Systems). Las placas se lavaron 3 veces y se
afadieron 50 pl de anti-lIgG humana conjugado con HP (0,8 ug/ml) (o de las especies respectivas para los controles
positivos) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 50 pl
(25 Wl TMB + 25 ul H2O3) de solucion de sustrato y se incubaron durante 1-5 minutos. El desarrollo de color se
detuvo con 25 pl de H,SO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una longitud de onda de correccion de 540 nm.

Ejemplo 14 Ensayo de competicion inverso de Ang2

Para el ELISA de competicion inverso de Ang2, se us6 Tie2 humano-Fc, proteina angiopoyetina-2, anticuerpo anti-
Ang2 humana biotinilado y estreptavidina HP (R&D Systems) y sustrato TMB de Pierce. Se revistieron placas de
semipocillos de alta unién con Tie2-Fc (50 ng/pocillo) en 50 pl de PBS y se incubaron a 4 °C durante una noche. Las
placas se lavaron tres veces con tampoén de lavado (Tween 20 al 0,1 %, PBS, pH 7,4) y se bloquearon con
Superblock, 150 pl/pocillo a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron tres veces con tampoén de
lavado. Después del lavado, se afiadieron 50 pl de un compuesto de péptido de union a Ang2 (50 nM, dilucidn
seriada 5x) en presencia de 50 ng/ml (0,83 nM) de Ang2 en Superblock y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces, se afadieron 50 pl de anticuerpo de deteccién anti-Ang2 biotinilado 1
png/ml en Superblock y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Las placas se levaron 3 veces y se
anadieron 50 pl de estreptavidina HP (dilucién 1:200 en Superblock) a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 50 pl (25 pl TMB + 25 pl H205) de solucion de sustrato y se incubaron
durante 20-30 minutos. Se detuvo el desarrollo de color con 25 ul de H>,SO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una
longitud de onda de correccion de 540 nm. Se calcularon los valores de Clsg (inhibicion del 50 % de la unién de
Ang2-Tie2) usando la funcién sigmoidal no lineal de ajuste de curva de respuesta a la dosis en el programa
informatico Prism 4.

El Ang2-h38C2 se us6 como control en ciertos ejemplos. La generacion y la estructura del Ang2-h38C2 se describe
totalmente como compuesto 43 en el documento WO02008056346, cuyo contenido se incorpora en el presente
documento, con referencia particular a los aspectos relacionados con la generacion de compuesto 43. En resumen,
la estructura es la siguiente:

H H
O4 N ~Nr N Anticuerpo
(0]

10 2
Oy NH
J
0 °y’
)\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K—T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2
O O
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en la que el enlazador esta unido covalentemente al grupo €-amino de K® (K93 de acuerdo con la numeracion de
Kabat) del sitio de combinacion del anticuerpo y el anticuerpo es h38C2-IgG1 (SEC ID NO: 51 y 52) (SEC ID NO:
189 y SEC ID NO: 190 de WO2008/056346.

Ejemplo 15 Ensayo de Competicion de IGF1R

Para el ELISA de competicion de IGF-1R, se usé IFG-1R humano recombinante (R&D Systems), IGF-1 biotinilado
(GroPep Ltd.), estreptavidina-poli-HP20 (SDT), Superblock y sustrato TMB (Pierce). Se revistieron placas de
semipocillos de alta unién con IGF-1R (62,5 ng/pocillo) en 50 pl de PBS y se incubaron a 4 °C durante una noche.
Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado (Tween 20 al 0,1 %, PBS, pH 7,4) y se bloquearon con
Superblock, 150 pl/pocillo a temperatura ambiente durante 1 h. Las placas se lavaron tres veces con tampon de
lavado. Después del lavado, se afiadieron 50 pl de un compuesto de unién a IGF-1R (1 uM, dilucién seriada 5x) en
presencia de 100 ng/ml (13,3 nM) de IGF1 biotinilado en Superblock y se incubaron a temperatura ambiente durante
1 hora. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 50 ul de estreptavidina-poli-HP 20 (dilucién 1:5000 en
Superblock) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 50 ul (25 pl
TMB + 25 pl H20O,) de solucion de sustrato y se incubaron durante 5-10 minutos. El desarrollo de color se detuvo con
25 pl de H2SO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una longitud de onda de correccion de 540 nm. Se calcularon los
valores de Clso (inhibicion del 50 % de la unién de IGF1 a IGF1R) usando una funcion sigmoidal no lineal de ajuste
de curva de respuesta a la dosis en el programa informatico Prism 4. Clsg

Ejemplo 16 Ensayo de Inhibicion de la Autofosforilacion de IGF-1R Inducida por IGF1

Para el ensayo de inhibicion de la autofosforilacion de IGF-1R, las células eran células 3T3 de raton modificadas por
ingenieria genética para expresar IGF-1R humano yla fosforilacion se determiné mediante un kit de ELISA de tipo
sandwich de fosfo-receptor de IGF1 B (TyR'131) N° 7302 de Cell Signaling Technologies. Se sembraron células
intactas que expresaban IGF-1R humano (5,0 x 104 células/pocillo) en una placa de fondo redondo tratada con
cultivo tisular de 96 pocillos, y se dejé que se unieran durante una noche en 50 pl de medio de cultivo (37 °C, CO; al
5 %, medio de cultivo que consistia en DMEM con FBS al 10 %, L-Glutamina 2 mM, Penicilina-Estreptomicina y
Geneticina 500 ug/ml). Después de 16 horas, el medio de cultivo se elimind por aspiracion y se afiadieron 50 ul por
pocillo de nuevo medio de cultivo que contenia un compuesto de unién a IGF-1R (1 mM, dilucién seriada 8x) en
presencia de 100 ng/ml (13,3 nM) de IGF1 humano recombinante, y se incubé durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La placa se lavo mediante eliminacion por aspiracion del liquido y se afiadieron 100 pl por pocillo de PBS
helado. EI PBS frio se elimin6é inmediatamente por aspiracion y se afiadieron 60 pl de tampdn de lisis (comenzando
con el tampodn de lisis, todos los reactivos siguientes se suministraron como parte de un kit comercial fabricado por
Cell Signaling Technologies, disefiado para cuantificar la fosforilacion de IGF-1R en la tirosina 1131) a cada pocillo y
se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacion. Después, las placas se centrifugaron a 4 °C
durante 5 minutos. Después se retird el sobrenadante (50 ul por pocillo) y se afiadié a una Placa de 96 pocillos
previamente revestida con un anticuerpo de conejo contra Fosfo-Receptor de IGF-1 beta (TyR 131) y que contenia
50 pl por pocillo de un diluyente de muestra. Las placas se incubaron durante una noche durante 16 horas a 4 °C
con agitacion suave. Después de la incubacion, las placas se lavaron 4 veces con tampon de lavado y se afiadieron
100 pl de un anticuerpo de deteccion de receptor de IGF1 humano (de origen murino) a cada pocillo durante 1 hora
a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces con tampon de lavado y se afiadieron 100 pl de un anticuerpo secundario
contra IgG de ratén unido a HP a cada pocillo durante 30 minutos a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces y se
afadieron 100 pl de sustrato TMB a cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos. El desarrollo de color se detuvo
con 50 pl de H2SO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una longitud de onda de correccion de 540 nm. Los controles
internos con y sin tratamiento con IGF1 confirmaron la especificidad del acontecimiento de fosforilacion y
determinaron el % de inhibiciéon de la sefalizacion transmembrana. Se calcularon los valores de CE50
(concentracion a la que se consiguid la sefial semimaxima) usando una funcién sigmoidal no lineal de ajuste de
curva de respuesta a la dosis en el programa informatico Prism 4.

Ejemplo 17 Ensayo de regulacion negativa de IGF-1R

Para la regulacién negativa de IGF-1R, se usaron células de adenocarcinoma de colon humano Colo205 y se
determind la expresion en superficie celular de IGF-1R por citometria de flujo. Se trataron placas de cultivo de tejidos
de 96 pocillos sembradas con 5 x 10* células/pocillo en medio de cultivo (RPMI, suero bovino fetal al 10 %,
glutamina) con una valoracion de compuesto durante 3 horas a 37 °C. Las células se aclararon con PBS, se
levantaron con un CellStripper y se transfirieron a placas de 96 pocillos recién preparadas. Las células se lavaron
tres veces con PBS con suero bovino fetal al 2,5 %. Las células se |ncubaron con un monoclonal de ratén anti-IGFIR
humano conjugado con ficoeritrina (R&D FAB391P 10 wl/5 x 10™ células) en la oscuridad durante una hora.
Después, las células se lavaron tres veces con PBS con suero bovino fetal al 2,5 %. La presencia de IFG-1R en la
superficie celular se determin6 mediante citometria de flujo usando un FACSArray y los datos se analizaron con el
programa informatico FloJo. El nimero de receptores se calculd por ajuste de los datos a curvas patron generadas
usando perlas de PE QuantiBRITE (BD 340495). Los datos se describieron como el porcentaje de regulacion
negativa por compuesto de ensayo frente al control negativo higG2.

Resultados y Discusion

La capacidad de MAC-2 para unirse a Ang2 humana especificamente se muestra en la Figura 16. El MAC-2 y el
Ang2-h38c2 eran capaces de unirse a la Ang2 humana pero no a Ang1 humana, Ang4 humana o Ang3 de raton,
mostrando alta especificidad por Ang2 y no por otros miembros de la familia de la angiopoyetina.

MAC-1 y MAC-2 eran capaces de unirse a Ang2 y evitar su unién a Tie2, como se muestra en el ensayo de
competicion de Ang2 (Figura 11 y Tabla 24). Sorprendentemente, en comparacion con Ang2-h38c2, el MAC-1 vy el
MAC-2 mostraban ambos un aumento en la capacidad para unirse competitivamente a Ang2. Después de confirmar
que los MAC conjugados se unian a e inhibian la uniéon de Ang2 a Tie2, la capacidad para competir por la union de
IGF-1 a IGF-1R se determind por ensayo de competicion de IGF-1R (Figura 18). EI MAC-1 y el MAC-2 eran tan
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eficaces como el anticuerpo anti-IGF-1R parental (2.12.1.fx) para competir con IGF-1 por la union a IGF-1R. MAC-1
y MAC-2 mostraban valores de Clsgp en el intervalo nanomolar bajo. Por el contrario, en ensayos con ciertos otros
anticuerpos anti-IGF-1R, se observé que la conjugacion del péptido interferia con la capacidad del anticuerpo para
interaccionar con IGF-1R (no se muestran los datos).

Para confirmar que la inhibicion de IGF observada en el ensayo de competicién se traduce en la inhibicion de los
acontecimientos de sefializacion inducidos por IGF, se usé un ensayo funcional basado en células para determinar
la inhibicion de la autofosforilacion de IGF-1R después de la estimulacion con IGF (Figura 13 y Tabla 24). MAC-1y
MAC-2 tienen una actividad similar a la del anticuerpo anti-IGF-1R precursor (2.12.2.fx); por lo tanto, la conjugacion
de péptidos Ang2 limitados no parece cambiar la unién e inhibicion innatas de MAC.

Ademas de inhibir la autofosforilacion de IGF-1R, el anticuerpo anti-IGF-1R también causa la internalizacién y la
degradacion de IGF1R, dando como resultado la regulacion negativa del receptor. Este comportamiento se observa
en las 2 horas siguientes al tratamiento y se mantiene durante 24 horas. Los MAC se ensayaron para determinar la
capacidad para regular negativamente los niveles de IGF1R en una linea celular de carcinoma de colon humano
Colo205. Las células se trataron durante 3 horas en cultivo con valoraciéon de compuestos MAC. Las células se
recogieron y se determind la expresion en superficie de IGF-1R por citometria de flujo. Se determiné el porcentaje de
IGF-1R regulado negativamente en comparacion con el control negativo higG2 (Tabla 3). MAC-1 y MAC-2 tienen
una actividad de regulacion negativa de IGF-1R similar al anticuerpo contra IGF-1R precursor (2.12.1.fx).

Tabla 24: Capacidad de MAC-1 y MAC-2 para unirse a y modular IGF1R y Ang2

Ang2 Clso (nM) IGF-1R Clsg | Fosforilacion IGF-TR Clso | % IGF-1R regulado
(nM) (nM) negativamente
MAC-1 0,092 £ 0,049 5111 150,7 £ 59,6 43+5
MAC-2 0,057 £ 0,022 6,1+1,1 91,4 +40,2 50+5
Anticuerpo a-IGF-1R nd 3,8+0,8 48,7+ 14,0 48+3
Ang2-h38c2 0,582 £ 0,242 nd nd nd

Se demostré que la conjugacion de 2 péptidos por anticuerpo era ideal en términos de efectuar la autofosforilacion y
regulacion negativa de IGF1R y que la conjugacion de mas o menos de 2 péptidos por anticuerpo disminuye la
capacidad del MAC para efectuar estas funciones.

Para evaluar el efecto del nimero de péptidos por anticuerpo sobre la capacidad de 2.12.1.fx para modular la
actividad de IGF-1R, se prepararon dos muestras de MAC-1 en las que las condiciones de reaccion se ajustaron
para proporcionar una conjugacion reducida (MAC-1 reducido) o una conjugacion aumentada (MAC-1 elevado)
(véase la Tabla 25). Las muestras se analizaron para determinar la capacidad de regular a la baja y fosforilar IGF1R
(Tabla 25). Existe una diferencia significativa en la capacidad del MAC-1 alto en comparacion con el MAC-1 bajo
para modular de manera efectiva la via IGF1R. La conjugacion de mas de aproximadamente 2 péptidos por
anticuerpo limita la actividad funcional del MAC tanto para inhibir la autofosforilaciéon de IGF1R como para inducir la
regulacion a la baja de IGF1R, en comparacion con la conjugacion de aproximadamente 2 o menos péptidos por
anticuerpo. Por lo tanto, para modular eficientemente 2 rutas biolégicas diferentes en una entidad bifuncional, la
conjugacion de aproximadamente 2 péptidos por anticuerpo puede ser ideal (dependiendo del perfil farmacocinético
del péptido y de la diana).

Tabla 25: analisis de MAC-1-Alto y MAC-1 Bajo.

Ang2 % IGF1R Fosforilacion CA (%) CA
Clso (nM) regulado a la IGF1R Clsp (nM) prom.
baja 0] 1 2131475
MAC-1 bajo 0,103 321 12.8 141421321120 |0 1,42
MAC-T Alto 0,035 912 >300 0| 41941 [32]|5 3,18
2.12.1.fx ND 363 3,5
Ang2-h38c2-IgG1 0,252 ND ND

Ejemplo 18 Farmacocinética in vivo
Protocolo

Se us6 un procedimiento de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de uniéon directa validado para
medir los niveles séricos de MAC en suero de ratén y mono. En resumen, el MAC en la muestra se une a IGF-1R o
Ang2 que se ha absorbido pasivamente sobre una placa de microtitulacién, y se usa un anti-lgG humana conjugado
con peroxidasa de rabano picante junto con un sustrato cromogénico para generar una sefal que sea proporcional a
la concentracion de MAC-2 en la muestra de suero. Los limites de cuantificaciéon superior e inferior de MAC-2 en
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suero de raton son de 26,0 y 1000 ng/ml, y de 52,0 y 2000 ng/ml en suero de mono cynomolgus.
ELISA Inverso de Ang2 e IGF-1R

Se revistieron placas de semipocillos de alta union con IGF1R (62,5 ng/pocillo) o Ang2 (6,25 ng/ml) en 50 pl de PBS
y se incubaron a 4 °C durante una noche. Las placas se lavaron tres veces con tampon de lavado (Tween 20 al 0,1
%, PBS, pH 7,4) y se bloquearon con Superblock, 150 pl/pocillo a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas
se lavaron tres veces con tampoén de lavado. Después de lavar, se anadieron patrones de solucion de dosificacion
preparados (intervalo: 3,91-500 ng/ml) y muestras de suero a la placa y se incubaron durante una hora para permitir
la union de los complejos de MAC al Ang2 o IGF1R revestido en las placas. Las placas se lavaron 3 veces y se
afiadieron 50 pl de un anti-lgG humana de cabra conjugado con HP (0,8 pg/ml) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces y se afadieron 50 pl (25 pl TMB + 25 pl H202) de solucion
de sustrato y se incubaron durante 1-5 minutos. Se detuvo el desarrollo de color con 25 pul de H,SO4 2 M. Se midié la
DO450 nm con una longitud de onda de correccién de 540 nm. Se calcularon las concentraciones en suero de los
complejos de MAC usando las curvas patron. Las concentraciones de complejo de MAC, segun se determinaron por
ELISA, estaban representadas en funciéon del tiempo. Se emprendieron analisis de datos adicionales usando
WinNonlin version 4.1 (Pharsight Corporation) para determinar la semivida  (T1/2) y el area bajo la curva (AUC)
para los complejos de MAC.

Raton

Se realizaron estudios de PK usando ratones Swiss Webster macho (CFW, Charles River, Hollister, CA) que
pesaban aproximadamente 20-22 gramos al inicio de la dosificacion. Los compuestos de MAC se administraron por
via intravenosa. Se tomaron muestras de sangre de 4 ratones por punto temporal a los siguientes puntos
temporales: 0,08, 0,5, 1, 3, 5, 7 y 24 horas. Se afadié coctel inhibidor de proteasas a todos los tubos de sangre
antes de la recogida de muestras. Se dejé que la sangre coagulara en hielo durante 30 minutos y después se
centrifugd a 12000 rpm durante 5-10 minutos a 4 °C para recoger el suero y se almacené inmediatamente a -80 °C
hasta su analisis por ELISA. Se utilizaron soluciones de dosificacion para establecer las curvas estandar para el
analisis de muestras de suero mediante ELISA inverso con Ang2 o IGF1R. Las alicuotas de cada muestra de suero
se analizaron mediante ELISA inverso con Ang2 o IGF1R.

Mono

Se determind el perfil farmacocinético de MAC-2. Se usaron dos monos Cynomolgus macho (Macaca fascicularis) en
el estudio; se administré MAC-2 mediante una inyeccion intravenosa (en embolada) a un nivel de dosis de 10 mg/kg.
Todos los animales se observaron a 5 min, 15 min, 1 h, 4 h y 8 h post-dosis el Dia 1 y dos veces al dia después de
eso para cualquier reaccion al tratamiento. Los pesos corporales se midieron y se registraron los Dias 1, 2, 3,4, 5,7
y 14. Se obtuvieron muestras de sangre para analisis toxicocinético a los puntos temporales designados y el suero
se separd y se almacend a -80 °C.

No se observaron signos clinicos adversos durante el estudio que pudieran estar relacionados con el tratamiento con
MAC-2. Los perfiles de peso corporal eran satisfactorios. Se recogieron muestras de sangre de aproximadamente
1,0 ml de la vena femoral de cada animal y en tubos de coagulacion lisos a los puntos temporales (0,08-504 horas).
Las muestras de sangre se dejaron reposar durante una hora a temperatura ambiente después de la recogida y
después se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Las muestras de suero resultantes se
almacenaron a aproximadamente -80 °C antes del analisis.

Resultados

Se realizaron estudios farmacocinéticos (PK) no GLP exploratorios en ratones Swiss Webster macho y monos
cynomolgus macho (Tablas 5 y 6). Se analizaron las actividades de union tanto a Ang2 como a IGF1R del MAC. En
ratones, MAC-1 y MAC-2 demostraron un tiempo de permanencia similar al del anticuerpo anti-IGF-1R precursor con
semividas de fase beta de 383-397 horas. La capacidad de unién a Ang 2 de MAC-1 y MAC-2 demostré un tiempo
de permanencia similar a Ang2-h38c2 con semividas de fase beta de 105-120 horas en ratén en estudios IV de dosis
Unica. En mono cynomolgus, el MAC-2 demostré un tiempo de permanencia ligeramente mas corto que el anticuerpo
anti-IGF-1R precursor, con semividas de fase beta de 100,4 horas. La capacidad de unién a Ang2 de MAC-2
demostré un tiempo de permanencia similar a Ang2-h38c2 con semividas de fase beta de 97,8 horas.

Tabla 26: dosis unica de PK de IV administradas por MAC a 10 mg / mk en ratones

Compuesto (mg.Kg™) Beta t 'z (hora) | Beta t'% (hora)

Porcion ang2 Porcion de IGF1R

Ang2-h38c2, (10) 95.2 -

anticuerpo o-IGF1R, (10) | -- 390
MAC-1, (10) 105 383
MAC-2, (10) 120 397
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Tabla 27: dosis unica de PK de IV administrados por MAC a 10 mg / mk en mono cynomolgus

Compuesto (mg.Kg™) Beta t 'z (hora) | Beta t'% (hora)
Porcion ang2 Porcion de IGF1R

Ang2-h38c2, (10) mpk 95.3 --

anticuerpo a-IGF1R, (5) mpk | -- 146.4

MAC-2, (10) mpk 97.8 100,4

Ejemplo 19 Farmacologia in vivo
Protocolo

La actividad antitumoral de MAC-2 se evalué en el modelo de xenoinjerto de Colo205 (adenocarcinoma de colon
humano) o MDA-MB-435 (melanoma). Se cultivaron células Colo205 o MDA-MB-435 con medio RPMI con FBS al 10
% y se inyectaron 3 x 106 células en 0,1 ml de solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) por via subcutanea en el
flanco derecho superior de ratones nu/nu hembra de 5-7 semanas de edad, y se dejo que se establecieran hasta un
volumen de 200~400 mm3 antes del inicio del tratamiento. Una vez que se establecieron los tumores, los ratones se
aleatorizaron a grupos de tratamiento con volumenes tumorales idénticos (n = 9-10/grupo) y el tratamiento con MAC-
2 se administré una vez por semana por inyeccion intraperitoneal (IP). En estudios de combinacion, se administraron
agentes anticancerosos adicionales semanalmente por inyeccion IP, iniciandose los tratamientos concomitantes con
el MAC-2. Se midieron los volimenes tumorales una vez o dos veces por semana usando calibradores, y se
midieron los pesos corporales semanalmente durante el periodo de tratamiento. En algunos estudios, todos los
ratones se eutanasiaron por asfixia con CO; y los tumores se escindieron, se pesaron y se procesaron para
evaluacion histologica y/o inmunoquimica adicional una vez que el volumen tumoral en el grupo de control tratado
con vehiculo alcanzo los 2000 mm3. En estudios de pseudo-supervivencia, los ratones se eutanasiaron por asfixia
con CO; y los tumores se escindieron y se pesaron una vez que el volumen tumoral medio de cada grupo de
tratamiento supero los 2000 mma3.

Resultados

Un experimento realizado en el modelo de xenoinjerto de Colo205 (adenocarcinoma de colon humano) se ilustra en
las Figuras 12A y 13A. La administracion semanal de Ang2-h38c2 o anticuerpo anti-IGF1R (2.12.1.fx) inhibia el
crecimiento del tumor Colo205. La combinacion de Ang2-h38c2 y anticuerpo anti-IGF1R administrada semanalmente
mostré un beneficio aditivo sobre la inhibicion del crecimiento del tumor Colo205. La administracion semanal de
MAC-2 en solitario mostré un beneficio similar al de la combinaciéon (Figura 14A). En un estudio separado, el MAC-2
in)hibl'a de forma dependiente de la dosis el crecimiento del tumor Colo205 y los pesos tumorales finales (Figura 15A,
B).

A dia 28, los ratones tratados con compuesto se sacrificaron y los tumores se escindieron y se congelaron
inmediatamente. Para evaluar el efecto antiangiogénico de MAC-2, se evalu6 la densidad de microvasos tumorales
inmunohistoquimicamente en secciones congeladas de tumores de xenoinjerto de adenocarcinoma de colon
Colo205 tratados con Vehiculo (PBS) o MAC-2 (respuesta a la dosis que varia de 0,3 mg/kg a 10 mg/kg). Los
tumores se tifieron con un anticuerpo monoclonal especifico de raton contra CD31 y se cuantifico la
inmunorreactividad a partir de cinco areas de tres secciones de cada tumor (Figura 13C). La densidad de microvasos
tumorales se redujo significativamente ~42 % por MAC-2 (10 mg/kg, una vez por semana) en comparacion con el
grupo tratado con vehiculo, confirmando la actividad antiangiogénica del tratamiento con MAC-2.

Para investigar si el MAC-2 se dirige tanto a Ang2 como a IGF1R in vivo, los efectos del MAC-2 sobre los niveles de
expresion de Ang2 e IGF1R se evaluaron en dos tumores de xenoinjerto Colo205 independientes tratados con
Vehiculo, Ang2-h38c2, anticuerpo contra IGF-1R (2.12.1.fx) o MAC-2 (respuesta a la dosis que varia de 0,3 mg/kg a
10 mg/kg). Se prepararon lisados a partir de tumores escindidos congelados y se cuantificé la inmunorreactividad
contra Ang2 e IGF-1R por ELISA. La inmunorreactividad contra Ang2 e IGF-1R se redujo significativamente por
tratamiento con MAC-2 de una forma dependiente de la dosis (1, 3 y 10 mg/kg) en comparacion con el grupo tratado
con Vehiculo (Figura 14B, 15D y 15E). El efecto de MAC-2 sobre los niveles de IGF-1R es similar al observado para
un anticuerpo antagonizante de IGF-1R (2.12.1.fx) (Figura 14B). Ademas, los niveles de IGF-1R fosforilado se
redujeron en tumores de animales tratados con MAC-2 (no se muestran los datos). La inmunofluorescencia en
secciones fijadas de estos tumores también confirmé la reduccién en IGF-1R y pIGF-1R (no se muestran los datos).
Estos datos demuestran que el tratamiento con MAC-2 afecta a las rutas tanto de Ang2 como de IGF-1R en el
modelo de xenoinjerto Colo205.

En tres estudios separados, el tratamiento con MAC-2 condujo a una inhibicién tumoral sostenida en comparacion
con los grupos con vehiculo (PBS), Ang2-h38c2 y anticuerpo contra IGF-1R (2.12.1.fx y 2.13.2) (Figuras 16A, 16B,
16C). El anticuerpo anti-IGF1R 2.13.1 se describe como las SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 47 en el documento
WO002/053596, menos las secuencias sefial respectivas. La inhibicion tumoral por MAC-2 era similar a la
combinacién de Ang2-h38c2 y 2.12.1.fx y mas activo que Ang2-h38c2 y 2.13.2 (Figura 16C). El tratamiento con
MAC-2 no afecté al aumento de peso corporal (no se muestran los datos) y los ratones parecian estar en buen
estado de salud durante todo el estudio. Se dejo que los tumores en cada grupo de animales progresaran hasta
2000 mm3 como un estudio de pseudo-supervivencia. Los grupos tratados tanto con Ang2-h38c2 como con
anticuerpo anti-IGF-1R tuvieron que interrumpirse a dia 48; sin embargo, los tumores tratados con MAC-2 (3-10
mpk) estaban todavia por debajo de 2000 mm3 a dia 94 cuando el estudio se paro.

La eficacia antitumoral de MAC-2 también se evalué en un modelo de xenoinjerto de melanoma MDA-MB-435. La
administracion semanal de MAC-2 (3 y 20 mg/kg IP) dio como resultado una reduccion significativa del 40 % (dia 67)
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en el crecimiento tumoral en el modelo de MDA-MB-435 (Figura 17). Por lo tanto, el MAC-2 demuestra una eficacia
antitumoral significativa en dos modelos de tumores de xenoinjerto humano diferentes.

Ejemplo 20 Perfil de conjugacion de péptidos de diversos anticuerpos

Se analizaron los perfiles de conjugacion de varios anticuerpos diferentes con péptidos, utilizando la SEC ID NO: 27
y 5PEG como un péptido y conector de ejemplo respectivamente. Todos los anticuerpos analizados fueron
anticuerpos IgG humanos o totalmente humanizados con interacciones antigénicas bien definidas y caracterizadas.
hAbATest comprende un CLA, mientras que 2.12.1.fx, mAbkTest1, h28C2-IgG1 (SEC ID NO: 51y 52) y h38C2-IgG2
(SEC ID NO: 53 y 54) cada una comprende CLk. Cada uno de los antlcuerpos se intercambi6 con tampon en HEPES
20 mM, pH 7,0 y se concentré a 5-20 mg / ml. SEC ID NO: 27 / K"'-5PEG-PFP se resuspendio con propilenglicol al
50 % vy se mezclé con el anticuerpo relevante en una relacion molar de 4,3: 1 y se dejé reaccionar durante al menos
2 horas a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron como una proteina
conjugada intacta por cromatografia de exclusion por tamafo - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar
el numero y la cuantificacion de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el peso molecular de cada
forma de proteina; Se observan multiples sitios de conjugacion de péptidos como sefales distintas separadas por la
diferencia de masa de un péptido unido. La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion de péptidos
se realiza midiendo la magnitud de la sefial. La tabla 22 muestra el perfil de conjugacion peptidica de diversos
anticuerpos.

Para los anticuerpos que contienen un CLk, la conjugacion de péptidos se produce en una distribucién entre 0-4
adiciones de péptidos, siendo la forma mas grande de 2 a 3 adiciones de péptidos. En contraste, para el anticuerpo
que comprende CLA, hAbATest, la conjugacion del péptido se produce en una distribucién entre 0-4 adiciones de
péptidos, siendo la forma mas grande de 1 a 2 adiciones de péptidos.

La extension de la conjugacion de péptidos se examino por separado en las cadenas ligera y pesada. Cada muestra
se desnaturalizé y los enlaces disulfuro se redujeron utilizando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas
ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron utilizando LCMS para determinar el perfil de conjugacién en cada
una. El perfil de conjugacion peptidica en la cadena ligera y pesada de varios anticuerpos se muestra en la Tabla 28.
En 2.12.1.fx y hAbkTest1, los datos demuestran que la ubicacién de la conjugacion es mas alta en la cadena ligera;
la forma mas abundante en la cadena ligera contiene una (1) adicion de péptidos. La conjugacion en la cadena
pesada se observa en un nivel significativamente mas bajo. En h38C2-IgG1 y h38C2-IgG2, se observan niveles
comparables de conjugacion en la cadena ligera y pesada, con una ligera preferencia de conjugacion en la cadena
ligera. En un anticuerpo que contiene CLA (hAbATest), la mayoria de la conjugacion se produce en la cadena pesada
con un bajo nivel de conjugacion observado en la cadena ligera.

Tabla 28: Perfil de conjugacion de diversos anticuerpos

CA (%) CA % de CA de la cadena | % de CA de la cadena
prom. ligera pesada

Anticuerpo | 0 1 2 |3 |4 0 1 2 0 1

2.12.1.1x 1 155326 |5 |22 20 70 9 84 16 0
prueba de |10 | 37 |37 |11 |6 | 1,66 95 5 0 74 22

hAbA

hAbkTest1 7 | 10| 35|27 |14 | 2,55 11 74 14 87 13

h38C2 1gG1 | 1 3 | 28|55|13 | 2,75 49 46 4 70 30

h38C21gG2 |4 |6 |31 |44 |15 |26 61 35 4 73 27

Cada uno de los anticuerpos 2.12.1.fx, hAbATest y hAbkTest1 se evalué después del proceso de conjugacion para
determinar el efecto de las adiciones de conjugacion sobre la capacidad del soporte del anticuerpo para retener su
union al receptor (en comparacion con el mAb natural) (Tabla 29). Los resultados muestran que la conjugacion
direccional de péptidos a los anticuerpos de prueba no parece alterar la unién del anticuerpo.

Tabla 29: Unién de anticuerpo a antigeno nativo antes y después de la conjugacion

Unioén del receptor

Anticuerpo Nativo (Clso, nM) | Después de la conjugacion (Clso, nM)
2.12.1.fx 3,2 57
prueba de hAbA 0,4 1,7
hAbkTest1 59 53

Ejemplo 21 Perfil de conjugacion peptidica de un anticuerpo representativo de IgG2-k

Se analizé el perfil de conjugacion de un anticuerpo IgG2 k (hABkTest2) con un péptido 39-mer. El anticuerpo se
concentré a 8 mg / ml y se intercambio en tampén en HEPES 40 mM, pH 8,0, El peptido se resuspendié con DMSO
al 100 % y se mezcld con el anticuerpo en una relacion molar de 5,0: 1 y se dejo reaccionar durante la noche a
temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron como una proteina conjugada
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intacta por cromatografia de exclusion por tamafio - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar el nimero
y la cuantificacion de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el peso molecular de cada forma de
proteina; Se observan multiples sitios de conjugacion de péptidos como sefiales distintas separadas por la diferencia
de masa de un péptido. La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion de péptidos se realiza
midiendo la magnitud de la sefial. La Tabla 30 muestra el perfil de conjugacién peptidica de hAbkTest2 con el
péptido 39-mer. La conjugacion del péptido se produce en una distribucion entre 0-4 adiciones de Péptidos con un
promedio de 2,03 adiciones de péptidos, y es consistente con la conjugacion direccional en el CLk-K 8,

Tabla 30: Perfil de conjugacion del péptido 39-mer y hAbkTest2

%CA
Armazén anticuerpos Péptido de union 0 1 2 3 4 CA prom.
hAbkTest2 39-mer péptido 1 22 53 18 5 2.03

En un experimento separado, el péptido 39-mer se conjugd con h38C2-IgG2 con MAL-2PEG-PFP como se describe
anteriormente, a diferentes concentraciones molares. Ademas, se ensayo6 la union del receptor relacionado para el
péptido 39-mer. Los resultados (Tabla 31) mostrados son consistentes con la conjugacion direccional en K'**-CLk.
Ademas, el aumento del nimero promedio de péptidos por anticuerpo no aumento sustancialmente la unién general
al objetivo. Esto demuestra que en ciertos escenarios, aumentar la conjugacion por anticuerpo puede no aumentar la
union a la diana, lo que demuestra una de las ventajas de la invencion; el control del nimero de péptidos que
conjugan por anticuerpo puede ayudar a lograr la maxima unién a la diana por unidad de péptido.

Tabla 31: Perfil de conjugacion del péptido 39-mer y H38C2-IgG2

Péptido de 39-mer: h38C2-IgG2 CA (%) Prom. N.°de Objetivo peptidico: CEsg
relacion molar conjugados (nM)
0] 1] 2] 3
2:1 5713210 O 0,52 0,99
2,5:1 19[56[25] 0 1,06 1.06
4:1 2025|3520 1,55 1.01
5:1 0 [ 164540 2,26 0,82

Ejemplo 22 Conjugacion de biotina a 2.12.1.fx Fab
Biotina-2.12.1.fx

Se analizé el perfil de conjugacion de la region Fab de 2.12.1.fx (SEQ ID NO: 50 y 4) con PFP-Biotina. El anticuerpo
Fab se concentré a 20 mg / ml y se intercambi6 en tampon en acetato de sodio 20 mM + trehalosa 200 mM, pH 5,5y
se enriquecio con fosfato de sodio 60 mM pH 7,7. La PFP-Biotina se resuspendié con DMSO al 100 % y se mezclo
con el anticuerpo en relaciones molares sucesivas y se dejé reaccionar durante la noche a temperatura ambiente.
Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / mly se analizaron como una proteina conjugada intacta por cromatografia
de exclusion por tamafio - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar el nimero y la cuantificacion de las
formas conjugadas. Esta técnica mide el peso molecular de cada forma de proteina; se observan miltiples sitios de
conjugacion como sefales distintas separadas por la diferencia de masa de un péptido conjugado. La cuantificacion
relativa de multiples especies de conjugacion se realiza midiendo la magnitud de la sefial. La Tabla 32 muestra el
perfil de conjugacion de 2.12.1.fx Fab con PFP-Biotina en relaciones molares. La conjugacién de ocurre en una
distribucién entre 0-2 adiciones a medida que aumenta la relacion molar. EI menor nimero de moléculas por
anticuerpo fue consistente con los resultados anteriores, segun la relacion molar utilizada. Esta es una demostracion
util de la flexibilidad del proceso para controlar la cantidad de conjugacion al alterar uno o mas de los parametros de
reaccion.

o]

HN™ “NH

F Biotina -PFP
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Tabla 32: Perfil de conjugacion de biotina a 2.12.1.fx Fab

%CA
Armazén de Péptido de Péptido: Proporcion molar de 0 1 213 CA
anticuerpos unién anticuerpo prom.
2.12.1.%x Fab Biotina-PFP 11 54146 - | - 0,46
2.12.1.%x Fab Biotina-PFP 1,511 42511 7 |- 0,65
2.12.1.%x Fab Biotina-PFP 2:1 345510 - 0,76
2.12.1.%x Fab Biotina-PFP 3:1 28 [ 55 [ 17 | - 0,88
2.12.1.%x Fab Biotina-PFP 41 21146 |26 | 8 1,21

Ejemplo 23 Conjugacion de biotina con h38C2-IgG1
Biotina-h38C2-1gG1

El anticuerpo h38C2-IgG1 se ajusté a 20 mg / ml con tampon HEPES de pH 7,5 a una concentracion final de 0,02M.
La biotina-PFP se reconstituy6 en agua a 10 mg / ml y se afiadié a h38C2-lgG1 en una proporcién molar de 5: 1y se
dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. La PFP-Biotina sin reaccionar se elimind mediante
cromatografia de exclusion por tamafio y el tampon se intercambié en un tampén de histidina, glicina y sacarosa de
pH 6,5. Las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por
cromatografia de exclusion por tamafio - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar el numero y la
cuantificacion de las formas conjugadas de la proteina. La Tabla 33 muestra el perfil de conjugaciéon de h38C2-IgG1
con Biotina-PFP. La conjugacion de h38C2-IgG1 ocurre en una distribucion entre 0-3 CA con un promedio de 1,1
conjugaciones. Seriagposible una mayor conjugacion después de la optimizacion de las condiciones de reaccion. La
reactividad de VH-K* (K™ seglin la numeracién de Kabat) en h38C2-IgG1 se confirmé que era> 95 % cuando se
hizo reaccionar con el compuesto de prueba de anticuerpos cataliticos CATC-1, y se analiz6 mediante cromatografia
de fase inversa.

CATC-1
h38C2-1gG1

Tabla 33: Conjugacion de biotina y

Anticuerpo | 0 1 2 | 3| CAprom.
h38C2-lgG1 | 16 [ 61 | 20 | 3 1,1

Ejemplo 24 Perfil de conjugacion de 2.12.1.fx y mutantes K'®, K'®

B%%ado en el mapeo de péptidos, hay 2 Lys en el fragmento Y15. Para distinguir el sitio de conjugacion activa, K'®8 y
K™ fueron mutados a R respectivamente o en combinacion. Los mutantes se generaron siguiendo los protocolos
descritos en el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange (Stratagene). Las mutaciones se introdujeron
mediante cebadores oligonucleotidicos y se confirmaron mediante secuenciacion del ADN. Los mAb mutados se
expresaron transitoriamente en células HEK 293 y se purificaron usando una columna de afinidad de proteina A. Los
mAb purificados se caracterizaron utilizando MS. Las SEQ ID NO: 33, 34 y 35 muestran las secuencias de la cadena
ligera mutante IGF1r 2.12.1.1x.

El anticuerpo se intercambié con tampén a 0,02 M de tampon HEPES pH 7,5 9 6,5 a 2 mg / ml. Si el pH era 6,5, el
anticuerpo se afadia con fosfato de sodio 60 mM, pH 7,7. SEC ID NO: 27-K''La 5PEG-PFP se resuspendié con
propilenglicol al 50 % y se mezcl6 con la proteina en una relacién molar de 4,3: 1 y se dejé reaccionar durante la
noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron como una proteina
conjugada intacta por cromatografia de exclusion por tamafo - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar
el numero y la cuantificacion de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el peso molecular de cada
forma de proteina; Se observan multiples sitios de conjugacion como sefales distintas separadas por la diferencia
de masa de una proteina conjugada. La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion de proteinas se
realiza midiendo la magnitud de la sefial. La Tabla 34 muestra el perfil de conjugacion de 2.12.1.fx sin modificar,
2.12.1 peK'™R (LC: SEC ID N.°: 33), 2.12.1./%-K"R (LC: SEC ID NO: 34) y 2.12.1.fx-K'*R-K""R (LC: SEC ID N°;
35). K™°El mutante R mostré una conjugacion reducida. K™"R tenia una conjugacion similar a la 2.12.1.fx no
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conjugada. La conjugacion de MAC-2 fue menor que la observada en otros ensayos debido al uso de una
combinacién de tampon HEPES / fosfato.

Tabla 34: Perfil de conjugacion de 2.12.1.fx, K'®® y R"® mutantes
LC SEQID NO: CA (%)
Mutantes 0 1 2 3 4 CA prom.
15 MAC-2 14 49 31 5 1 1,29
33 K™R 82 14 4 0 0 0,22
34 K™R 11 46 36 6 0 1,37
35 K™RTK™R 51 37 9 3 0 0,63

Ejemplo 25 2.12.1.fx mutantes para dilucidar el mecanismo de conjugacion direccional en K'®

Residuos cerca de K'® fueron examinados. H'®® La cadena lateral esta muy cerca del grypo g-amino de K'®. Ya que
His esta a menyacgo involucrado en las reacciones de transfe;ggncia dq&protones, H'® es muy probable que se
requiera para K™ conjugacion. Para estudiar el papel de H™ en K™ En la conjugaciéon especifica del sitio,
eliminamos el anillo de imidazol reemplazando la histidina con alanina.
D™A y D™'A / H'®Se hicieron mutantes para estudiar el papel de D."*" En la conjugacion especifica del sitio y el
efecto combinado de D'y H'®.

Los mutantes se generaron siguiendo los protocolos descritos en el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange
(Stratagene). Las mutaciones se introdujeron mediante cebadores oligonucleotidicos y se confirmaron mediante
secuenciacion del ADN. Los mAb mutados se expresaron transitoriamente en células HEK 293 y se purificaron
usando una columna de afinidad de proteina A. Los mAb p%qificados se caracterizrﬂgn utilizando MS. Se generaron
los siguientes mutantes de la cadena Iifgera de 2.12.1.fx: D°'A (SEC ID N°: 36), KA (SEC ID N°: 37), H™A (SEC
ID N°: 38), K'®°A (SEC ID NO: 39) y DA/ H™A (SEC ID N°: 40).

Cada uno de los anticuerpos se intercambié con tampoén a acetato de sodio 20 mM, 200 m trehalosa pH 5,5 a 20 mg
/ ml. Las proteinas se enriquecieron con fosfato de sodio 60 mM, pH 7,7. SEC ID NO: 27-K''La 5PEG-PFP se
resuspendié con propilenglicol al 50 % y se mezclé con el anticuerpo en una relacion molar de 4,3: 1 y se dejo
reaccionar durante la noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron
como una proteina conjugada intacta por cromatografia de exclusion por tamafio-espectrometria de masas (SEC-
MS) para determinar el numero y la cuantificacién de las formas conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el
peso molecular de cada forma de proteina; se observan multiples sitios de conjugacion como sefales distintas
separadas por la diferencia de masa de un péptido conjugado. La cuantificacion relativa de multiples especies de
conjugacion se realiza midiendo la magnitud de la sefial.

La Tabla 35 muestrg el perfi| de conjugacion de 2.12.1.fx, 2.12.1.ix-D'*'A, 2.12.1.&x-K'*A, 2.12.1.fx-H'*A, 2.12.1.ix-
K'™A, y 2.12.1.fx-D> A/ H™ A mutantes. Todos los mutantes mostraron un nivel de conjugacion promedio reducido
en comparacion con el anticuerpo 2.12.1.fx no modificado, excepto K'*"A, que mantenia la conjugacion direccional.

La extension de la conjugacion se examind por separado en las cadenas ligeras y pesadas. Cada muestra se
desnaturalizé y los enlaces disulfuro se redujeron utilizando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas
ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron utilizando LCMS para determinar el perfil de conjugacién en cada
una. El perfil de conjugacion en la cadena ligera y pesada de 2.12.1.fx y los mutantes se muestran en la Tabla 35.
Todos los mutantes enumerados en la tabla mostraron_un nivel de conjugacion reducido en la cadena ligera en
comparacion con el 2.12.1.fx no modificado, excepto K A. El nivel de conjugacion de la cadena pesada de los
mutantes se encontraba en un nivel similar al del 2.12.1.fx no modificado.

Tabla 35: Perfil de conjugacion de MAC-2 y K'®A, D'*' y H'® mutantes

CA (%) CA LC CA % LCCA | HCCA% | HCCA
SEQID [Mutantes | 0 | 1 [ 2 | 3 | 4 | POM g [ 1 [ 2| Prom-LC —571q 12| prom.-HC
NO: de
cL
15 MAC2 | 1 |15 5326 5| 22 |23|69] 8 085 [86]14]0| 014
36 D™A |17 383114 0 | 141 |68 |30 1 033 [79[21]0] 021
37 K™A 5631|104 | 0| 061 [89] 110 0.11 919 (0] 009
38 H™A [ 3444|176 | 0| 095 [89 |11 0 0.11 78220 022
39 KA |0 7 313716 242 |8 |77 15| 106 |83[17]0| 017
40 DA/ 3439|189 | 0| 102 [83]17| 0 017 [87[13]0| 013

H189A
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Ejemplo 26 Sustitucion de Lambda / kappa.

El LCA en hAbATest1 se sustituyd con LCk para determinar si esto aumentaba el nivel, la direccionalidad y / o el
control de la derivatizacion del LC. Las construcciones hibridas de sustitucion del dominio LCA / LCk se generaron
utilizando PCR solapada. LVA y LCk se amplificaron por PCR utilizando hAbATest y una cadena ligera kappa mAb
como plantillas por separado. Estos 2 productos de PCR se mezclaron como plantillas; El cebador directo hAbATest1
y el cebador inverso LCk se usaron en la reaccion de PCR solapada para amplificar el ADN de hAbATest LV / LCk de
longitud completa. Las construcciones de anticuerpos hibridos se expresaron transitoriamente en células HEK 293 y
se purificaron utilizando una columna de afinidad de proteina A. Los anticuerpos purificados se caracterizaron
utilizando MS. El hibrido hAbATest LCk se unié a su receptor analogo de manera similar al mAb nativo (hAbATest)
(Tabla 36). Las SEQ ID NO: 41, 42 y 43 son las regiones constantes de la cadena ligera de hAbATest, hAbATest-Ak
(con AJ), y hAbATest-AkJ (con kJ).

Tabla 36: Anticuerpo: union al antigeno de la sustitucion lambda / Kappa

HabAtest1 Mutantes | SEQ ID NO: de CL | Unién del receptor (Clso, nm)
HabAtest (CONTROL) 41 0,4

HabAtest-Ak 42 0,3

HabAtest-Akj 43 0,3

EJEMPLO 27 mutantes hAbATest1: modificacion del motivo

Para establecer si el motivo corto "KH" era suficiente para la formaciq')g} CAS MAC en la region correspondiente del
CLA, un mutante con un simple cambio de secuencia de residuos CLA "% en hAbATest para colocar una histidina
junto a K=" se hizo, por lo tanto, "K 87518818956 convirtio en" K'8'H'S™9" | os mutantes se generaron siguiendo
los protocolos descritos en el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange (Stratagene). Las mutaciones se
introdujeron mediante cebadores oligonucledtidos y se confirmaron mediante secuenciacion del ADN. Las
construcciones de anticuerpos mutados se expresaron de forma transitoria en las células HEK 293 y se purificaron
utiliaggndo gna columna de afinidad de proteina A. Los anticuerpos purificados se caracterizaron utilizando
MS. ™S.S "El mutante S (LC: SEQ ID NO: 44) se unio6 a su receptor, al igual que el anticuerpo parental hAbATest

(Tabla 37).
Tabla 37: hAbATest-S'%5.8'%s

hAbATest1 Mutantes | SEQ ID NO: de CL | Unién del receptor (Clso, nM)

hAbATest (CONTROL) 1 0,3
hABATESES ™S.5™S .7 0,4

Ejemplo 28 Perfil de conjugacion de mutantes hAbATest1

Cada anticuerpo (hAbATest, hAbATest-Ak, hAbATest-AkJ y hAbATest-S'%8S.5'8°S) se cambid el tampon a acetato de
sodio 20 mM, 200 m trehalosa pH 5,5 a 20 mg / ml. Las proteinas se enriquecieron con fosfato de sodio 60 mM, pH
7,7. SEC ID NO: 27 / K''La 5PEG-PFP se resuspendié con propilenglicol al 50 % y se mezcld con el anticuerpo en
una relacién molar de 4,3: 1 y se dejo reaccionar durante la noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se
diluyeron a 2 mg / ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por cromatografia de exclusiéon por
tamafio - espectrometria de masas (SEC-MS) para determinar el numero y la cuantificacion de las formas
conjugadas de la proteina. Esta técnica mide el peso molecular de cada forma de proteina; Se observan multiples
sitios de conjugacion de péptidos como sefiales distintas separadas por la diferencia de masa de un péptido. La
cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion de péptidos se realiza midiendo la magnitud de la sefial.
La Tabla 38 muestra que el nivel general de conjugacion se ha incrementado en los 2 hibridos con cambio de LC (Ak
y AkdJ - el primero incluye un fragmento lambda J, el dltimo incluye un fragmento kappa J). El nivel de conjugacion
aumenta con respecto al promedio de CA del control hAbATest, yendo de 1,66 a 2,19 (Ak) y 2,53 (AkJ)
respectivamente. El mutante tuvo poco efecto en comparacion con la secuencia nativa, lo que sugiere que el motivo
"KH" solo no es suficiente para la formacién de MAC.

La extension de la conjugacion de péptidos se examind por separado en las cadenas ligeras y pesadas (Tabla 38).
Cada muestra se desnaturalizé y los enlaces disulfuro se redujeron utilizando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol.
Las cadenas ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron utilizando LCMS para determinar el perfil de
conjugacion en cada una. En los analisis reducidos, el LC de hAbATest nativo tiene solo un 5 % de 1CA, pero esto
salta dramaticamente al 58 % de 1CA para hAbATest-Ak y un 63 % de 1CA para hAbATest-AkJ. El interruptor LC tuvo
poco efecto sobre el nivel de conjugacion de HC, que se mantuvo bastante constante (excepto para AkJ, donde la
conjugacion de HC aumenté moderadamente). Nuevamente, el mutante tuvo poco efecto en comparacion con la
secuencia nativa, lo que sugiere que el motivo "KH" solo no es suficiente para la formacién de MAC.
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Tabla 38: Perfil de conjugacion de mutantes hAbATest

SEQID CA (%) CA LCCA % Promedio HC CA % CA
NO: de prom. CA-LC prom.-
hAbATest CL [V 27314 0172 0172 HC
Mutantes
prueba de 41 107373711 6 166 (95| 5[0 0,05 7412214 0,3
hAbA
hAbATest-Ak 42 3118143129 7 219 42580 0,58 7812210 0,22
hAbATest- 43 2 1113436 |17 253 [33[|63]4 0,71 6436 [0]| 0,36
AxJ
hAbATest- 44 7 |34 [37]16| 6 1,79 [ 82180 0,18 791210 0,21
S$78.8™°S

Los atributos de union al receptor de esit1as formas conjugadas también se evaluaron para determinar el efecto de la
conjugacion con la SEC ID NO: 27 / K''-5PEG-PFP sobre la capacidad de los anticuerpos conjugados para unirse
todavia a su receptor (Tabla 39).

Tabla 39: Anticuerpo: unioén al antigeno de lambda en los anticuerpos

SEQ ID NO: 27 mutantes hAbATest1 conjugados | SEQ ID NO: de CL | Unién del receptor (Clso, nM)
prueba de hAbA 41 1,7
hAbATest-Ak 42 1,5
hAbATest-AkJ 43 1,6
hAbATest1-S™°S.S™S 44 1,6

EJEMPLO 29 Generacion de MAC utilizando diferentes grupos salientes.

Para investigar si el grado de activacion y / o estructura del grupo saliente del éster activo fue importante para definir
el efqﬁ:to de conjugacion direccional, una serie de analogos de éster activados alternativamente de la SEC ID NO:
27-K'(SH) Se sintetizaron MAC-2PEG-PFP. La distribucion del producto conjugado se examiné por MS de los
conjugados intactos, y el grado de adicidon de péptidos tanto a las cadenas ligeras como pesadas también se
determiné por MS tras la reduccion del conjugado intacto y la separacion de las cadenas ligeras y pesadas.

La estructura y las designaciones de los ésteres activados alternativamente se muestran a continuacion.

Los péptidos activados alternativamente se sintetizaron utilizando las mismas estrategias y métodos mostrados
anteriormente en los Ejemplos 1-3. En resumen, cada grupo activado se incorporé en un enlazador maleimida-
2PEG-Z *, donde Z * representd el nuevo grupo saliente que reemplaza a la PFP. Para sintetizar los compuestos
anteriores, se disolvio una muestra (30-40 mg) del péptido ABP-tiol purificado (es decir, ABP con K(SH) como
residuo de enlace) en DMF anhidra (2 ml). Se afiadi6 MAL-PEG2-Z * (20 mg) junto con N-metilmorfolina (5 ml). La
reaccion se agité y se controlé a temperatura ambiente por HPLC para seguir el curso de tiempo de formacion del
producto. La conversiéon completa del péptido de partida para activar el producto ABP unido a éster se observo
dentro de 2 a 6 horas. La solucion se filir6 y el pico del producto se aislé directamente mediante HPLC
semipreparativa. Los productos se aislaron en rendimientos que oscilan entre aproximadamente el 30 y el 50 %,
después de la liofilizacion.

Las reacciones de conjugacion se llevaron a cabo bajo las condiciones estandar. En resumen, la solucién de
anticuerpo 2.12.1.fx se preparo diluyendo la solucién 2.12.1.fx con fosfato de sodio, pH 7,7 a una concentracion final
de 0,06M. Por separado, la solucion de péptido se prepard disolviendo el péptido a 20 mg / ml en propilenglicol,
luego diluyendo esta soluciéon a 10 mg / ml con agua. Para la reaccién de conjugacion, las soluciones de péptido y
anticuerpo se mezclaron en una relaciéon molar de 4: 1 durante el periodo prescrito. Para los estudios de curso de
tiempo, las muestras de la solucion de conjugacion se detuvieron en varios puntos de tiempo mezclando una
muestra de la reaccién de conjugacion con una solucion de acido succinico 40 mM, glicina 200 mM, pH 4,0 (1: 1, v/
v) . El transcurso del tiempo de las reacciones de conjugacion fue seguido por HPLC. SEQ ID NO: 27 se us6 como
un péptido ejemplar.
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Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

A,

SEC ID NO: 27-K"-MAL-2PEG-Z *

O

Tabla 40: ésteres reactivos - conjugacion intacta a las 24 horas

Z1 Z3 Z4 25 26 7 28 29 Z10 | Z11 | Z12
CA|PFP| 234 23,6 2,3,6 2,6 24 57 NH5 2HI | 4NP | 2,6- 1

TFP TFP TCP DCP DCN DCQ NDBC2)i3 1,3D DFP | NAP

0 3 17 100 81 38 73 34 20 41 50 100
1 34 43 0 19 45 25 40 36 42 39 0
2 51 30 0 0 16 2 18 31 15 11 0
3 12 11 0 0 2 0 5 12 3 0 0

La Tabla 40 muestra la distribucion final del producto de los conjugados intactos 24 horas después del inicio de la
reaccion de conjugacion. Los resultados muestran que algunos de los ésteres no reaccionaron en absoluto (Z4,
Z12), otros reaccionaron lentamente (por ejemplo, Z5), mientras que varios dieron perfiles que se aproximaban a los
de PFP (Z1) (por ejemplo, Z3).

Cinética de conjugacion

Las tasas de adicion a lo largo del tiempo para cada uno de los conjugados finales se muestran en las Tablas 41, 42,
43 y 44. OCA representa el anticuerpo 2.12.1.fx sin derivar, mientras que 1, 2 o 3CA representan adiciones de 1, 2 o
3 péptidos a el anticuerpo 2.12.1.fx en cada uno de los periodos de tiempo examinados.

Tabla 41: Cinética de conjugacion de diferentes grupos Z * que producen 0 CA

OCA Z1 22 Z3 Z4 25 26 7 28 29 210 | Z11 | Z12
tiempo | PFP | 2,34 2,36 2,36 2,6 24 57 NH5 2Hl | 4NP | 2,6- 1
(h) TFP TFP TCP DCP | DCN | DCQ NDBC2)i3 1,3D DFP | nap
0 84 97 94 100 100 100 100 95 95 96 100 | 100
1 5 83 58 100 100 95 96 43 24 79 93 100
2 4 75 40 100 100 89 93 42 20 67 88 100
4 4 62 27 100 96 81 88 40 20 54 79 100
24 3 32 17 100 81 38 73 34 20 41 50 100
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Tabla 42: Cinética de conjugacion de diferentes grupos Z * que producen 1 CA

1CA Z1 22 Z3 Z4 25 26 7 Z8 29 Z10 | Z11 212
tiempo | PFP | 2,34 23,6 23,6 2,6 2,4 57 NH5 2HI 4NP | 2,6- 1
(h) TFP TFP TCP DCP | DCN DCQ BCB:|23 1,3D DFP | nap
0 16 3 6 0 0 0 0 5 5 5 0 0
1 38 17 36 0 0 5 4 39 39 21 8 0
2 37 25 45 0 0 11 7 39 38 29 12 0
4 33 34 43 0 4 19 12 42 39 37 21 0
24 34 45 43 0 19 45 25 40 36 42 39 0

Tabla 43: Cinética de conjugacion de diferentes grupos Z * que dan 2 CA

2CA Z1 22 Z3 Z4 25 26 7 Z8 29 Z10 | Z11 212
tiempo | PFP | 2,34 23,6 2,3,6 2,6 2,4 57 NH5 2HI 4NP | 2,6- 1
(h) TFP TFP TCP DCP | DCN DCQ BCB:|23 1,3D DFP | nap
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 49 0 6 0 0 0 0 15 27 0 0 0
2 50 0 14 0 0 0 0 16 30 4 0 0
4 52 4 25 0 0 0 0 15 29 9 0 0
24 51 20 30 0 0 16 2 18 31 15 11 0

Tabla 44: Cinética de conjugacion de diferentes grupos Z * que producen 3 CA Distribucion de cadenas
ligeras y pesadas

3CA Z1 22 Z3 Z4 25 26 7 28 29 Z10 | Z11 212
tiempo | PFP | 2,34 2,36 2,3,6 2,6 2,4 5,7 NH5 2HI 4NP | 2,6- 1
(h) TFP TFP TCP DCP | DCN DCQ BCB:|23 1,3D DFP | nap
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 8 0 0 0 0 0 0 3 11 0 0 0
2 10 0 2 0 0 0 0 3 12 0 0 0
4 12 0 5 0 0 0 0 4 12 0 0 0
24 12 3 11 0 0 2 0 5 12 3 0 0

La extensién de la conjugacion peptidica para cada uno de los ésteres activados alternativamente se examiné por
separado en las cadenas ligeras y pesadas. Cada muestra se desnaturalizd y los enlaces disulfuro se redujeron
utilizando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron
utilizando LCMS para determinar el perfil de conjugacion en cada una. El perfil de conjugacion del péptido en la
cadena ligera y pesada de 2.12.1.fx y los mutantes se muestran en la Tabla 45. Casi todos los péptidos activados
enumerados en la tabla mostraron un nivel de conjugacion reducido en la cadena ligera en comparacion con el
compuesto que usa PFP (Z1) , excepto 2,3,6-trifluorofenilo (Z3), que mostré un nivel similar de conjugacion. Los
ésteres activados derivados de N-hidroxisuccinimde (NHS), es decir, la imida del acido N-hidroxil-5-norborneno-2,3-
dicarboxilico y la 2-hidroxil-isoindolina-1,3-diona (Z8 y Z9) mostraron una mayor propension a la derivatizacion de las
cadenas pesadas.
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Tabla 45: Resumen de los resultados del éster activado. Algunos datos también se presentan en las Tablas

40-44.
Z | Z¥Nombre Estructura Z | Curso de tiempo de los aductos de | Reduccion de Ia
n.° * conjugacion [separe las 24 horas en | conjugacion a las
negrita] 24 h.
1 Pentafluorofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
1CA | 2CA
i 0 84 5 4 4 3
,OQ‘F 1 16 38 37 33 34 30 |64 7
S F F
2 0 49 50 52 51 HC | HC + | HC +
1CA | 2CA
3 0 8 10 12 12
94 6 -
2 2,3,4-trifluorofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
1CA | 2CA

/
x
2 0 0 0 4 20 HC | HC + | HC +
1CA | 2CA
3 0 0 0 0 3
94 6 -
3 2,3,6-trifluorofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +

30 1CA | 2CA
F F 0 94 58 40 27 17

/04%3 1 6 36 |45 |43 |43 64 7
X

F 2 0 6 14 25 30 HC | HC + | HC +
1CA | 2CA

4 2,3,6-triclorofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
1CA | 2CA

cl cl 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100

O 1 0 0 0 0 0 95 5 -
/
x
c 2 0 0 0 0 0 HC | HC + | HC +
1CA | 2CA
3 0 0 0 0 0
100 | - -
5 2,6 diclorofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +

1CA | 2CA

cl 0 100 | 100 | 100 | 96 81

/e,
—
(@
(@
(@
N
—
(o)
o0
[{o/
—
—
1

cl 2 0 0 0 0 0 HC | HC + | HC +
1CA | 2CA

100 | - -
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(continuacion)

Z | Z¥Nombre Estructura Z | Curso de tiempo de los aductos de | Reduccion de 1Ia
n.° * conjugacion [separe las 24 horas en | conjugacion a las
negrita] 24 h.
6 2.4 DiCI nfataleno CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
Cl 0 100 | 95 89 81 38 1CA | 2CA
s )C [T [0 [5 [T [19 [45 |66 [34 |-
S () 2 [0 [0 [0 [0 [16 [HC |HC + HC+
3 0 0 0 0 > 1CA | 2CA
95 5 -
7 5,7-dicloro quinolin-8- CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
llo c 0 [100 [96 |93 [88 |73 1CA | 2CA
/O—%—Cl T 10 1[4 [7 |12 [25 [92 |8 -
N 2 |0 0 HC [HC + [HC +
\ 1/ —o —t o 1CA | 2CA
95 5 -
8 Acido N-Hydroxi-1,-5- CA |0 1 2 4 24 LC LC +| L +
O,Nw 1 39 39 42 40 77 23 -
X o 2 0 15 16 15 18 HC [HC + [HC +
3 3 3 7 5 1CA | 2CA
82 18 -
9 2-hidroxilo-isoindolin- CA |0 1 2 4 24 LC LC +|L +
1,3-diona o 0 95 52 50 50 50 1CA | 2CA
o’Nw 1 5 39 38 39 36 70 30 -
N ] 2 [0 [27 [30 |29 |37 [HC |HC #|HC
3 T2 12 12 1CA | 2CA
50 50 -
10 | 4-nitrofenilo CA |0 1 2 4 24 LC LC +| L +
o_@_NOZ 0 96 79 67 54 41 1CA | 2CA
N 1 5 21 |29 |37 |42 |68 |32 -
2 0 0 4 9 15 HC [HC + [HC +
3 0 0 0 3 1CA | 2CA
92 8 -
11 | 2,6-difluorofenilo CA |0 1 2 4 24
v 0 100 |93 88 79 50
YO:@ 1 0 2 [29 |39
F 0 0 0 0 11
3 0 0 0
12 | 1-naftilo CA |0 1 4 24
O 0 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100
N Q 1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0 0 0
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Ejemplo 30

Otros ejemplos de ésteres activados alternativamente se muestran en la Tabla 45. Se examino el curso temporal de
la conjugacion de varios analogos de ésteres de PFP. Al disminuir el nimero y la posicion de los grupos de fluor en
PFP, se pueden sintetizar e investigar formas de éster activo menos reactivas. El ester 2,3, 5 6 tetrafluorofenilico y el
éster 2,4,6-trifluorofenilico se analizaron después de la conjugacion con la SEC ID N°; 27K’ '(SH) MAC-2PEG-PFP.
1-hidroxil- -pirrolidina-2,5-diona (NHS) se conjugé con la SEC ID N°: 27-K"-5PEG-PFP.

e

e
-
oﬂo OH
~ o)
o wS A
jjsﬁh‘_/—{o j)/o

)I\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L—Y-D-Q?F-M-L-Q-Q-G-NHZ AQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K—T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2

SEQ ID NO:27-K"'(SH)MAC-2PEG-PFP SEQ ID NO:27-K"'-
5PEG-PFP

Después de 2 horas de conjugacion, estas formas menos activadas dieron una menor conjugacion general a
2.12.1.fx que la PFP. El grupo NHS también mostré una menor conjugacion global. Los péptidos que contenian NHS
y PFP se conjugaron a 2.12.1.fx. Las formas reducidas se analizaron para ver la distribucion a las 2 hrs. La PFP
mostré una propension mucho mayor a la derivatizacion de la cadena ligera (77 % en total a LC, solo 6 % a pesada)
en comparacioén con 1-hidroxil-pirrolidina-2,5-diona (NHS) (31 % en total a LC, pero 34 % en total pesado).

Tabla 46: Esteres alternativamente activados - ejemplos adicionales

Nombre Estructura | CA alas 2 | Analisis de ésteres activos reducidos de
conjugacion a las 2 h.
1 Pentafluorofenilo CAJ2
- hora
o 10 |3 LC|[LC +|LC +|HC|HC +|HC +
/ 1CA 2CA 1CA 2CA
X F F
1 40 23 | 72 5 94 | 6 0
2 42
3 14
4 1
13 | 1-hidroxi-I-pirrolidin-2,5- CA |2
diona (NHS) o hora
0 |18 LC]LC +[JLC +[HC[HC +]HC +
o- 1CA 2CA 1CA 2CA
/
X 4 1 [ 44 70 |28 3 66 | 31 3
2 24
3 12
4 3
14 | 2,3,5,6-tetrafluorofenilo CA |2
hora
FF
0 21
/ T2
X F F
2 29
3
4
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(continuacion)

Nombre Estructura CA alas | Analisis de ésteres activos reducidos de conjugacion a
2h las 2 h.
151 2,4,6- CA 2
trifluorofenilo . hora
5 _@_F 80
x 27

B W N = O

Los compuestos Z1-Z15 representan una variedad de diferentes tipos estructurales de éster activo. Es esclarecedor
considerar la serie de ésteres activos aromaticos fluorados, que tienen un nimero y patrén diferente de sustitucion
de atomos de fluor alrededor del anillo aromatico (compuestos Z1, 22, Z3, Z11, Z14 y Z15) y considerar cémo influye
su estructura en su estructura. Reactividad y propension a la derivatizacion proteica. La cinetica de la conjugacion de
anticuerpos de estos derivados se puede comparar convenientemente en el punto de tiempo de 2 h, cuando la
reaccion del pentafluorofenilo (Z1) se ha completado. Con un nivel creciente de sustitucion de fltor alrededor del
anillo, hay un nivel creciente de conjugacion general y una disminucién concomitante en el anticuerpo sin reaccionar.
La velocidad de reaccién esta directamente relacionada con el pKa del grupo saliente de fenol fluorado, con los
fenoles mas acidos dando mayores velocidades de reaccion. Las tasas de conjugacion son Z1> Z14> Z3> Z15> 72>
Zjl 1. Los efectos sutiles de los patrones de sustitucion de flior se pueden ver comparando los compuestos Z2, Z3 y
Z15.

La estructura del éster activo también afecté significativamente la direccionalidad de la reaccién de conjugacion. En
general, los ésteres aro&éticos fluorados mostraron una marcada propension a la derivacion de la cadena ligera
(principalmente CLk-K).™~ como se menciono antes). En contraste, varios ésteres basados en derivados de N-
hidroxisuccinimida (Z8, Z9 y Z13) mostraron menos preferencia, con a menudo mayores niveles de derivatizacion de
la cadena pesada observada.

Ejemplo 31

Se evalud la tasa de conjugacion entre MAC-1 (enlazador PEG-2-maleimida-mercaptopropionilo entre el péptido y el
grupo activador de PFP) y MAC-2 (enlazador de cadena lineal PEG-5 entre el péptido y el grupo activador de PFP).
La Tabla 47 compara estos péptidos activados con 2.12.1x. Los resultados muestran que los péptidos activados se
comportan de manera muy similar en términos de la velocidad y el grado de derviatizacion, a pesar de sus
estructuras enlazadoras ligeramente diferentes.

Tabla 47: Comparacion de la conjugacion entre MAC-1 y MAC-2

MAC-2 MAC-1
Tiempo intacto (min) | OCA 1CA 2CA 3CA 4CA OCA 1CA 2CA 3CA 4CA
0 72 27 1 0 0 82 18 1 0 0
10 26 56 17 1 0 29 49 20 2 0
20 13 53 29 5 0 15 47 33 5 0
30 9 51 32 8 1 9 43 40 8 0
40 7 45 39 9 1 8 41 41 8 2
50 6 43 39 11 1 7 41 42 9 2
60 5 41 40 11 2 6 36 45 11 2
70 4 40 40 14 2 6 35 46 11 2
80 3 38 44 14 2 5 36 47 10 2
90 4 37 45 13 1 6 35 46 12 2
100 4 40 41 13 2 6 35 46 11 2
110 3 40 42 14 1 6 34 46 12 3
120 4 37 44 13 1 5 35 46 12 2
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Ejemplo 32 Efecto de la longitud del enlazador

Se examind el efecto sobre el perfil final de distribucion conjugada de tener diferentes longitudes de enlazador. Los
compuestos se sintetizaron con diferentes enlazadores de longitud de PEG que unian el péptido al grupo de PFP.
Los resultados para la adicion a 2.12.1.fx de 0, 1, 2, 3 y 4 péptidos se resumen en la Tabla 48. En general, el cambio
de la longitud del enlazador PEG tuvo generalmente poco efecto sobre la distribucion de los conjugados obtenidos.

Tabla 48: Efecto de la longitud del enlazador

Y= CA (%)
i
n
n 0 1 2 3 4
2 8 39 44 8 0
3 6 34 47 10 2 oo
5 7 37 (44 |13 |1 Yj: ‘Q«F
7 4 35 49 11 0 o OY =
9 3 28 149 19 |2 | JU F
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
13 3 32 54 10 0
17 6 37 |51 7 0 o ©
71 Z 43 45 5 2 Estructura de los compuestos del Ejemplo 32.
25 11 44 38 7 0

EJEMPLO 33: Conjugacion de secuencias peptidicas alternativas

Para confirmar la aplicabilidad de la invencion a través de otras secuencias peptidicas, SEQ ID NO: 60 y SEQ ID
NO: 61 (Test-péptidos-1 y -2) se conjugaron. Las SEQ ID NO: 60 y 61 se sometieron a conjugacion con 5-PEG-PFP
y luego el anticuerpo 2.12.1.fx en condiciones previamente optimizadas para la reaccion con las SEQ ID NO: 27-
K.""-SPEG-PFP. Los resultados del analisis del perfil de conjugacién y la conjugacion LC / HC se muestran en la
Tabla 49. La SEC ID NO: 60 y la SEC ID NO: 61 mostraron ambas conjugacion direccional a la cadena ligera. En un
analisis adicional de las distribuciones de LC / HC, se observaron perfiles similares a los de MAC-2, con alrededor de
70 % de derivatizacion de LC y menos de 10 % en el HC.

Tabla 49: Perfil de conjugacion de SEQ ID NO 60 y SEQ ID NO:61

% CA LC % CA HC % CA
SEQenID NO: 0 1 2 3 4 LC LC+1 LC+2 HC HC + 1 HC +2
27 2 24 55 17 3 24 65 11 91 9 -
60 11 39 43 8 0 32 68 - 95 5 -
61 8 35 48 10 0 29 71 - 94 6 -
°y-0
oy o /j’ .
j:@": o ' F
Paec Vel
° g
r d
g -
oH OH
o, ° O,

o}
Aeronse K-NH, A D-V-P-K-S-D-Q-F-V-G-L-M-NH,

SEQ ID NO:60/K’"-5PEG-PFP SEQ ID NO:61/K*

5PEG-PFP
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Ejemplo 34:

Se realizaron experimentos de mapeo de péptidos en un rango de combinaciones de proteina / conjugado con el fin
de confirmar los parametros importantes que conducen a la conjugacion direccional en K'® en cadenas ligeras de
anticuerpos. La Tabla 50 enumera los resultados de los experimentos de mapeo de péptidos realizados. Para cada
parametro de estudio, se utilizé el pr%gedimiento de mapeo de péptidos descrito anteriormente. "***" indica un alto
nivel de conjugacion direccional a K™-CLk. "*" y, en menor medida, ™", indica que aun se observa conjugacion
direccional, pero puede mostrar diferencias, como condiciones de reaccidon mas lentas, menos conjugacion global o
promedios en una sola cadena ligera, y por lo tanto puede ser mas adecuado en circunstancias especiales, como la
generacion de MAC con entre 0,5 y 1,5 péptidos por anticuerpo (poq{gjemplo). "-" indica que estas condiciones de
reaccion no parecian favorables hacia la conjugacion direccional en K™*"-CLk.

PediR'®®Se observo que -CLk en MAC-2 era la ubicacion de la conjugacion direccional, los estudios de mapeo de
péptidos en parametros alternativos enfocados en esta ubicacion. No se incluyen los datos detallados del mapeo de
péptidos para cada parametro del estudio, pero no se observaron niveles significativos de conjug§%ic'>n en otros
residuos K, y las observaciones de otras MAC fueron consistentes con la conjugacion direccional en K %_CLk.

K'®R y K'®Una mutacion de 2.12.1.fx resulté en la p{erdida de %gnjugacién direccional en este sitio; Lo que sugiere
un papel esencgial para este residuo especifico. K R, y K'’A las mutaciones no dificultaron la conjugacion
direccional a K™, y puede incluso mejorarlo. De los otros parametros de estudio examinados, se observd que al
menos una parte del subtipo de region constante de la cadena ligera tenia un impacto significativo en la conjugacion
direccional; se determiné que al menos una parte del subtipo de cadena ligera kappa era necesaria. La conjugacion
con un subtipo de cadena ligera lambda (utilizando un anticuerpo que contiene un ejemplo de A, hAbATest1), no
d%postré una conjugacion direccional. Cuando el LCA de hAbATest1 se mutd a un LCk, la conjugacion direccional en
K™ fue recuperado

Tabla: 50: Resumen de conjugacion direccional en K'®cLk

Anticuerpo | LC | Mutaciones / Diferencias SECID | Enlazador Z* Conjugacion
Vs MAC1 /2 NO direccional
2.12.1.% K 27 MAL- PFP o
2PEG
2.12.1.% K 27 5CLAVIJA | PFP o
2121%&Fab | K 27 5CLAVIJA | PFP o
h38C2-IgG1 K 27 5CLAVIJA | PFP o
h38C2-IgG2 K 27 5CLAVIJA | PFP o
prueba de [ A K™SH 27 5CLAVIJA | PFP -
hADbA
hAbkTest1 K 27 5CLAVIJA | PFP o
hAbkTest3 K 39-mer 5CLAVIJA | PFP o
prueba de | Ak 27 5CLAVIJA | PFP FEE
hADbA
prueba de | AxJ 27 5CLAVIJA | PFP FEE
hADbA
2.12.1.% K K™R 27 5CLAVIJA | PFP -
2.12.1.% K K™R 27 5CLAVIJA | PFP o
2.12.1.% K K™R/R™R 27 5CLAVIJA | PFP -
2.12.1.% K D™'A 27 5CLAVIJA | PFP =
2.12.1.% K K™A 27 5CLAVIJA | PFP -
2.12.1.% K H™A 27 5CLAVIJA | PFP -
2.12.1.x K K™A 27 5CLAVIJA | PFP o
2.12.1.% K D”'A/H™A 27 5CLAVIJA | PFP -
hAbATest1 A S™8.8™S 27 5CLAVIJA | PFP -
2.12.1.% K 39-mer 5CLAVIJA | PFP o
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(continuacion)

Anticuerpo | LC | Mutaciones / Diferencias SECID | Enlazador Z* Conjugacion
Vs MAC1 /2 NO direccional

2.12.1.x K 60 5CLAVIJA | PFP o

2.12.1.% K 61 5CLAVIJA | PFP o

h38C2-IgG2 K 39-mer 5CLAVIJA | PFP o

2121%&Fab | K biotina 5CLAVIJA | PFP o

2.12.1.% K 27 MAL- PFP o
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- 234 PTF [ *
2PEG (2)

2.12.1.% K 27 MAL- 236 PTF[*
2PEG (3)

2.12.1.% K 27 MAL- 236 TCP | -
2PEG (4)

2.12.1.% K 27 MAL- 2,6 DCP (5) | -
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- 24DCN(6) |~
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- 57DCQ(7) | -
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- NH-5-N2,3DI | *
2PEG (8)

2.12.1.% K 27 MAL- 2Hi1,3 DIO | ¥
2PEG 9)

2.12.1.x K 27 MAL- 4NP (10) **
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- 26DFP (11) | ¥
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- NAP (12) -
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- THP 25D | *
2PEG (13)

2.12.1.% K 27 MAL- 2356 PTF|*
2PEG (14)

2.12.1.% K 27 MAL- 246 PTF | *
2PEG (15)

2.12.1.% K 27 MAL- Cuadrar ¥
2PEG

2.12.1.% K 27 MAL- AZD *
2PEG

2.12.1.% K 27 PEG 2-17 | PFP o

2.12.1.% K 27 PEG 17- | PFP =
21

2.12.1.% K 27 PEG 25 PFP =

Por lo tanto, la invencion se ha descrito ampliamente y se ha ilustrado en relacion con realizaciones representativas
descritas anteriormente.
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Los expertos en la materia reconoceran que pueden realizarse diversas modificaciones en la presente invencioén sin
alejarse del espiritu y alcance de la misma. Todas las publicaciones, solicitudes de patente y patentes expedidas se
incorporan en el presente documento por referencia en la misma medida en que si se indicase especificamente e
individualmente que cada publicacion, solicitud de patente o patente expedida individual se incorpora por referencia
en su totalidad. Las definiciones que estan contenidas en el texto incorporado por referencia se excluyen en la
medida que contradigan las definiciones en la presente divulgacion.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que se describen por claridad en el contexto de realizaciones
separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una sola realizaciéon. Por el contrario, diversas
caracteristicas de la invencién que se describen, por brevedad, en el contexto de una sola realizaciéon, también
pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

Se contempla especificamente que cualquier limitacién analizada con respecto a una realizaciéon de la invencién
pueda ser aplicable a cualquier otra realizaciéon de la invenciéon. Ademas, cualquier composicién de la invencién
puede usarse en cualquier procedimiento de la invencion y cualquier procedimiento de la invencidon puede usarse
para producir o utilizar cualquier composicién de la invencién. En particular, cualquier aspecto de la invencién
descrito en las reivindicaciones, en solitario o en combinacién con una o mas reivindicaciones y/o aspectos
adicionales de la descripcion, debe entenderse como combinable con otros aspectos de la invencidon expuestos en
otra parte en las reivindicaciones y/o descripcion y/o listados de secuencia y/o dibujos.

En la medida en que los ejemplos especificos que se encuentran en el presente documento no se encuentren dentro
del alcance de una invencion, dicho ejemplo especifico puede ser descartado explicitamente.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para significar “y/0” a menos que se indique explicitamente que
se refiere a alternativas Unicamente o que la alternativa sea mutuamente excluyente, aunque la divulgacion respalda
una definicion que se refiera a las alternativas Unicamente y “y/o”. Como se usan en la memoria descriptiva, “un” o
“uno/a” pueden significar uno o mas, a menos que se indique claramente otra cosa. Como se usan en el presente
documento en la reivindicacion o reivindicaciones, cuando se usan junto con la palabra “que comprende”, las
palabras “un” o “uno/a” pueden significar uno o mas de uno. Como se usa en el presente documento, “otro” puede
significar al menos un segundo o mas. A menos que se defina otra cosa en el presente documento, los términos
cientificos y técnicos usados en relacion con la presente invencion tendran los significados que se entienden
comunmente por el experto en la materia. Ademas, a menos que se requiera otra cosa por el contexto, los términos
en singular incluiran la pluralidad y los términos en plural incluirdn el singular. Las palabras “comprende/que
comprende” y las palabras “que tiene/que incluye”, cuando se usan en el presente documento con relacion a la
presente invencién, se usan para especificar la presencia de las caracteristicas, nimeros enteros, etapas o
componentes indicados, pero no excluyen la presencia o adicién de una o mas caracteristicas, nimeros enteros,
etapas, componentes o grupos distintos de los mismos.
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<110> CovX Technologies Ireland Limited

<120> Conjugados de anticuerpos multifuncionales

<130> PC34002.A.PCT

<150> US61/363.507
<151> 12-07-2010

<160> 61

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 451

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gln Ala Gln

Ser Leu Arg

Tyr Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Val Arg Asp

Asp Val Trp
115

Lys Gly Pro
130

Glu Ser Thr
145

Pro Val Thr

Len

Len

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Ser

Ala

Val

Val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Val

Gln

Val

Ala

Ser
165

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Gly

Phe

Len

150

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

92

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Val

Ala

Len

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala
170

Len

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Cys

Lys

155

Len

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Len

Tyr

95

Gly

Ser

Thr

Pro

Val
175

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Met

Thr

Ser

Glu

160

His



Thr

val

Asn

Arg

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Asp

Phe

Val

Val

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Pro

Thr

195

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

180

Val

His

Cys

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
420

vVal

Pro

Lys

vVal

Phe

245

Pro

Val

Thr

val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp
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Leu

Ser

Pro

Glu

230

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

val

Thr

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

Ser

Asn

200

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

360

Phe

Glu

Phe

Gly

93

Ser

185

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

265

Trp

Glu

val

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn
425

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

250

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

val

Leu

Thr

Val

Pro

235

Pro

Val

Val

Gln

Gln

315

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Tyr

Gln

Asp

220

Ala

Lys

Vval

Asp

Phe

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

190

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

270

val

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser
430

Ser

Thr

Val

val

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

val

Val

Pro

Thr

415

val

Ser

Cys

Glu

Ala

24Q

His

val

Phe

Gly

320

Ile

val

Ser

Glu

Pro

400

vVal

Met
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Pro Gly Lys
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<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Ila

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leun

Glu
195

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Thr

FPhe

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr
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Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Phe

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Glu

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Asn
210

440

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Arg

94

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Ile

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Cys

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Bro

445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

val

15

Arg

Leun

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<210> 3

<211> 451
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

val

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

val

val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Val

Gly

130

Ser

Val

Phe

val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
195

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

180

val

val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

val

Gln

val

Ala

Ser

145

val

Pro
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Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Gly

Phe

Leu

150

Trp

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn
200

95

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Phe

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

90

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
205

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Thr

Pro

Val

175

Ser

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

BO

Cys

Met

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys



Asn

Arg

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

Met

Asp

His

Pro

Val

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
450

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

435

Lys

His

Cys

val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Lys

Val

Phe

245

Pro

Val

Thr

Val

Cys

325

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His
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Pro

Glu

230

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

310

Lys

lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Ser

215

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

295

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

vVal

Ser

lys

Glu

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

96

Thr

Pro

Pro

Cys

265

Trp

Glu

val

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asgn

425

Thr

Lys

Cys

Lys

250

Vval

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

val

Proc

235

Pro

val

val

Gln

Gln

315

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Asp

220

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Thr

Pro

Thr

Val

270

Val

Sar

Leu

aAla

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

val

val

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

val

Pro

Thr

415

val

Leu

Glu

Ala

240

Met

His

val

Phe

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

val

Met

Ser



10

<210> 4

<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

Asp

Asp

Len

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Len

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Len

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Hisg

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Len

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Len

Asn

Ser

Ala

Gly
200

97

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Len

Len

Val

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Len

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

Arg

Phe

Len

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

Val

15

Arg

Len

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Len

175

Val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<211> 329
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

val

Cys

Lys

Leu

Leu

65

Thr

Val

Pro

Pro

val

145

val

Gln

Gln

Gly

Pro

225

Thr

Ser

Ser

Asp

Thr

50

Tyr

Gln

Asp

aAla

Lys

130

val

Asp

Phe

Asp

Leu

210

Arg

Lys

Ser

Arg

Tyr

35

Ser

Ser

Thr

Lys

Bro

115

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

195

Pro

Glu

Asgn

Ala

Ser

20

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

100

Pro

Thr

Val

Val

Ser

180

Leu

Ala

Pro

Gln

Ser

Thr

PFro

val

Ser

Thr

85

Val

val

Leu

Ser

Glu

165

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

ES 2704 223 T3

Thr

Ser

Glu

His

Ser

70

Cys

Glu

aAla

Met

His

150

val

Phe

Gly

Ile

Val

230

Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

55

Val

Asn

Arg

Gly

Ile

135

Glu

His

Arg

Lys

Glu

215

Tyr

Leu

Gly

Ser

val

40

Phe

val

val

Lys

Pro

120

Ser

Asp

Asn

val

Glu

200

Lys

Thr

Thr

98

Pro

Thr

25

Thr

Pro

Thr

Asp

Cys

105

Ser

Arg

Pro

Ala

val

185

Tyr

Thr

Leun

Cys

Sar

10

Ala

Val

Ala

val

Hisg

30

Cys

val

Thr

Glu

Lys

170

Sar

Lys

Ile

Pro

Leu

val

Ala

Sar

val

Pro

75

Lys

Val

Phe

Pro

val

155

Thr

val

Cys

Ser

Pro

235

Val

Fhe

Leu

Trp

Leu

60

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

140

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

220

Ser

Lys

Pro

Gly

Asn

45

Gln

Ser

Ser

Cys

Phe

125

val

Phe

Pro

Thr

val

205

Thr

Arg

Gly

Leu

Cys

30

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

110

Pro

Thr

Asn

Arg

val

130

Ser

Lys

Glu

Phe

Ala

15

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

95

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

175

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

80

Lys

Cys

Lys

val

Tyr

160

Glu

His

Lys

Gln

Met

240

Pro



10

15

<210>6
<211> 122
<212> PRT

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser
290

Phe Ser
305

Lys Ser

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(2)

<223>Xaa=VoA

<400> 6

<210>7

Gln Xaa

Ser Leu

Tyr Met

Ser Tyr

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Val Arg

Aszp Val

Ile

Thr

275

Lys

Cys

Leu

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp

Ala

260

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Azn

Gly

100

Gly

245

val

Pro

Thr

Vval

Leu
325

val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

val

Gln

ES 2704 223 T3

Glu

Pro

Val

Met

310

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Gly

115

Trp

Met

Asp

295

His

Pro

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

Thr

Glu

Leu

280

Lys

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Thr

99

Ser

265

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asgp

Glu

Phe

105

Vval

250

Asn Gly Gln

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

300

Leu His Asn

Gly

10

Gly

Gly

Arg

Azn

Agp

20

Tyr

Thr

315

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Tyr

120

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

255

Pro Glu Asn Asn
270

Ser Phe Phe Leu

285

Gln Gly Asn Val

His Tyr Thr Gln
320

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asgn

Val

Tyr

Pro

Ser

Glu

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Agp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

g0

Cys

Met



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2704 223 T3

<211>10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

<210> 8

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Arg Asp Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

<210>9

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Azp Gly Val Glu Thr Thr Phe Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210>10

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223>Xaa=VoA
<400> 10

Gln Xaa Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25
<210> 11
<211> 25

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 12

100



ES 2704 223 T3

<211>14
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12

Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 13

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

20

25

30

20 25 30
Val Arg
<210> 14
<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr
1 5
<210> 15
<211> 106
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 15
Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
1 5 10 15
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30
Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
35 40 45
Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser lys Asp Ser Thr
50 55 60
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
85 30 85
Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

101



10

15

20

25

30

35

<210> 16

<211>108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)
<223>Xaa=IloF
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (107)..(107)
<223>Xaa=Kol

<400> 16

Azsp Ile Gln

Asp Arg Val

Leu Gly Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 17

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Xaa

Gln

Arg

Thr

Thr

g5

Gly

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Val
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Xaa

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Arg Arg Asp Leu Gly Trp

1

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210>19

5

10

Ile Tyr Ala Ala Ser Arg Leu

1

102

5

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2704 223 T3

<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

Leu Gln His Asn Asn Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 20

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21)..(21)
<223>Xaa=I1oF

<400> 20
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Xaa Thr
20
<210> 21
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Azp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr

20

<210> 22

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu
1 5 10

<210> 23

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

103



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2704 223 T3

Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu
1 5 10 15

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
20 25 30

Tyr Cys

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)

<223> Xaa= Kol

<400> 24
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Val Ile Xaa Arg
1 5 10
<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Val Ile lys Arg
1 5 10
<210> 26
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa= AcK o Leu

<400> 26

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Xaa Asp Lys Thr Leu Tyr Asp Gln
1 5 10 15

Phe Met Leu Gln Gln Gly
20

<210> 27

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2704 223 T3

<222> (2)..(2)
<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa= AcK

<400> 27

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Xaa Asp Lys Thr Leu Tyr Asp Gln
1 5 10 15

Phe Met Leu Gln Gln Gly
20

<210> 28

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

<400> 28

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Leu Asp Lys Thr Leu Tyr Asp Gln
1 5 10 15

Phe Met Leu Gln Gln Gly
20

<210> 29

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa = AcK

<400> 29

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Lys Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp Gln
1 5 10 15

Phe Met Leu Gln Gln Gly
20

<210> 30

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

105



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa = AcK

<400> 30

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp Lys

1

5

ES 2704 223 T3

10

Phe Met Leu Gln Gln Gly

<210> 31

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa= AcK

<400> 31

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leun Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp Gln
10

1

5

Phe Lys Leu Gln Gln Gly

<210> 32

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa = AcK

<400> 32

Gln Xaa Tyr Gln Pro Leu Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp Gln

1

5

10

Phe Met Lys Gln Gln Gly

<210> 33

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

106

15

15

15



10

Asp

Asp

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 34
<211> 214
<212> PRT

Ile

Arg

Gly

Ala
50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gln

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Len

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

vVal

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Len

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

Hisg

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Len

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Len

Asn

Ser

Ala

Gly
200

107

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Len

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser
60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Arg

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val
15

Arg

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



Asp Ile

Asp Arg

Leu Gly

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210> 35

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

1595

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Pro
40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Len

Asn

Ser

Ala

Gly
200

108

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Len

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

vVal

110

Lys

aArg

Asn

Ser

Arg

130

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pra

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asp

Ile

Pra

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

140

Ser

Tyr

Ser
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<400> 35

<210> 36

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<211> 214
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ile

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

135

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

130

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Pro
40

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Len

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Len

109

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

170

Tyr

Ser

Len

Gln

Ala

Pro

Ile
75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Arg

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Fhe

Len

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Arg

190

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



Asp Ile

Asp Arg

Leun Gly

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210> 37

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Len

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Ala

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

110

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Len

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Len

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Len

Asp

170

Tyr

Ser

Len

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Len

125

Pro

Gly

Tyr

Hisg

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

Val

15

Arg

Len

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Len

175

Val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

63

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 38
<211> 214
<212> PRT

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<213> Homo sapiens

<400> 38

Gln

Val

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

155

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

111

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Ala

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

1190

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asp

Tle

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

16Q

Ser

Tyr

Ser



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 39
<211>214
<212> PRT

Ile

Gly

Ala

30

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<213> Homo sapiens

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val
115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

35

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Aszsn

Ser

Ala

Gly
200

112

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

80

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Fro

Ser

60

Ser

Aszn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Fro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Aszn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ala

Val
205

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Aszn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Fro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

g0

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

<400> 39

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

63

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 40
<211> 214
<212> PRT

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Vval

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

155

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

VvVal

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

113

Ser

Ala

25

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

1190

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

190

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

16Q

Ser

Tyr

Ser



10

<210> 41

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

155

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Ala

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

114

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ala

Val
205

Ser Val
15

Arg Arg

Arg Leu

Phe Ser

Leu Gln

Tyr Pro
95

Val Ala
110

Lys Ser

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
175

Lys Val
130

Thr Lys

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



10

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

65

Tyr

Cys

Thr

<210> 42
<211> 117
<212> PRT

Gly

Ser

Ala

Val

50

Thr

Gln

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 42

Phe Gly

Ser Val

Ala

val

Ser

65

Thr

Cys

Asn

Ser

Gln

50

Val

Leu

Glu

Arg

Gly

vVal

Thr

35

Ala

Thr

Ser

val

Cys
115

Gly

Phe

val
35

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
115

Gly

Thr
20

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr
100

Ser

Gly

Ile

20

val

Lys

Glu

Leu

Thr

100

Glu

Thr

Leu

val

Lys

Ser

Thr

85

His

Thr

Phe

Cys

val

Gln

Ser

85

His

cys

ES 2704 223 T3

Gln Leu

Phe Pro

Cys Leu

Ala Asp
55

Lys Gln
T0

Pro Glu

Glu Gly

Gln Leu

Fro Pro

Leu Leu

Asp Asn

55

Asp Ser
70

Lys Ala

Gln Gly

Thr

Pro

Ile

40

Ser

Ser

Gln

Ser

Thr

Ser

Asn

40

Ala

Lys

Asp

Leu

val

Ser

25

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
105

val

Asp

25

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
105

115

Leu
10

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys
90

val

Leu

10

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

90

Ser

Gly

Glu

Phe

Val

Lys
75

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

75

Lys

Pro

Gln

Glu

Tyr

Lys

&0

Tyr

His

Lys

Thr

Leu

Pro

Gly

60

Tyr

His

Val

Pro

Leu

Pro

45

Ala

Ala

Arg

Thr

val

Lys

Arg

45

Asn

Ser

Lys

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

val
110

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Leu

val

Lys
1140

Ala
15

aAla

Ala

Val

Ser

Tyr
25

Ala

Ala

15

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

95

Ser

Ala

Asn

val

Glu

Ser

80

Ser

Pro

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

80

Ala

Phe



10

15

<210>43
<211> 117
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 43
Phe Gly Gly
1
Ser Val Phe
Ala Ser Val
35
Val Gln Trp
50
Ser Val Thr
65
Thr Leu Thr
Cys Glu Vval
Asn Arg Gly
115
<210> 44
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 44
Fhe Gly Gly
1
Pro Ser Val
Lys Ala Thr
35
Thr Val Ala
50
Thr Thr Thr
65
Tyr Leu Ser
Cys Gln Val
Thr Glu Cys
115

Gly

Ile

20

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

100

Glu

Gly

Thr

20

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

100

Ser

Thr

Fhe

Cys

val

Gln

Ser

85

His

Cys

Thr

Leu

val

Lys

Ser

Thr

His

ES 2704 223 T3

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp
0

Lys

Gln

Gln

Phe

Cys

Ala

Llys

70

Pro

Glu

val

Pro

Leu

Asn

55

Ser

Ala

Gly

Leu

Pro

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly

Glu

Ser

Asn

40

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

Pro

Ile

40

Ser

Ser

Gln

Ser

116

Ile

Asp

25

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
105

Val

Ser

25

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
105

Lys

10

Glu

FPhe

Gln

Ser

Glu
90

Ser

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

90

Val

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
75

Lys

Pro

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

75

His

Glu

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

val

Gln

Glu

Tyr

Lys

60

Tyr

Ser

Lys

val

Lys

Arg

45

Asn

Ser

Lys

Thr

Pro

Len

Pro

45

Ala

Ala

Arg

Thr

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Vval

Lys
110

Lys

Gln

30

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
110

Ala

15

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
a5

Ser

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

95

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

Asn

val

Glu

Ser

80

Ser

Pro
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15

20

25

30

35

40

ES 2704 223 T3

<210> 45

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..(45)
<223>Xaa=VoA

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (82)..(82)

<223>Xaa=G.A,V,L 1,S,T,C,M,N,Q,F,Y,W,K, R, H,DoE

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (83)..(83)
<223>Xaa=LoV

<400> 45

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys

20 25

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val

35 40

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln

50 55

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser

65 70

His Xaa Xaa Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

85 90

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

100 105

<210> 46

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..(45)
<223>Xaa=VoA
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (83)..(83)
<223>Xaa=LoV

<400> 46

117

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

75

Gln

Pro

Leu

Asn

Ser

60

Ala

Gly

Ser

Asn

Xaa

45

Lys

Asp

Len

Asp

Asn

30

Leu

Asp

Tyr

Ser

Glu

15

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
a5

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

80

Pro



10

15

20

Thr val

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

50

Tyr Ser

65

His Lys

Val Thr

<210> 47
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (82)..(82)

Ala

Ser

Glu

35

Ser

Leun

Xaa

Lys

Ala

Gly
20

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

85

Phe

ES 2704 223 T3

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

val

Ser

Gln

Val

55

Leun

Glu

Arg

Phe Ile

Val val
25

Trp Ly

40

Thr Glu

Thr Leu

val Thr

Gly Glu
105

Phe
10

Cys

Val

Gln

Ser

His

90

Cys

<223>Xaa=G,A, V,L,I,S, T,C,M,N,Q,F,Y,W,K,R, H, DoE

<400> 47

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

65

His

val

<210> 48

<211> 106
<212> PRT

val Ala

Lys Ser

Arg Glu

Ala

Gly

20

35

Asn Ser

50

Ser Leu

Xaa Val

Thr Lys

<213> Homo sapiens

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

85

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

val

Ser

Gln

val

55

Leu

Glu

Arg

Phe Ile

Val val

25

Trp Lys

40

Thr Glu

Thr Leu

val Thr

Gly Glu

105

118

Phe

10

Cys

val

Gln

Ser

His

920

Cys

Pro

Len

Asp

Asp

Lys

75

Gln

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

75

Gln

Pro

Len

Asn

Ser

60

Ala

Gly

Ser Asp

Asn Asn

Glu Gln

15

30

Xaa Leu

45

Lys Asp

Asp Tyr

Leu Ser

Pro Ser

Leu Asn

Asn Ala

45

Ser Lys

Ala Asp

Gly Leu

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro

95

Asp

Asn

30

Leu

Asp

Tyr

Ser

Glu Gln
15

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro
a5
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<400> 48

<210> 49

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

<211> 106
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 49

Ala

Leu

Pro

Asn

Tyr

63

His

Ile

Gln

Glu

Tyr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Asp

Thr

Arg

Gly

50

Ser

Asn

Val

Pro

Leu

Pro

33

Ala

Ala

Arg

Thr

Ala

Ser

Asp

Val

Met

Ser

Lys

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
100

Ala

Gly

20

Ile

Leu

Ser

Tyr

Ser
100

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

Pro

Gly

Asn

Asn

Ser

Thr

85

Phe

ES 2704 223 T3

Ala

Asn

val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Thr

Ala

Val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Thr

Val

Ser

Lys

Trp

55

Leu

Glu

Arg

Ser

Ala

val

40

Thr

Leu

Gln

Glu

Ser

Val

Trp

40

Thr

Thr

Ala

Asn

119

Val

Thr

25

Ala

Thr

Ser

Val

Cys
105

Ile

Val

25

Lys

Asp

Len

Thr

Glu
105

Thr
10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

30

Ser

Phe

10

Cys

Ile

Gln

Thr

His

90

Cys

Leu

Val

Lys

Ser

Thr

75

His

Pro

Fhe

Asp

Asp

Lys

75

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

60

Pro

Glu

Pro

Len

Gly

Ser

60

Asp

Thr

Pro

Leu

Asp

45

Gln

Glu

Gly

Ser

Asn

Ser

45

Lys

Glu

Ser

Pro

Ile

30

Ser

Ser

Gln

Ser

Ser

Asn

30

Glu

Asp

Tyr

Thr

Ser

15

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
85

Glu

15

Fhe

Arg

Ser

Glu

Ser
95

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

a0

Val

Gln

Tyr

Gln

Thr

Arg

Pro



<210> 50
<211> 230
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Gln

Ser

Tyxr

Ser

Lys

65

Leu

Val

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Asn

Arg

val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

val

Gly

130

Ser

val

Phe

val

vVal

210

Lys

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asp

Cys

Lau

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

180

val

His

Cys

val

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

val

Gln

val

Ala

Ser

165

Val

Pro

Lys

val

ES 2704 223 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

225

Sar

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
215

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Thr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Asnt

200

Asn

120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Phe

Thr

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

30

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Tyr

Val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

230

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
220

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

130

Tyr

Thr

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Thr

Pro

vVal

175

Ser

Thr

Val

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Met

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu
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<210> 51
<211> 219
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Glu

Asp

Tyr

Pro

Ser

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

<210> 52

Arg

Gly

Lys

50

Arg

Ser

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

Gln

Val

Ser

35

Phe

Leu

Leu

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Met

Thr

20

Pro

Leu

Ser

Gln

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

ES 2704 223 T3

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

121

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Leu

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
190

Val

15

His

Gln

Val

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



<211> 448
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Glu

Ser

Trp

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

val

Met

Glu

Vval

Tyr

Cys

VvVal

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Len

Thr

2140

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Lys

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Thr

100

Val

Ser

Lys

Leu

180

Thr

val

Pro

val

Ser

val

Leu

Arg

Met

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

ES 2704 223 T3

Glu

Cys

Arg

Arg

Phe

70

Asn

Phe

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Ser

Ala

Gln

Ser

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Gly

Ala

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

val

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

122

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

Ser

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Leu

Phe

Lys

aAla

Asp

75

Glu

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

Val

Lys

val

Thr

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

2290

Leu

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Gln

110

Val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Asn

Ile

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Gly

Tyr

Val

Glu

Thr

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asgn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser



<210> 53

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Aszsn

385

Sar

Leu

<211> 219
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Phe

Pro

Val

Thr

230

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Sar

Gln

420

His

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

ES 2704 223 T3

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Aszsn

390

Phe

Asn

Thr

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Met

Pro

375

Aszsn

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

123

Asp

250

Asp

Gly

Aszn

Trp

Pro

330

Glu

Aszn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

235

Thr

Val

Val

Ser

Leu

315

Ala

Fro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Aszn

Pro

Gln

Val

Val

380

Fro

Thr

Val

Leu

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Fro

Val

Met

Ser
445

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Fro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

240

Arg

Fro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys



<210> 54
<211> 444

ES 2704 223 T3

Glu Leu Gln Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu
35

Prc Lys Leu Leu Ile Tyr
50

Ser Arg Phe Ser Gly Ser
65 70

Ser Ser Leu Gln Pro Glu
B85

Thr His Leu Pro Tyr Thr
100

Arg Thr Val Ala Ala Pro
115

Gln Leu Lys Ser Gly Thr
130

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
145 150

Ser Gly Asn Ser Gln Glu
165

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
180

Lys His Lys Val Tyr Ala
155

Pro Val Thr Lys Ser Phe
210

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Ser

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

124

Ser

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser Ala

Ser Leu

Lys Pro
45

Phe Ser
60

Phe Thr

Phe Cys

Lys Val

Pro Pro

125

Leu Leu

140

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
205

Ser

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

1190

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Val

15

His

Gln

Val

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

Tle

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

16Q

Ser

Glu

Ser



ES 2704 223 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr

20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu Ile Arg Leu Arg Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu

Ser Val lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Lys Thr Tyr Phe Tyr Ser Phe Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
113 120 125

Leu Alz Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 10

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro Ser Ser
180 185 180

Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys
210 215 220

Proc Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Pha
225 230 233 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Prc
275 280 285

125



10

Arg Glu Glu
290

Val Val His
305

Ser Asn Lys

Lys Gly Gln

Glu Glu Met
355

Phe Tyr Pro
370

Glu Asn Asn
385

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

Tyr Thr Gln
435

<210> 55
<211>112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Glu Leu Gln
1

Asp Arg Val

Tyr Gly Ser
35

Pro Lys Leu
50

ES 2704 223 T3

Gln Phe Asn Ser Thr
295

Gln Asp Trp Leu Asn
310

Gly Leu Pro Ser Ser
325

Pro Arg Glu Prg Gln
340

Thr Lys Asn Gln Val
360

Ser Asp Ile Ala Val
375

Tyr Lys Thr Thr Pro
390

Tyr Ser Lys Leu Thr
405

Phe Ser Cys Ser Val
420

Lys Ser Leu Ser Leu
440

Phe

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Met Thr Gln Ser Pro Ser

Thr Ile Thr Cys Arg Ser
20 25

Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr

40

Leu Ile Tyr Lys Val Ser

55

126

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

410

His

Pro

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Ser Leu

10

Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Ser Ala

Ser Leu

Lys Pro

45

Phe Ser

60

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Ser Val

15

Leu His

30

Gly Gln

Gly Val

Thr

Val

320

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Gly

Thr

Ser

Pro



10

15

Ser Arg
65

Ser Ser

Thr His

<210> 56

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56

Glu val

Ser Leu

Trp Met

Ser Glu
50

Sear val
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Leu Val

<210> 57

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 57

Phe

Leu

Leu

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Lys

Thr
115

Ser

Gln

Pro
100

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Gln

Thr

100

Val

Gly

Pro

85

Tyr

Val

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Tyr

Ser

ES 2704 223 T3

Ser
70

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Arg

Phe

70

Asn

Phe

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Gln

Ser

35

Thr

Ser

Tyr

Ser

Phe

Gly

Gly

Ala

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Ser

127

Gly

Ala

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Phe
105

Thr

Val

20

Gly

Gly

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

80

Ser

Asgp
75

Tyr

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Tyr

FPhe

Phe

Lys

Val

Thr

Gly

Thr

60

Aszn

Asp

Trp

Thr

Cys

Val

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Gln
110

Thr

Gln

95

Ile

Gly

Aszn

Trp

Ala

Aszn

Ile

85

Gly

Ile
80

Gly

Lys

Gly

Tyr

Val

Glu

Thr

g0

Tyr

Thr
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Asp

Asp

Tyr

Pro

Asp
65

Ser

Thr

<210> 58
<211> 118
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 58

Glu Val Lys

1

Thr Met Lys

Trp Met Ser

Ala Glu Ile

50

Ser Val Lys

63

Leu Tyr Leu

Tyr Cys Lys
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val val Met Thr Gln
5
Gln Ala Ser Ile Ser
20
Gly Ser Pro Tyr Leu
35
Lys Leu Leu Ile Tyr
a0
Arg Phe Ser Gly Ser
70
Arg Val Glu Ala Glu
85
His lLeu Pro Tyr Thr
100
Leu Val Glu
5
Leu Ser Cys
20
Trp Val Arg
35
Arg Leu Arg
Gly Lys FPhe
70
Gln Met Asn
B85
Tyr Tyr Phe
100
Val Ser Ala

Leu Val Thr

115

Thr

Cys

Asn

lys
55

Gly

Asp

Phe

Ser

Glu

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

Pro

Arg

Trp
40

Val

Ser

Leu

Gly

Gly

Ile

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Ser

Leu

Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Ser

Pro

Asn

Ser

Arg

Phe
105

128

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

Gly

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Arg

Thr

90

Ser

Leu Pro Val

Gln

Ser Leu

Gln Lys Pro

45

Arg Phe Ser

Asp Phe Thr

75

Tyr Phe Cys

Thr Lys Leu

Leu

Leu

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Tyr

val Gl

Thr Phe

Gly Leu

45

Thr Hi
60

Asp Ser

Asp Thr

Trp Gl

Arg

Leu

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

n Pro

s Tyr

¥y Gln

Arg

Glu

Lys

Gly

Leu
15

His

Gln

vVal

Arg

Gln

95

Ile

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

a0

Gly

Lys

Gly Gly

15

Asn Tyr

Trp Val

Ala Glu

Ser Arg

80

Ile Tyr

95

110

Gly Thr
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<210> 59

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 60

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Gly Arg Gly Asp Ser Pro Lys
1 5

<210> 61

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61

Asp Val Pro lys Ser Asp Gln Phe Val Gly Leu Met
1 5 10
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de preparacion de un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC), comprendiendo el MAC:
(i) un anticuerpo o porcién de union a antigeno del mismo, gue comprende al menos un fragmento de una region

kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™= y H™" segun la numeracién de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, en la que Z es un grupo de férmula

A
T

E]

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo €-amino de la cadena lateral de K'®8 (segun la
numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexidon compatible biolégicamente, lineal o ramificada, y X es un
grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora, comprendiendo el procedimiento unir
covalentemente la fraccion efectora a un enlazador que termina en un éster activado con un grupo saliente Z * de

féormula:
\\/O X
(_H
" “h
enlaqueR1 esF,yh=3,405,

y hacer reaccionar el complejo fraccion efectora-enlazador-Z * asi formado con el anticuerpo..

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que Z * es

F

\°
F F
F

3. El procedimiento segun una cualquiera de las r%'yindicaciones precedentes, en el que el anticuerpo o porcién de
unién a antigeno del mismo comprende ademas D °'-CLk.

4. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la regiéon CLk comprende al
menos los residuos 62-103 de uno de los grupos seleccionados de la SEC ID NO: 15, la SEC ID NO: 45, la SEC ID
NO: 46 o la SEC ID NO: 47.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la region CLk comprende al
menos los residuos 1-106 de uno de los grupos seleccionados de la SEC ID NO: 15, la SEC ID NO: 45, la SEC ID
NO: 46 o la SEC ID NO: 47.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la fraccion efectora es un
agente terapéutico, proteina, péptido, acido nucleico, aptamero, molécula pequefia, agonista de proteinas,
antagonista de proteinas, regulador metabdlico, hormona, toxina, factor de crecimiento o agente de diagndstico

7. El procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el al menos una fraccion
efectora es una proteina o péptido, y en el que el grupo X del enlazador esta unido covalentemente al extremo
amino, el extremo carboxilo o la cadena lateral de un residuo de enlace peptidico en la proteina o péptido.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el residuo de enlace peptidico se selecciona del grupo que
consisteen K, R, C, T, Y, S, Dap, Dab, K(SH) y homologos de Ky C.

9. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Y se selecciona del grupo
que consiste en

0 i H

il

o o)
\)K/\O/\/O\/\N/\ | \)k/\o/\/{/o\/\o/h\/'\‘\/,
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\MN\/1 \\)K/\O/\/{/O\/\O/h\/“\/,

O

0 N A
\\)l\/l/\}?/"‘\/ \)K/ \HO(\HWH \

\)K/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\)k/

enlasquen=0a10,

10. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que Y, X-Y, Y-Z o0 X-Y-Z se
selecciona del grupo que consiste en:

T K
)HHATJ‘\M% ,
KA Ayt

/ﬂ”ﬂ” \)O‘\/To% \ 0 p
Vi/T"“ifTﬁ /E(TOAH; |
e~ \kﬁﬁ*ﬁﬁ}z
S TR
X ° o 1 0 N
/WovlugO “O;j\,
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o) (0]
Oy
) ’

en las que m, ny j son cada uno independientemente un rango cuyos limites inferiores se seleccionan del grupo que
consisteen0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 , 15, 16, 17, 18, 19y 20, y cuyo limite superior se selecciona
del grupo que consiste en 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29y 30, y en el que la longitud total del enlazador no excede los 200 atomos, y opcionalmente no supera los 60
atomos.

11. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende la formula:

0o 0
Resto efector -LR O\/i\ )k/\
W nN )N§\ /\/\/K188_C Lk
o N
H
0]

en la que K'®_.CLk es un enlace covalente a la cadena lateral de dicho K188-CLK, Fraccion efectora-LR es un enlace

covalente a la Fraccion efectora, y m, n y j son cada uno independientemente un rango cuyos limites inferiores se
seleccionan del grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20, y cuyo
limite superior se selecciona del grupo que consiste en 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29y 30, y en el que la longitud total del enlazador no excede los 200 atomos.

12. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste en rituximab, cetuximab, infliximab, adalimumab, natalizumab, omalizumab,
ranibizumab y palivizumab.

13. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, ademas caracterizado por uno o
mas de los siguientes:

(a) la proporcion de la fraccion efectora: el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en entre
aproximadamente 1: 1 y aproximadamente 15: 1, entre aproximadamente 2: 1 y aproximadamente 5: 1, entre
aproximadamente 3: 1 y aproximadamente 6: 1, entre aproximadamente 3: 1 a aproximadamente 6: 1, entre
aproximadamente 3,5: 1 y aproximadamente 5: 1, entre aproximadamente 5: 1 y aproximadamente 15: 1, entre
aproximadamente 5:1 y aproximadamente 7:1; y entre aproximadamente 3,7:1 a aproximadamente 4,3:1;

(b) la relacion molar de la fraccion efectora: anticuerpo es un rango con un limite inferior seleccionado del grupo
que consiste en aproximadamente 1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4 ,
aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente 3,2,
aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente
3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1,
aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente
4.6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente
5,2, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8,
aproximadamente 6, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6,
aproximadamente 6,8 , aproximadamente 7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7,
aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5 y aproximadamente 10 a
1, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6,
aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4, aproximadamente 2,5,
aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3,
aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente
3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1 , aproximadamente 4,2,
aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6, aproximadamente
4.7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente 5,2, aproximadamente
5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8, aproximadamente 6, aproximadamente
6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,8 ,
aproximadamente 7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7, aproximadamente 8,
aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, aproximadamente 10 y aproximadamente 15
afl;

(c) la concentracion de anticuerpo se selecciona de| grupo que consiste en entre aproximadamente 1 vy
aproximadamente 100 mg.ml'1, al menos unos 5 mg.ml™', al menos unos 10 mg.ml™, y entre aproximadamente 5
y aproximadamente 50 mg.ml";

(d) la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion con el resto / enlazador efector y el grupo
saliente Z * esta en un rango donde el limite inferior del rango se selecciona entre aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9 , aproximaqamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 30 y aproximadamente 40 mg.ml™, y el limite
superior del rango se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 30, aproximadamente 40,
aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 70, aproximadamente 80 ,
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aproximadqmente 90, aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente
500 mg.ml™;

(e) la reaccion se lleva a cabo a una temperatura entre aproximadamente 4 °C y aproximadamente 40 ° C, o
entre aproximadamente 4 °C y aproximadamente 30 ° C, o entre aproximadamente 15 °C y aproximadamente
25°C;

(f) la reaccioén tiene lugar a un pH seleccionado del grupo que consiste en entre aproximadamente 6 vy
aproximadamente 9, y entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 8;

(g) la reaccién de conjugacion tiene lugar entre un rango de valores de pH, cuyo limite inferior se selecciona del
grupo que consiste en 5,5, 6, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,7,3,74,75,76,7,7,7,8, 79y
8, y cuyo limite superior se selecciona del grupo que consiste en 6,5, 6,6, 6,7, 6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,7,3,7,4,7,5,
76,77,78,79,8,0,85y9;

(h) el anticuerpo comprende una region CLA, y el procedimiento comprende ademas la etapa inicial de sustituir
una porcioén correspondiente de la region CLA (segun la numeracion de Kabat) con al menos los residuos 62-103,
o al menos los residuos 1-106 de cualquiera del grupo que consiste en SEC ID NO: 15, SEC ID NO: 45, SEC ID
NO: 46 o SEC ID NO: 47;

(i) la fraccion efectora y la proteina se conjugan juntos durante un tiempo seleccionado del grupo que consiste en
al menos aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 60 minutos y al menos aproximadamente 2
horas;

(i) la concentracion de sal de la reaccién de conjugacion se selecciona del grupo que consiste en entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 0,1M, entre aproximadamente 0 y aproximadamente 0,5M, entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 0,3M, y por debajo de aproximadamente 0,2M;

(k) la reaccion de conjugacion comprende una sal de haluro cuyo haluro se selecciona del grupo que consiste en
F, Cl, Br, |, y cuyo metal se selecciona del grupo que consiste en Li, Na, K, Be, Mg, Ca;

() después de la conjugacion del grupo Fraccién efectora-Enlazador-Z * con el anticuerpo o la porcion de unién a
antigeno del mismo, la reaccion se detiene y se ajusta a aproximadamente pH 5,0 a aproximadamente pH 6,0,
opcionalmente usando un tampdén de succinato y glicina.

14. Una composicion que comprende un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC) producido segun el
procedimiento reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

15. Una composicion que comprende un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC), comprendiendo el MAC:

(i) un anticuerpo o porcién de union a antigeno del mismo,u%ue c%@prende al menos un fragmento de una regiéon
kappa constante de cadena ligera (CLk) que comprende K™ y H™" Segun la numeracion de Kabat;
(i) un enlazador que comprende la formula X-Y-Z, en la que Z es un grupo de férmula

AN
T

E]

y esta covalentemente conectado al anticuerpo a través del grupo e-amino de la cadena lateral de K'®8 (de
acuerdo con la numeracion de Kabat), Y es una cadena de conexion compatible bioldgicamente, lineal o
ramificada, y X es un grupo conectado covalentemente a al menos una fraccion efectora,

en el que al menos aproximadamente el 50 % de la fraccion efectora en la composicion o muestra se conjuga con
K™ -CLk.

16. La composicion s un la reivindicaciéon 15, en la que el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo
comprende ademas D 7 '-CLk.

17. La composicidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-16, en la que la region CLk comprende al
menos los residuos 62-103 de uno de los grupos seleccionados de la SEC ID NO: 15, la SEC ID NO: 45, la SEC ID
NO: 46 o la SEC. ID NO: 47, y preferiblemente al menos los residuos 1-106 de uno de los grupos seleccionados de
la SEC ID NO: 15, la SEC ID NO: 45, la SEC ID NO: 46 o la SEC ID NO: 47.

18. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en la que la fraccion efectora es un agente
terapéutico, proteina, péptido, acido nucleico, aptamero, molécula pequefia, agonista de proteina, antagonista de
proteina, regulador metabdlico, hormona, toxina, factor de crecimiento, o agente de diagndstico.

19. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, en la que el al menos una fraccion
efectora es una proteina o péptido, y en la que el grupo X del enlazador esta unido covalentemente al extremo
amino, al extremo carboxilo, o a la cadena lateral de un residuo de unién a péptido en la proteina o péptido, y en el
que preferiblemente el residuo de unién a péptido se selecciona del grupo que consiste en K, R, C, T, Y, S, Dap,
Dab, K(SH) y homologos de K'y C.

20. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-19, en la que Y se selecciona del grupo que
consiste en

O

\)k/\o/\/N\//, \\)]\/\O/\/O\/\N/\ |
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\\)k/\o/\/{/o\/\of\/'\'\// ,
\)kAOAJro\/\OM/,
\)K/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)K/ | \MN\/,

i v LK 2

\%NY”W”/\

en las que n puede ser 0 a 10, 1-10 o 1-5.

21. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-20, en la que Y, X-Y, Y-Z o X-Y-Z se selecciona
del grupo que consiste en:

\*HJNT £ {&C*Hiﬁﬂk
M RN & ¢ |
HA s
KA Ayt
Bineing \M% ’\O T
Vi/T"“ifTﬁ /E(TOAH; |
T \kﬁﬁ*ﬁﬁ}z
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0

0 0
ﬁ/\j%wov]ﬂj\; //\‘O(\%O\/t,“k/\ﬁ
X 6] . 1 O Y ,

0 z ) 5‘5",

o 0
Oy
) ’

en las quem, ny j son cada uno independientemente un rango cuyos limites inferiores se seleccionan del grupo que
consisteen0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y cuyo limite superior se selecciona
del grupo que consisteen 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14 , 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29y 30, y en la que la longitud total del enlazador no excede los 200 atomos, y opcionalmente no supera los 60
atomos.

22. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, que comprende la formula:

0 0
AN K188_CLk
Resto efector .| R 0 n H
m j

en la que K'®_.CLk es un enlace covalente a la cadena lateral de dicho K188-CLK, Fraccion efectora-LR es un enlace

covalente a la Fraccion efectora, y m, n y j son cada uno independientemente un rango cuyos limites inferiores se
seleccionan del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20, y cuyo
limite superior se selecciona del grupo que consiste en 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29y 30, y en el que la longitud total del enlazador no excede los 200 atomos.

23. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-22, en la que el anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste en, Rituximab, Cetuximab, Infliximab, Adalimumab, Natalizumab, Omalizumab, Ranibizumab y
Palivizumab.

24. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 15-23, ademas caracterizada por uno o mas de
los siguientes:

(a) la relacion molar de la fraccion efectora: el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en entre
aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4,6:1, entre aproximadamente 2:1 y aproximadamente 7:1, entre
aproximadamente 3:1 y aproximadamente 6:1, entre aproximadamente 3:1 y aproximadamente 7:1, y entre
aproximadamente 3:1 y aproximadamente 5:1;

(b) la relacion molar de la fraccion efectora: anticuerpo es un rango con un limite inferior seleccionado del grupo
que consiste en aproximadamente 1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4 ,
aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente 3,2,
aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente
3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1,
aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente
4.6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente
5,2, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8,
aproximadamente 6, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6,
aproximadamente 6,8 , aproximadamente 7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7,
aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5 y aproximadamente 10 a
1, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6,
aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,4, aproximadamente 2,5,

135



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2704 223 T3

aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3,
aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente
3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1 , aproximadamente 4,2,
aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6, aproximadamente
4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente 5,2, aproximadamente
5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8, aproximadamente 6, aproximadamente
6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,8 ,
aproximadamente 7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7, aproximadamente 8,
ap1roximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, aproximadamente 10 y aproximadamente 15
atl;

(c) la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion con el resto / enlazador efector y el grupo
saliente Z * esta en un rango donde el limite inferior del rango se selecciona entre aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9 , aproximaqamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 30 y aproximadamente 40 mg.ml™, y el limite
superior del rango se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 30, aproximadamente 40,
aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 70, aproximadamente 80 ,
aproximadqmente 90, aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente
500 mg.ml™.

25. Una composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-24, y ademas caracterizada por una o mas
de las siguientes caracteristicas:

(a) la cantidad de la fraccion efectora en la composicion conjugada con K'®-CLk se selecciona del grupo que

conoﬁiste en al menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 % y al menos aproximadamente
80 %;

(b) la cantidad del anticugrpo o porcion de union a antigeno del mismo que comprende una fraccion efectora
unida covalentemente a K~ -CLk se selecciona del grupo que consiste en al menos aproximadamente el 50 %,
al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 % y al menos aproximadamente el 80 %;
(c) la cantidad de moléculas de cadena pesada no conjugadas con la fraccién efectora se selecciona del grupo
que consiste en al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 % y al menos
aproximadamente el 90 %;

(d) la cantidad de fragmentos de cadena pesada individuales que no estan conjugados tiene un limite inferior
seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70, 75y 80 % y un limite superior
seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95y 99 %;

(e) la cantidad de fragmentos de cadena ligera individuales que comprenden un solo sitio de conjugacion para la
fraccion efectora esta entre aproximadamente el 25y el 95 %;

(f) el nimero de conjugaciones por anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se selecciona del grupo
que consiste en entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 0,5 y
aproximadamente 3, entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,5, entre aproximadamente 1,5 y
aproximadamente 5,0, entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 3,0, entre aproximadamente 1,5 y
aproximadamente 2,5, y entre aproximadamente 1,7 y aproximadamente 2,3;

(g) el numero de conjugaciones por anticuerpo o porciéon de union a antigeno del mismo en la composicion tiene
un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3,
1,4, 1,5, 1,55, 1,6, 1,65, 1,7, 1,75, 1,8, 1,85, 1,9, 1,95 y 2, y un limite superior seleccionado del grupo que
consiste en aproximadamente 1,6, 1,7, 1,75 1,8, 1,85, 1,9, 1,95, 2,0, 2,05, 2,1, 2,15, 2,2, 2,25, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6,
2,7,2,8,2)9,3,0,3,5,40,45y5.

26. Una composicion farmacéutica que comprende la composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-
25, y que comprende ademas un vehiculo aceptable.
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Cromatogramas de ion Y13: péptido modificado
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Cromatogramas de i6n Y15: péptido no modificado \
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FIG. 11
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FIG. 13
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FIG. 14B

Expresion relativa de IGF1R
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FIG. 15B
1 PBS
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FIG. 15D iveles reiativos de ANG2 ANOVA de 1t factor con post

prueba de Bonferroni frente a PBS
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