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DESCRIPCION
Conjugados que comprenden un anticuerpo anti-egfr1
Campo de la invencion
La invencion se refiere a un conjugado y a una composicion farmacéutica.
Antecedentes de la invencién

La terapia de captura de neutrones de boro (BNCT) es una forma de terapia no invasiva de tumores malignos, tales
como los tumores cerebrales primarios y el cancer de cabeza y cuello. En la BNCT, a un paciente se le inyecta un
farmaco que tiene la capacidad de localizarse en el tumor y que porta atomos de boro-10 no radioactivos. Cuando el
farmaco se irradia con neutrones térmicos de baja energia, se emiten particulas alfa biolégicamente destructivas y
nucleos de litio-7.

Para la BNCT se requieren farmacos tales como los conjugados que tienen un alto contenido de boro-10 y que son
capaces de localizarse especificamente en el tumor. Tales conjugados deben producirse facilmente, ser estables,
solubles y seguros. Sin embargo, la provision de tales conjugados es complicada, por ejemplo, porque algunos tipos de
productos quimicos no parecen funcionar con los compuestos que contienen boro-10.

El propdsito de la presente invencion es proporcionar conjugados que tienen propiedades mejoradas en comparacion
con los conjugados conocidos y que contienen un alto contenido de boro-10.

Barth y otros, Applied Radiation and Isotopes 2004, 61 (5), 899-903 evaluan el anticuerpo monoclonal cetuximab como
un agente de suministro de boro para la terapia de captura de neutrones (NCT) de los tumores cerebrales.

Pettersson y otros, Journal of Immunological Methods 1990, 126 (1), 95-102, describen estudios de inmunorreactividad
para dos anticuerpos monoclonales con dextrano-boro, anticuerpo anti proteina acida fibrilar glial y anticuerpo anti-
hialuronectina.

Gedda y otros, Bioconjugate Chemistry 1996, 7 (5), 584-591, describen el desarrollo de conjugados que comprenden
EGF y BSH unidos covalentemente a cadenas de dextrano aliladas.

Resumen de la invencién
El conjugado de acuerdo con la presente invencion se caracteriza por lo que se presenta en la reivindicacion 1.

La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la presente invenciéon se caracteriza por lo que se presenta en la
reivindicacion 13.

El conjugado o composicion farmacéutica para usar como un medicamento, de acuerdo con la presente invencion, se
caracteriza por lo que se presenta en la reivindicacion 14.

El conjugado o composicion farmacéutica para usar en el tratamiento del cancer de acuerdo con la presente invencion
se caracteriza por lo que se presenta en la reivindicacion 15.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos, que se incluyen para proporcionar una comprension adicional de la invencion y constituyen una
parte de esta descripcion, ilustran modalidades de la invencion vy, junto con la descripcion, ayudan a explicar los
principios de la invencion. En los dibujos:

Figura 1. Espectro de RMN de proton de BSH-dextrano. Los protones unidos al boro resuenan entre 0,8-2,0 ppm, y la
carga de boro de BSH-dextrano puede estimarse mediante la comparacion de la integral de los protones de boro con
respecto a la integral de los protones de dextrano. Los grupos alilo sin reaccionar producen senales a 4,22, 5,29, 5,39y
5,99 ppm. La sefial aguda a 2,225 ppm es acetona (estandar interno).

Figura 2. Analisis de filtracion en gel de conjugados BSH-Dex.

A. Anti-EGFR1-Fab-BSH(800B)-Dex. El conjugado eluye a 7,8 mL cuando se analiza con la columna de filtracion en gel
Yarra SEC-3000. En comparacion, el anti-EGFR1-Fab eluye a 9,1 mL. B. Anti-EGFR1-Fab2-BSH(800B)-Dex. El
conjugado eluye a 6,9 mL cuando se analiza con la columna de filtracion en gel Yarra SEC-3000. En comparacion, el
anti-EGFR1-Fab2 eluye a 8,4 mL.
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Figura 3. Analisis SDS-PAGE de los conjugados de boro Fab/F(ab')2 anti-EGFR1 marcados con fluorescencia con
diferentes cantidades de boro en condiciones no reductoras (panel A) y reductoras (panel B). Conjugados anti-EGFR1-
Fab-BSH-Dex: Carril 1 (900B), carril 2 (700B), carril 4 (560B), carril 6 (360B). Conjugados anti-EGFR1-F(ab')2-BSH-Dex:
Carril 3 (700B), carril 5 (560B), carril 7 (360B). El carril 8 es Anti-EGFR1-Fab-Dex y el carril 9 es un control que contiene
una mezcla de anti-EGFR1-F(ab')2 y fragmentos Fc (en el gel los fragmentos Fab migran como fragmentos Fc). Tincion
del gel con azul de Coomassie.

Figura 4. Union a la superficie celular e internalizacion de anti-EGFR1-F(ab')2 (paneles A y C) y anti-EGFR1-F(ab')2-
BSH (900B)-Dex (paneles B y D) marcados con fluorescencia, por células HSC-2. Las incubaciones se realizaron a +4
°C (union a la superficie celular) y a +37 °C (unién a la superficie celular e internalizacion). El analisis se realizé por
microscopia de fluorescencia.

Figura 5. Un ejemplo de la configuracién del vector para la optimizacién del péptido sefial. Promotor T5, sitios de uniéon
a ribosomas (RBS), péptidos sefal y secuencias identificadas de las cadenas pesadas y ligeras del Fab anti-EGFR1.

Figura 6. Resultados de la optimizacion del promotor para la expresion del Fab. Se prepararon cultivos de expresion de
10 mL en medio LB liquido con W3110 pGF119 (A) o BL21(De3) pGF121 (B). Los cultivos posteriores a la induccion se
cultivaron durante toda la noche a +20 °C, se cosecharon muestras de 1 mL y las extracciones periplasmicas se
siguieron mediante deteccion por transferencia Western. 1) cepa de fondo sin el vector de expresion; 2) W3110 pGF119
clon # 1; 3) W3110 pGF119 clon # 2; 4) W3110 pGF119 clon # 3; C) 250 ng del Fab control.

Figura 7. Resultados de la optimizacion del promotor para la expresion del Fab. Se prepararon cultivos de expresion de
10 mL en medio LB liquido con W3110 pGF132 en tres temperaturas diferentes después de la induccion; A) +20 °C; B)
+28 ‘C y C) +37 °C. Se usaron diferentes concentraciones de ramnosa para la induccion: 1) rha 0; 2) rha 0,25 mM; 3)
rha 1 mM; 4) rha 4 mM; 5) rha 8 mM. C = 100 ng del fab control. Los cultivos posteriores a la induccion se cultivaron 4
horas a las temperaturas indicadas, se cosecharon muestras de 1 mL y se realizaron extracciones periplasmicas
seguidas de la deteccion por transferencia Western.

Figura 8. Comparacion de la configuracion de promotor dicistronico con respecto a la configuracion dual. pGF119 y
pGF121 son dicistronicos, pGF120 y pGF131 son vectores con promotores duales. 1) control no inducido 2) W3110
pGF119#1 3) W3110 pGF119#2 4) W3110 pGF120 no inducido 5) W3110 pGF120#1 6) W3110 pGF120#2 7)
Lemo21(De3) pGF131#1 8) Lemo21(De3) pGF131#2 9) Lemo21(De3) pGF121#1 10) BL21(De3) pGF131#1 11)
BL21(De3) pGF131#2 C) 100 ng del fab control.

Figura 9. Expresion del Fab anti-EGFR1 en E. coli Lemo21(De3) y BL21(De3) con chaperonas periplasmicas SKP
(pGF134) y SKP/FkpA (pGF135). Los cultivos de Lemo21(De3) se realizaron mediante el uso de la caracteristica de la
cepa incorporada, que permite la regulacion precisa con ramnosa. Carril 1) Lemo21(De3) pGF131 2) Lemo21(De3)
pGF131 pGF134 3) Lemo21(De3) pGF131 pGF135 4) BL21(De3) pGF131 5) BL21(De3) pGF131 pGF134 6) BL21(De3)
pGF131 pGF135 C) control Fab 100 ng. A +28 °C con 250 uM de ramnosa, Lemo21(De3) pGF131 pGF134 y — pGF135
(carriles 2 y 3) produjeron una cantidad claramente aumentada del Fab anti-EGFR1 en comparacién con Lemo21(De3)
pGF131 (carril 1). En +20 °C, BL21(De3) pGF131 pGF134 y — pGF135 (carriles 5 y 6) produjeron una cantidad
claramente aumentada del Fab anti-EGFR1 en comparacion con BL21(De3) pGF131 (carril 4).

Figura 10. Analisis de Transferencia Western del Fab anti-EGFR1 expresado en el periplasma. Carril 1) Marcador de
Peso Molecular; Carril 2) proteina control Fab anti-EGFR1, 100 ng; Carril 3) Vacio; Carril 4) muestra de pellet de células
de preinduccion; Carril 5) muestra de pellet de células 4 horas después de la induccion; Carril 6) muestra de pellet de
células 16 horas después de la induccion; Carriles 7-9) Vacio; Carril 10) muestra de sobrenadante de cultivo de
preinduccion; Carril 11) muestra de sobrenadante de cultivo 4 horas después de la induccion; Carril 12) muestra de
sobrenadante de cultivo 16 horas después de la induccién. Todas las muestras representaron 10 ul del cultivo de
suspension del fermentador. La concentracion del Fab anti-EGFR1 en el extracto periplasmico de células de E. coli
cultivadas en fermentador se estimé mediante la comparacion de la intensidad de las bandas en la muestra de pellet de
células 16 horas después de la induccion (Carril 6) con la intensidad de la banda del Fab anti-EGR1 control en el carril 2
(100 ng). Se estimd que el carril 6 contenia 300 ng del Fab anti-EGR1: 300 ng/10 pL = 30 mg/L.

Figura 11. Cromatograma de extracto periplasmico purificado por HiTrap SP FF. Las fracciones A5-A10 se agruparon
para etapas de purificacion adicionales.

Figura 12. Cromatograma de la muestra de purificada por Proteina L. Las fracciones A5-A7 se agruparon.

Figura 13. Analisis de SDS-PAGE del Fab anti-EGFR1 purificado. Las muestras se cargaron en cantidades iguales (24
pL). Carril 1) Marcador de Peso Molecular; Carril 2) Fab anti-EGFR1 derivado de la digestion con papaina; Carril 3) 10
% de la muestra del Fab producido en E. coli; Carril 4) 40 % de la muestra del Fab producido en E. coli. En los carriles 3
y 4 se separaron las bandas LC (superior) y HC (inferior). En el carril 2, el Fab esta glicosilado y LC y HC no pueden
separarse.
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Figura 14. Union del Fab anti-EGFR1 (panel superior) o Fab BSH-dextrano (panel inferior) al EGFR1 en portaobjetos de
microarreglos.

Descripcion detallada

La invencién esta definida por las reivindicaciones. Cualquier tema que quede fuera del alcance de las reivindicaciones
se proporciona solo con fines informativos. Cualquier referencia en la descripcién a los métodos de tratamiento se
refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para usar en un
método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia. La presente invenciéon se refiere a un
conjugado que comprende un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, y al menos un
derivado del dextrano, en donde

el derivado del dextrano comprende al menos una unidad D-glucopiranosilo, en donde al menos un carbono
seleccionado del carbono 2, 3 0 4 de la al menos una unidad D-glucopiranosilo se sustituye por un sustituyente de la
férmula

-O-(CH2)n-S-B12H11™
en donde n esta en el rango de 3a 10; y

el derivado del dextrano se une al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, a través de un
enlace formado por una reaccion entre al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de una unidad D-
glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al
EGFR1 de este.

El conjugado es adecuado para usar en la terapia de captura de neutrones de boro. La "terapia de captura de neutrones
de boro" (BNCT) debe entenderse como una radioterapia dirigida, en donde el boro-10 no radiactivo se irradia con
neutrones térmicos de baja energia para producir particulas alfa bioldgicamente destructivas y nucleos de litio-7. El
boro-10 no radioactivo puede dirigirse mediante su incorporacion en un farmaco de localizaciéon tumoral tal como un
conjugado de localizacion tumoral.

"EGFR1" en la presente descripcion debe entenderse que se refiere al receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico
humano (EGFR1) que tiene una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 1.

Debe entenderse que "anticuerpo anti-EGFR1" se refiere a un anticuerpo que se une especificamente al EGFR1. El
término "unién especifica" se refiere a la capacidad del anticuerpo para discriminar entre el EGFR1 y cualquier otra
proteina en la medida en que, a partir de un conjunto de una pluralidad de proteinas diferentes como posibles parejas
de unidn, solo el EGFR1 se une o se une significativamente. Como ejemplos solamente, las mediciones cinéticas y/o de
union especificas pueden analizarse, por ejemplo, mediante el uso de los métodos basados en resonancia de plasmon
superficial en un equipo Biacore, mediante métodos inmunolégicos tales como ELISA o, por ejemplo, microarreglos de
proteinas.

Debe entenderse que "un fragmento de union al EGFR1 de este" se refiere a cualquier fragmento de un anticuerpo anti-
EGFR1 que es capaz de unirse especificamente al EGFR1.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 es cetuximab, imgatuzumab, matuzumab, nimotuzumab, necitumumab,
panitumumab, o zalutumumab.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 es cetuximab.

En una modalidad, el cetuximab tiene una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 2y 3.

En una modalidad, el cetuximab comprende o consiste en las secuencias establecidas en las SEQ ID NOs: 2y 3.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 es nimotuzumab.

En una modalidad, el nimotuzumab tiene una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 4 y 5.

En una modalidad, el nimotuzumab comprende o consiste en las secuencias establecidas en las SEQ ID NOs: 4 y 5.

Un anticuerpo anti-EGFR1 puede ser, por ejemplo, un scFv, un anticuerpo de dominio Unico, un Fv, un anticuerpo VHH,
un diacuerpo, un diacuerpo en tandem, un Fab, un Fab', un F(ab');, un Db, un dAb-Fc, un taFv, un scDb, un dAby, un
DVD-Ig, un Bs(scFv):-IgG, un taFv-Fc, un scFv-Fc-scFv, un Db-Fc, un scDb-Fc, un scDb-Cy3, o un dAb-Fc-dAb.
Ademas, el anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, puede estar presente en formas

monovalentes monoespecificas, multivalentes monoespecificas, bivalentes monoespecificas, o multivalentes
multiespecificas.
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En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 es un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. En este contexto,
el término "anticuerpo humano”, como se usa comunmente en la técnica, debe entenderse que significa anticuerpos que
tienen regiones variables en las que tanto el marco como las regiones determinantes de complementariedad (CDR) se
derivan de secuencias de origen humano. En este contexto, el término "anticuerpo humanizado", como se usa
comunmente en la técnica, debe entenderse que significa anticuerpos en donde los residuos de una CDR de un
anticuerpo de origen humano se reemplazan por residuos de una CDR de una especie no humana (tales como ratén,
rata o conejo) que tienen la especificidad, afinidad y capacidad convenientes.

En una modalidad, el fragmento de anticuerpo anti-EGFR1 comprende un fragmento Fab de cetuximab. En una
modalidad, el fragmento Fab anti-EGFR1 tiene una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 6 y 3. En una modalidad,
el fragmento Fab anti-EGFR1 comprende o consiste en una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 6 y 3.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 comprende un fragmento F(ab')2 de cetuximab. En una modalidad, el
fragmento F(ab')2 anti-EGFR1 tiene una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 7 y 3. En una modalidad, el
fragmento F(ab')2 anti-EGFR1 comprende o consiste en una secuencia establecida en las SEQ ID NOs: 7 y 3.

Debe entenderse que "dextrano" se refiere a un glucano ramificado compuesto de cadenas de diferentes longitudes, en
donde la cadena lineal consiste en enlaces glicosidicos a-1,6 entre las unidades de D-glucopiranosilo. Las
ramificaciones se unen mediante enlaces glicosidicos a-1,3 y, en menor medida, mediante enlaces glicosidicos a-1,2 y/o
a-1,4. Una porcién de una cadena lineal de una molécula de dextrano se representa en la representacion esquematica
mas abajo.
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Debe entenderse que "unidad de D-glucopiranosilo” se refiere a una sola molécula de D-glucopiranosilo. Por lo tanto,
dextrano comprende una pluralidad de unidades de D-glucopiranosilo. En el dextrano, cada unidad de D-glucopiranosilo
se une al menos a otra unidad de D-glucopiranosilo a través de un enlace glicosidico a-1,6, a través de un enlace
glicosidico a-1,3 o a través de ambos.

Cada unidad de D-glucopiranosilo del dextrano comprende 6 atomos de carbono, que se enumeran del 1 al 6 en la

representacion esquematica mas abajo. La representacion esquematica muestra una sola unidad de D-glucopiranosilo
unida a otras dos unidades de D-glucopiranosilo (no mostradas) a través de enlaces glicosidicos a-1,6.
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Los carbonos 2, 3 y 4 pueden contener grupos hidroxilo libres. En las unidades de D-glucopiranosilo unidas a una
segunda unidad de D-glucopiranosilo a través de un enlace glicosidico a-1,3, en donde el carbono 3 de la unidad de D-
glucopiranosilo se une mediante un enlace éter al carbono 1 de la segunda unidad de D-glucopiranosilo, los carbonos 2
y 4 pueden sustituirse por grupos hidroxilo libres. En las unidades D-glucopiranosilo unidas a una segunda unidad D-
glucopiranosilo a través de un enlace glicosidico a-1,2 o a-1,4, en donde el carbono 2 o 4 de la unidad D-glucopiranosilo
se une a través de un enlace éter al carbono 1 de la segunda unidad de D-glucopiranosilo, los carbonos 3y 402y 3,
respectivamente, pueden sustituirse por grupos hidroxilo libres.

La nomenclatura de los carbohidratos esta esencialmente de acuerdo con las recomendaciones de la Comision IUPAC-
IUB de Nomenclatura Bioquimica (por ejemplo, Carbohydrate Res. 1998, 312, 167; Carbohydrate Res. 1997, 297, 1;
Eur. J. Biochem. 1998, 257, 293).

El término "derivado del dextrano" debe entenderse como que se refiere al dextrano, en donde al menos un carbono
seleccionado del carbono 2, 3 0 4 de la al menos una unidad D-glucopiranosilo se sustituye por un sustituyente de la
férmula

-O-(CH2)n-S-B12H11™
en donde n esta en el rango de 3a 10; y

el derivado del dextrano se une al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, a través de un
enlace formado por una reaccién entre al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de una unidad D-
glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al
EGFR1 de este. El derivado del dextrano puede contener otras modificaciones de la estructura basica del dextrano, por
ejemplo, como se describe mas abajo.

Debe entenderse que “BSH”, “B12H11-SH” y “Na2B12H11SH” se refieren al borocaptato de sodio, conocido ademas como
mercaptododecaborato de sodio y sulfuro de hidruro de boro. “BiaH11%" se refiere, por lo tanto, a la porcién hidruro de
boro del BSH.

Uno o mas, es decir, uno, dos o tres carbonos seleccionados de los carbonos 2, 3 y 4 de la al menos una unidad D-
glucopiranosilo pueden sustituirse por un sustituyente de la formula -O-(CHz)n-S-B1aH112

En una modalidad, nes 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10. En una modalidad, n esta en elrangode 3a4,0enelrangode 3a 5, o
enelrangode3a6,0enelrangode3a7,o0enelrangode 3a 8,0enelrangode 3 a9.

Las unidades D-glucopiranosilo del dextrano pueden escindirse mediante la escision oxidativa de un enlace entre dos
carbonos adyacentes sustituidos por un grupo hidroxilo. La escision oxidativa escinde dioles vecinales, es decir,
unidades de D-glucopiranosilo en las que dos grupos hidroxilo (libres) ocupan posiciones vecinales. Las unidades de D-
glucopiranosilo en las que los carbonos 2, 3 y 4 contienen grupos hidroxilo libres pueden dividirse oxidativamente entre
los carbonos 2 y 3 o los carbonos 3 y 4. Por lo tanto, un enlace seleccionado del enlace entre los carbonos 2y 3 y el
enlace entre los carbonos 3 y 4 pueden escindirse oxidativamente. Las unidades D-glucopiranosilo del dextrano pueden
escindirse por escision oxidativa mediante el uso de un agente oxidante tal como el periodato de sodio, acido periédico y
acetato de plomo (IV), o cualquier otro agente oxidante capaz de escindir oxidativamente los dioles vecinales.

La escision oxidativa de una unidad de D-glucopiranosilo forma dos grupos aldehido, un grupo aldehido en cada
extremo de la cadena formado por la escision oxidativa. En el conjugado, los grupos aldehido pueden ser, en principio,
grupos aldehido libres. Sin embargo, la presencia de grupos aldehido libres en el conjugado es, tipicamente,
inconveniente. Por lo tanto, los grupos aldehido libres pueden estar protegidos o hacerse reaccionar con un grupo
amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, o por ejemplo con una molécula de
trazabilidad.

El derivado del dextrano se une al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, a través de un
enlace formado por una reaccién entre al menos un grupo aldehido formado por escisién oxidativa de una unidad D-
glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al
EGFR1 de este.

El derivado del dextrano puede unirse, ademas, al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, a
través de un grupo formado por una reaccién entre al menos un grupo aldehido formado por escisién oxidativa de una
unidad D-glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de
union al EGFR1 de este.

El grupo aldehido formado por escision oxidativa reacciona facilmente con un grupo amino en solucion, tal como una
solucién acuosa. Sin embargo, el grupo o enlace resultante formado puede variar y no siempre puede predecirse y/o
caracterizarse facilmente. La reaccién entre al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de una unidad
D-glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al
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EGFR1 de este, puede resultar, por ejemplo, en la formaciéon de una base de Schiff. Por lo tanto, el grupo a través del
cual el derivado del dextrano se une al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, puede ser,
por ejemplo, una base de Schiff (imina) o una base de Schiff reducida (amina secundaria).

En una modalidad, el derivado del dextrano tiene una masa molecular en el rango de aproximadamente 3 a
aproximadamente 2000 kDa. En este contexto, debe entenderse que la masa molecular del derivado del dextrano
incluye la masa molecular del derivado del dextrano que contiene el dextrano y sus sustituyentes, pero no la masa
molecular del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de uniéon al EGFR1 de este. En una modalidad, el derivado del
dextrano tiene una masa molecular en el rango de aproximadamente 30 a aproximadamente 300 kDa.

En una modalidad, el conjugado comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 300, o de aproximadamente
20 a aproximadamente 150 sustituyentes de la formula -O-(CHz2)a-S-B12H112.

En una modalidad, el conjugado comprende aproximadamente 300 atomos de boro (300B), aproximadamente 800
atomos de boro (800B), aproximadamente 900 atomos de boro (900B), o aproximadamente 1200 atomos de boro. Por
ejemplo, "900B" se refiere a un conjugado que porta por un mol de proteina un mol de dextrano, que transporta
aproximadamente 900 moles de atomos de boro en moléculas BSH.

El anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, contiene tipicamente, al menos un grupo amino,
tal como un grupo amino N-terminal y/o el grupo amino de un residuo de lisina.

En una modalidad, el grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, es el grupo
amino de un residuo de lisina del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este.

En una modalidad, el conjugado comprende, ademas, al menos una molécula de trazabilidad unida al derivado del
dextrano o al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este.

"Molécula de trazabilidad" se refiere a una molécula detectable. Tal molécula detectable puede ser, por ejemplo, un
radiois6topo, tal como YC, un compuesto que comprende un radioisétopo, un radionuclido, un compuesto que
comprende un radionuclido, una molécula marcadora fluorescente (tal como FITC, TRITC, los colorantes Alexa y Cy,
etcétera), un quelante, tal como DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético), o una molécula
activa de MRI, tal como gadolinio-DTPA (pentacetato de gadolinio-dietilentriamina). Los procedimientos para lograr la
union de la molécula de trazabilidad al derivado del dextrano o al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al
EGFR1 de este, son bien conocidos en la técnica. Una molécula de trazabilidad puede permitir localizar el conjugado
después de que se haya administrado a un paciente y de dirigirse a células especificas; de esta manera, es posible
dirigir la irradiacion de neutrones térmicos de baja energia a la localizacion del conjugado dirigido.

En una modalidad, la molécula de trazabilidad se une al derivado del dextrano a través de un enlace o un grupo formado
por una reaccion entre al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de una unidad D-glucopiranosilo del
derivado del dextrano y un grupo de la molécula de trazabilidad. Un grupo adecuado de la molécula de trazabilidad
puede ser, por ejemplo, un grupo amino.

Es posible que uno o mas grupos aldehido formados por escisién oxidativa de una unidad D-glucopiranosilo del
derivado del dextrano no reaccionen con un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1
de este, o con una molécula de trazabilidad.

En una modalidad, el derivado del dextrano comprende al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de
una unidad D-glucopiranosilo del derivado del dextrano que esta protegido.

El al menos un grupo aldehido puede protegerse por un grupo adecuado, tal como una base reducida de Schiff.

El al menos un grupo aldehido puede protegerse, ademas, por un grupo formado por una reaccién entre el al menos un
grupo aldehido y un agente de proteccion hidrofilo, tal como etanolamina, lisina, glicina o Tris.

En una modalidad, la etanolamina comprende “C.

La proteccion puede estabilizarse mediante el uso de un agente reductor, tal como NaCNBHs. Por lo tanto, puede
formarse un grupo de proteccion tal como una base de Schiff reducida.

En una modalidad, el derivado del dextrano comprende al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de
una unidad D-glucopiranosilo del derivado del dextrano que no reacciona con un grupo amino del anticuerpo anti-
EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, o con una molécula de trazabilidad y la que esta protegido.

En una modalidad, esencialmente todos los grupos aldehido formados por escision oxidativa de una o mas unidades D-
glucopiranosilo del derivado del dextrano estan protegidos.
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En una modalidad, el derivado del dextrano comprende una pluralidad de grupos aldehido formados por escision
oxidativa de una unidad D-glucopiranosilo del derivado del dextrano, en donde esencialmente todos los grupos aldehido
formados por escision oxidativa de una o mas unidades D-glucopiranosilo del derivado del dextrano estan protegidos.

En una modalidad, al menos un carbono seleccionado del carbono 2, 3 o 4 de al menos una unidad D-glucopiranosilo
del derivado del dextrano se sustituye por un sustituyente de la formula

-O-(CH2)mCH=CH_

en donde m esta en el rango de 1 a 8. Si bien tal modalidad es, tipicamente, inconveniente, puede ocurrir como un
producto secundario, cuando dicho sustituyente no ha reaccionado con BSH.

En una modalidad, el conjugado puede obtenerse mediante un método que comprende las etapas de:
a) alquenilar al menos un grupo hidroxilo del dextrano para obtener dextrano alquenilado;

b) hacer reaccionar borocaptato de sodio (BSH) con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) para obtener
BSH-dextrano;

c) escindir oxidativamente al menos un residuo D-glucopiranosilo del BSH-dextrano de manera que se formen grupos
aldehido;

d) hacer reaccionar el BSH-dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c) con un anticuerpo anti-
EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, para obtener un conjugado.

La presente invencion se refiere, ademas, a un conjugado que se obtiene mediante un método que comprende las
etapas de:

a) alquenilar al menos un grupo hidroxilo del dextrano para obtener dextrano alquenilado;

b) hacer reaccionar borocaptato de sodio (BSH) con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) para obtener
BSH-dextrano;

c) escindir oxidativamente al menos un residuo D-glucopiranosilo del BSH-dextrano de manera que se formen grupos
aldehido;

d) hacer reaccionar el BSH-dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c) con un anticuerpo anti-
EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, para obtener un conjugado.

En una modalidad, el dextrano tiene una masa molecular en el rango de aproximadamente 3 a aproximadamente 2000
kDa, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 200 kDa, o
de aproximadamente 10 a aproximadamente 250 kDa. El dextrano que tiene una masa molecular en dicho rango debe
entenderse que se refiere al dextrano que no se ha sometido a las etapas a)-d).

En este contexto, el término "alquenilacién" o "alquenilante" debe entenderse que se refiere a la transferencia de un
grupo alquenilo a una unidad D-glucopiranosilo del dextrano para dar un éter alquenilico. En otras palabras, al menos un
grupo hidroxilo de la unidad D-glucopiranosilo del dextrano se convierte en un grupo alqueniloxi.

En la etapa a), uno o mas de los grupos hidroxilo unidos a los carbonos 2, 3 o0 4 de al menos una unidad D-
glucopiranosilo del dextrano pueden reaccionar en la reaccion de alquenilacion. Una o mas, o una pluralidad, de
unidades de D-glucopiranosilo del dextrano pueden estar alqueniladas.

En una modalidad, el dextrano se alquenila en la etapa a) mediante el uso de un agente alquenilante, en donde el
agente alquenilante tiene una estructura de acuerdo con la formula

X-(CHz)mCH=CH2
en donde mestaenelrangode 1a8,y XesBr,Cl,ol.

En una modalidad, mes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. En una modalidad, m esta en elrangode 1a2,0enelrangode 1a 3, o
enelrangode 1a4,o0enelrangode1a5,0enelrangode1a6,o0enelrangode 1a?7.

En una modalidad, el agente alquenilante es bromuro de alilo.

En una modalidad, al menos un carbono seleccionado del carbono 2, 3 o 4 de al menos una unidad D-glucopiranosilo
del dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) se sustituye por un sustituyente de la formula
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-O-(CH2)mCH=CH_,
en donde m esta en el rango de 1 a 8.

En una modalidad, mes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. En una modalidad, m estd en elrangode 1a2,0enelrangode 1a 3, o
enelrangode 1a4,o0enelrangode 1a5,0enelrangode 1a6,o0enelrangode 1a?’.

En la etapa b), el grupo sulfidrilo del BSH puede reaccionar con un grupo alquenilo del dextrano alquenilado para formar
BSH-dextrano para dar un tioéter. Una o mas moléculas de BSH pueden reaccionar con el dextrano alquenilado. Por lo
tanto, el BSH-dextrano que se obtiene de la etapa b) puede contener una pluralidad de porciones BSH (es decir, grupos
de la férmula -S-B12H112'). Los grupos sulfidrilo del BSH pueden reaccionar con grupos alquenilo de una sola unidad D-
glucopiranosilo alquenilada que contiene mas de un grupo alquenilo o con grupos alquenilo de dos o mas unidades D-
glucopiranosilo alqueniladas.

Por lo tanto, el BSH-dextrano que se obtiene de la etapa b) puede ser un derivado del dextrano en el que al menos un
carbono seleccionado del carbono 2, 3 o0 4 de la al menos una unidad D-glucopiranosilo se sustituye por un sustituyente
de la férmula

-O-(CH2)n-S-B12H11™
en donde n esta en el rango de 3 a 10.

En una modalidad, el BSH-dextrano que se obtiene a partir de la etapa b) comprende de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 o de aproximadamente 20 a 100 sustituyentes o de aproximadamente 10 a aproximadamente
300 o de aproximadamente 20 a aproximadamente 150 de la formula -O-(CH2),-S-B12H11%, en donde n esta en el rango
de 3a10.

En una modalidad, el BSH se hace reaccionar con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) en presencia
de un iniciador radical en la etapa b). El iniciador radical es capaz de catalizar la reaccién entre el grupo o los grupos
sulfidrilo del BSH y con el grupo o los grupos alquenilo del dextrano alquenilado.

En este contexto, "iniciador radical" debe entenderse como un agente capaz de producir especies radicales en
condiciones suaves y promover reacciones radicales. El término "iniciador radical" puede referirse, ademas, a la luz UV
(ultravioleta). La irradiacion con luz UV es capaz de generar radicales, por ejemplo, en presencia de un fotoiniciador
adecuado. Los iniciadores radicales adecuados incluyen, pero no se limitan a, peroxidos inorganicos tales como
persulfato de amonio o persulfato de potasio, peréxidos organicos, y luz UV.

En una modalidad, el BSH se hace reaccionar con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) en presencia
de un iniciador radical seleccionado del grupo que consiste en persulfato de amonio, persulfato de potasio y luz UV en la
etapa b).

En la etapa b), la relacién en peso o la relaciéon molar del BSH con respecto al dextrano alquenilado que se obtiene de la
etapa a) puede seleccionarse adecuadamente para obtener conjugados en los que el nimero de porciones del BSH (es
decir, el nimero de sustituyentes de la formula -O-(CH,)-S-B12H11%) por porciones del dextrano (del derivado del
dextrano) varia. El niumero de porciones del BSH por porciones del dextrano del BSH-dextrano puede medirse, por
ejemplo, mediante resonancia magnética nuclear como se describid en el Ejemplo 2, o por espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) como se describi6 en el Ejemplo 9.

En una modalidad, la relacion del BSH con respecto al dextrano alquenilado presente en la etapa b) esta en el rango de
1:5 a 2:1, o en el rango de 1:4 a 1:1 en peso, o0 en el rango de 1:2 a 3:4 en peso. Tipicamente, cuanto mayor es la
relacion del BSH con respecto al dextrano alquenilado, mayor es el nimero de porciones del BSH por porciones del
dextrano del BSH-dextrano.

La relacién del iniciador radical, tal como el persulfato de amonio o el persulfato de potasio, puede variar, ademas, en la
etapa b). En una modalidad, la relacién del iniciador radical con respecto al BSH y/o al dextrano presente en la etapa b)
esta en el rango de 1:5a 2:1, o en el rango de 1:4 a 1:1 en peso, o0 en el rango de 1:2 a 3:4 en peso.

En una modalidad, la relacién del iniciador radical con respecto al dextrano alquenilado en la etapa b) esta en el rango
de 1:5a2:1,0enelrango de 1:4 a 1:1 en peso, o en el rango de 1:2 a 3:4 en peso.

Como se describié anteriormente, un enlace seleccionado del enlace entre los carbonos 2 y 3 y el enlace entre los
carbonos 3 y 4 puede escindirse oxidativamente en la etapa c). En la escisidon oxidativa, el anillo D-glucopiranosilo se
abre entre dioles vecinales, dejando dos grupos aldehido. Los grupos aldehido del BSH-dextrano escindido
oxidativamente que se obtiene de la etapa c) pueden reaccionar con un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién
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al EGFR1 de este, para obtener un conjugado. Los grupos aldehido pueden reaccionar con un grupo adecuado tal como
un grupo amino.

El al menos un residuo de D-glucopiranosilo del BSH-dextrano puede, en principio, escindirse oxidativamente mediante
el uso de cualquier agente oxidante capaz de escindir oxidativamente la unidad de D-glucopiranosilo entre dos carbonos
vecinales sustituidos por grupos hidroxilo libres. El agente oxidante puede seleccionarse, ademas, de manera que
esencialmente escinde oxidativamente especificamente el al menos un residuo D-glucopiranosilo del BSH-dextrano. Tal
agente oxidante puede no oxidar otros grupos o porciones del BSH-dextrano.

En una modalidad, el al menos un residuo D-glucopiranosilo del BSH-dextrano se escinde oxidativamente en la etapa c)
mediante el uso de un agente oxidante seleccionado del grupo que consiste en periodato de sodio, acido periddico y
acetato de plomo (IV).

En una modalidad, el al menos un residuo de D-glucopiranosilo del BSH-dextrano se escinde oxidativamente en la etapa
c) en una solucion acuosa.

En una modalidad, el método comprende, ademas, la etapa de hacer reaccionar el BSH-dextrano escindido
oxidativamente que se obtiene de la etapa c) o el conjugado que se obtiene de la etapa d) con una molécula de
trazabilidad.

En este contexto, la molécula de trazabilidad puede ser cualquier molécula de trazabilidad descrita en este documento.

La molécula de trazabilidad puede reaccionar con al menos un grupo aldehido del BSH-dextrano escindido
oxidativamente que se obtiene de la etapa c). Un grupo adecuado de la molécula de trazabilidad que puede reaccionar
con el al menos un grupo aldehido puede ser, por ejemplo, un grupo amino.

En una modalidad, el método comprende, ademas, la etapa e) de proteger los grupos aldehido sin reaccionar del BSH-
dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c) o el conjugado que se obtiene de la etapa d).

En una modalidad, los grupos aldehido sin reaccionar se protegen mediante el uso de un agente de proteccion hidrofilo,
tal como etanolamina, lisina, glicina o Tris.

En una modalidad, el agente de proteccion hidroéfilo se selecciona del grupo que consiste en etanolamina, lisina, glicina
y Tris.

En una modalidad, la etanolamina que comprende "C es una molécula de trazabilidad.

En una modalidad, una o mas etapas seleccionadas de las etapas a), b), c) y d) se realizan en una solucién acuosa.
Una solucién acuosa adecuada puede ser, por ejemplo, un tampén fosfato acuoso que tiene un pH de aproximadamente
6 a 8.

En una modalidad, todas las etapas a)-d) se realizan en una solucién acuosa.

El anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, contiene, tipicamente, al menos un grupo amino,
tal como el grupo amino N-terminal y/o el grupo amino de un residuo de lisina. En la etapa d), los grupos aldehido del
BSH-dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c) pueden reaccionar, por lo tanto, con el al menos
un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este.

En una modalidad, el grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, es el grupo
amino de un residuo de lisina del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este.

En una modalidad, el BSH-dextrano escindido oxidativamente se hace reaccionar con el anticuerpo anti-EGFR1 o un
fragmento de unién al EGFR1 de este, mediante la incubacion del BSH-dextrano escindido oxidativamente y el
anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, a temperatura ambiente en tampdn fosfato acuoso
que tiene un pH de aproximadamente 6 a 8, en la etapa d).

El conjugado puede purificarse, por ejemplo, mediante filtracion en gel, por ejemplo, como se describié en el Ejemplo 4.

Ademas, en la presente descripcion se describe la produccion de anticuerpos anti-EGFR1 o fragmentos de union al
EGFR1 de estos, en células huésped procariotas. En comparacién con otros sistemas de produccién de polipéptidos,
las bacterias, particularmente E. coli, ofrecen muchas ventajas Unicas. Las materias primas usadas (es decir, las células
bacterianas) son econémicas y faciles de cultivar, lo que reduce el costo de los productos. Los huéspedes procariotas
crecen mucho mas rapido que, por ejemplo, las células de mamiferos, lo que permite un analisis mas rapido de las
manipulaciones genéticas. El tiempo de generacion mas corto y la facilidad del escalado, ademas, hacen que la
fermentacion bacteriana sea un medio mas atractivo para la producciéon de proteinas en grandes cantidades. La
estructura gendmica y la actividad biolégica de muchas especies bacterianas, que incluye E. coli, se han estudiado a
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profundidad y existe una amplia gama de vectores adecuados disponibles, lo que hace que la expresion de un
anticuerpo deseable sea mas conveniente. La expresion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en sistemas
procariotas puede realizarse en diferentes escalas. Los cultivos en frascos de agitacion (en el intervalo de 2-5 litros),
tipicamente, generan menos de 5 mg/litro de los productos (por ejemplo, fragmento de anticuerpo) mientras que pueden
obtenerse escalas de 50-300 mg/litro en los sistemas de fermentacion.

Ademas, las células huésped procariotas pueden permitir la producciéon de anticuerpos anti-EGFR aglicosilados o
fragmentos de unién al EGFR1 de estos.

En una modalidad, la célula huésped procariota comprende uno o mas polinucleétidos codificantes de
i) una region variable de la cadena ligera y
ii) una region variable de cadena pesada

de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este. El término "uno o mas polinucleétidos" puede
referirse a dos 0 mas polinucleétidos o moléculas de polinucleétidos que pueden o no unirse covalentemente, directa o
indirectamente a través de una o mas secuencias. Por ejemplo, los dos o mas polinucleétidos pueden estar
comprendidos en un casete de expresion o en un vector. Los dos o mas polinucleétidos pueden, como ejemplo,
fusionarse, directa o indirectamente, para codificar una proteina de fusién que comprende tanto la region variable de la
cadena ligera como la region variable de la cadena pesada. Ademas, pueden estar comprendidos en dos casetes o
vectores de expresion separados. El término "uno o mas polinucleétidos” puede referirse, ademas, a una Unica molécula
de polinucledtido continua que comprende uno o mas polinucleétidos o tramos de polinucleétidos codificantes de la
region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-EGFR1 o un
fragmento de unién al EGFR1 de este.

En una modalidad, la célula huésped comprende un polinucleétido de acuerdo con una o mas modalidades descritas en
esta descripcion codificante de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este. La célula
huésped puede comprender uno o mas polinucleétidos que codifican colectivamente el anticuerpo anti-EGFR1 o un
fragmento de unién al EGFR1. Un vector puede ser de cualquier tipo, por ejemplo, un vector recombinante tal como un
vector de expresion.

Puede usarse cualquiera de una variedad de células huésped procariotas.
En una modalidad, la célula huésped procariota es una célula de E. coli.

En una modalidad, el uno o mas polinucledtidos codificantes de la region variable de la cadena ligera y de la region
variable de la cadena pesada son optimizados por codones para la célula huésped, tal como una célula de E. coli.

En una modalidad, la célula huésped procariota comprende un unico polinucleétido continuo codificante de la region
variable de la cadena ligera y de la regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de
unioén al EGFR1 de este. Tal polinucleétido continuo puede ser dicistrénico o policistrénico.

En una modalidad, la célula huésped procariota comprende un polinucleétido codificante de una region variable de
cadena ligera de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, y otro polinucleétido codificante
de una region variable de cadena pesada de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este.

En una modalidad, la region variable de la cadena ligera esta precedida por un péptido sefal. Por lo tanto, el
polinucledtido codifica el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera y la regién variable de la
cadena ligera. El péptido sefial puede preceder inmediatamente a la region variable de la cadena ligera, o puede haber
un tramo de secuencia entre el péptido sefial y la regiéon variable de la cadena ligera. El péptido sefial puede
seleccionarse del grupo que consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll. El péptido sefial, ademas, puede
seleccionarse del grupo que consiste en ompA, pelB, stll y stll. Estos péptidos sefial pueden permitir rendimientos
particularmente altos en la produccién del anticuerpo o fragmento en una célula huésped procariota, tal como E. coli.

En una modalidad, la region variable de la cadena pesada esta precedida por un péptido sefial. El péptido sefal puede
seleccionarse del grupo que consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll. El péptido sefial, ademas, puede
seleccionarse del grupo que consiste en ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, la regioén variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada estan precedidas por
un péptido sefial.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera es diferente del péptido sefal
que precede a la region variable de la cadena pesada.
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En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera y a la region variable de la
cadena pesada se seleccionan independientemente del grupo que consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera y a la region variable de la
cadena pesada se seleccionan independientemente del grupo que consiste en ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la regién variable de la cadena ligera es el mismo que el péptido
sefial que precede a la regién variable de la cadena pesada, y en donde el péptido sefial se selecciona del grupo que
consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la regién variable de la cadena ligera es el mismo que el péptido
sefial que precede a la regién variable de la cadena pesada, y en donde el péptido sefial se selecciona del grupo que
consiste en ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, la region variable de la cadena ligera esta precedida por el péptido sefial pelB y la region variable de
la cadena pesada esta precedida por el péptido sefial ompA.

En una modalidad, la region variable de la cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada estan precedidas por
el péptido seial stll.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8 y la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8 o una
secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98, % o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 8, y la secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 9 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98, % o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucledtido codificante de una regidon variable de cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8 y el polinucleétido codificante de una region variable de la cadena pesada
comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucledtido codificante de una regién variable de la cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 8, y el polinucleétido codificante de una region variable de cadena pesada comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica
ala SEQID NO: 9.

En una modalidad, la célula huésped procariota comprende uno o mas polinucleétidos codificantes de

i) una cadena ligera 'y

ii) una cadena pesada de un fragmento de union anti-EGFR1 de un anticuerpo.

En una modalidad, el uno o mas polinucledtidos codifican un fragmento de unién anti-EGFR1 que es un Fab o un scFv.

En una modalidad, el polinucleétido codificante de la cadena ligera comprende o consiste en la secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 10, y el polinucleétido codificante de la secuencia de cadena pesada comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el polinucleétido codificante de la cadena ligera comprende o consiste en la secuencia establecida
enla SEQ ID NO: 10, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 10, y
el polinucledtido codificante de la secuencia de la cadena pesada comprende o consiste en la secuencia establecida en
la SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94
%, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el uno o mas polinucleétidos comprenden o consisten en la secuencia de la cadena ligera
establecida en la SEQ ID NO: 10 y la secuencia de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el uno o mas polinucleétidos comprenden o consisten en la secuencia de la cadena ligera

establecida en la SEQ ID NO: 10 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93
%, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779974 T3

ID NO: 10, y la secuencia de la cadena pesada establecida en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos 90 %,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, la célula huésped comprende un polinucleétido que comprende o que consiste en la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93
%, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ
ID NO: 12.

En una modalidad, la célula huésped comprende un polinucleétido que comprende o que consiste en la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 13 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93
%, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ
ID NO: 13.

En una modalidad, la célula huésped comprende una proteina chaperona y/o uno o mas polinucleétidos codificantes de
una proteina chaperona. La proteina chaperona puede ser una proteina chaperona procariota, tal como las proteinas
Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, FkpA y/o DsbG.

En una modalidad, la proteina chaperona se sobreexpresa en la célula huésped.
En una modalidad, la proteina chaperona es DsbA y/o DsbC.

En una modalidad, la proteina chaperona se selecciona del grupo que consiste en DnaK, DnaJ, GrpE, Skp, FkpA,
GroEL, y GroES.

En una modalidad, la proteina chaperona es Skp.

El término "célula huésped procariota”, como se usa en la presente descripcion, pretende referirse a una célula
procariota que se ha alterado genéticamente, o que puede alterarse genéticamente mediante la introducciéon de un
polinucledtido exdgeno, tal como un plasmido o vector recombinante. Debe entenderse que tales términos pretenden
referirse no solo a la célula sujeto particular sino a la progenie de tal célula. Debido a que pueden producirse
determinadas modificaciones en generaciones sucesivas debido a mutaciones o a influencias ambientales, tal progenie
de hecho, puede no ser idéntica a la célula parental, pero aun asi se incluye dentro del alcance del término "célula
huésped procariota" como se usa en la presente descripcion.

Las células huésped procaridticas se transfectan y se transforman, preferentemente, con los polinucleétidos descritos
anteriormente codificantes del anticuerpo anti-EGFR1 o los fragmentos de unién al EGFR1 de estos, por ejemplo, en
vectores de expresion o clonacién y se cultivan en medios de nutrientes convencionales modificados segun sea
apropiado para inducir promotores, seleccionar los transformantes, o amplificar los genes codificantes del anticuerpo
deseado o las secuencias de fragmentos de anticuerpos. Los promotores adecuados para usar con huéspedes
procariotas incluyen el promotor PhoA, los sistemas de promotores de 3-lactamasa y lactosa, un sistema de promotor de
triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tac o el trc. Sin embargo, otros promotores que son
funcionales en bacterias (tales como otras bacterias conocidas) también son adecuados. Sus secuencias de nucleétidos
se han publicado, lo que permite a un experto calificado ligarlas operativamente a cistrones codificantes de las cadenas
ligeras y pesadas diana (Siebenlist y otros, (1980) Cell 20: 269) mediante el uso de conectores o adaptadores para
proporcionar cualquier sitio de restriccion requerido.

En una modalidad, el uno o mas polinucleétidos son conducidos por, es decir, unidos operativamente a, un promotor
seleccionado independientemente del grupo que consiste en T7, T5, y Rham.

En una modalidad, uno o mas polinucleétidos son conducidos por el promotor T7.Las células huésped procariotas
usadas para producir los anticuerpos anti-EGFR1 o los fragmentos de union al EGFR1 de estos, pueden cultivarse
como se describe generalmente en el manual de laboratorio “Molecular Cloning” (Michael Green and Joseph Sambrook;
cuarta edicion; Cold Spring Harbour Laboratory Press; 2012). Las células huésped procariotas adecuadas para expresar
anticuerpos descritos en la presente descripcion incluyen Archaebacteria y Eubacteria, tales como organismos
gramnegativos o grampositivos. Los ejemplos de bacterias Utiles incluyen Escherichia (por ejemplo, E. coli), Bacilos (por
ejemplo, B. subtilis), Enterobacterias, especies de Pseudomonas (por ejemplo, P. aeruginosa), Salmonella typhimurium,
Serratia marcescans, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, o Paracoccus. En una modalidad, se usan
células gramnegativas. En una modalidad, las células de E. coli se usan como huéspedes como se describi6é en la
presente descripcion. Los ejemplos de cepas de E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular
Biology, vol. 2 (Washington, DC: American Society for Microbiology, 1987), pags. 1190-1219; ATCC Deposito Num.
27,325) y derivados de estas, que incluyen la cepa 33D3 que tiene el genotipo W3110AfhuA (AtonA) ptr3 lac Iq lacL8
Aomp TA(nmpc-fepE) degP41 kanR (patente de los EE.UU. nim. 5 639 635) y las cepas 63C1 y 64B4. Ademas, son
adecuadas otras cepas y derivados de estas, tales como E. coli 294 (ATCC 31 446), E. coli B, E. coli, 1776 (ATCC 31
537) y E. coli RV308 (ATCC 31 608). Estos ejemplos son ilustrativos mas que limitativos. En general, puede ser
necesario seleccionar las bacterias apropiadas teniendo en cuenta la capacidad de replicacion del replicon en las
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células de una bacteria. Por ejemplo, las especies de E. coli pueden usarse adecuadamente como el huésped cuando
se usan plasmidos bien conocidos tales como pBR322, pBR325, pACYC 177, o pKN410 para proporcionar el replicon.
Tipicamente, la célula huésped puede secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas, y pueden incorporarse,
convenientemente, inhibidores de proteasa adicionales en el cultivo celular.

En una modalidad, la célula huésped es deficiente para una o mas enzimas proteoliticas.

En una modalidad, la enzima proteolitica se selecciona del grupo que consiste en Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp,
Proteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI, y Lon.

Después de la transformacion, las células procariotas usadas para producir los anticuerpos anti-EGFR1 o los
fragmentos de unién al EGFR1 de estos, se cultivan en medios conocidos en la técnica y adecuados para el cultivo de
las células huéspedes seleccionadas. Los ejemplos de medios adecuados incluyen caldo Luria (LB), caldo Terrific (TB) y
medios sintéticos Minimos mas suplementos nutritivos tales como extracto de levadura, hidrolizado de soja y otros
hidrolizados vegetales. En algunas modalidades, los medios contienen, ademas, un agente de seleccion, que se escoge
en funcion de la construccion del vector de expresion, para permitir selectivamente el crecimiento de las células
procariotas que contienen el vector de expresion. Por ejemplo, la ampicilina se afiade a los medios para el crecimiento
de células que expresan el gen resistente a la ampicilina. Cualquier suplemento necesario, ademas de las fuentes de
carbono, nitrégeno, y fosfato inorganico, puede incluirse en concentraciones apropiadas, introducido solo o como una
mezcla con otro suplemento o medio, tal como una fuente compleja de nitrégeno. Opcionalmente, el medio de cultivo
puede contener uno o mas agentes reductores seleccionados del grupo que consiste en glutation, cisteina, cistamina,
tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.

Las células huésped procariotas se cultivan a temperaturas adecuadas. Para el crecimiento de E. coli, por ejemplo, la
temperatura preferida varia de aproximadamente 20°C a aproximadamente 39°C. El pH del medio puede ser cualquier
pH que varie de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, principalmente en dependencia del organismo huésped.
Para E. coli, el pH es, preferentemente, de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,4, y con mayor preferencia de
aproximadamente 7,0. Si se usa un promotor inducible en el vector de expresion, se induce la expresion de proteina del
anticuerpo anti-EGFR1 o del fragmento de unién al EGFR1 en condiciones adecuadas para la activacion del promotor.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 o el fragmento de unién al EGFR1 de este, se secretan y se recuperan del
periplasma de las células huéspedes procariotas. La recuperacion de proteinas generalmente implica la ruptura del
microorganismo, generalmente por medios tales como shock osmético, sonicacion o lisis. Una vez que las células se
rompen, los restos celulares o las células completas pueden eliminarse mediante centrifugacion o filtracion. Las
proteinas pueden purificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante cromatografia de resina de afinidad o columnas de
proteina L adecuadas para la purificacion de fragmentos Fab. Alternativamente, las proteinas pueden transportarse a los
medios de cultivo y aislarse a partir de estos. Las células pueden eliminarse del cultivo y el sobrenadante del cultivo
puede filtrarse y concentrarse para la purificacion adicional de las proteinas producidas. Los polipéptidos expresados
pueden aislarse e identificarse adicionalmente mediante el uso de métodos comunmente conocidos tales como
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y ensayo de transferencia Western.

En un aspecto, la produccion del anticuerpo anti-EGFR1 o fragmento de unién al EGFR1 se realiza a gran escala
mediante un proceso de fermentacion. Diversos procedimientos de fermentacién a gran escala en lotes alimentados
estan disponibles para la produccion de proteinas recombinantes. Las fermentaciones a gran escala tienen al menos
500 litros de capacidad. Estos fermentadores usan impulsores agitadores para distribuir oxigeno y nutrientes,
especialmente glucosa (la fuente preferida de carbono/energia). La fermentacion a pequefia escala se refiere
generalmente a la fermentacion en un fermentador que no tiene mas de aproximadamente 100 litros de capacidad
volumeétrica y puede variar de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 100 litros.

En un proceso de fermentacion, la induccion de la expresion de proteinas se inicia, tipicamente, después que las células
se han cultivado en condiciones adecuadas hasta lograr una densidad conveniente, por ejemplo, una ODsso de
aproximadamente 180-220, etapa en que las células se encuentran en la fase estacionaria temprana. Pueden usarse
una variedad de inductores, de acuerdo con la construccion del vector empleado, como se conoce en la técnica y se
describié anteriormente. Las células pueden crecer durante periodos mas cortos antes de la induccién. Las células
generalmente se inducen durante aproximadamente 12-50 horas, aunque puede usarse un tiempo de induccién mas
largo o mas corto.

Para mejorar el rendimiento de produccion y la calidad del anticuerpo anti-EGFR1 o los fragmentos de unién al EGFR1,
pueden modificarse diversas condiciones de fermentacion. Por ejemplo, para mejorar el ensamblaje y el plegamiento
correcto de los polipéptidos de los anticuerpos secretados, pueden usarse vectores adicionales que sobreexpresan
proteinas chaperonas, tales como las proteinas Dsb (DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, y/o DsbG), Skp o FkpA (un peptidilprolil
cis, trans -isomerasa con actividad de chaperona) para co-transformar las células procariotas huéspedes. Se ha
demostrado que las proteinas chaperonas facilitan el plegamiento y la solubilidad adecuados de las proteinas
heterdélogas producidas en las células huéspedes bacterianas. Chen y otros, (1999) J. Biol. Chem. 274:19601-19605;
Georgiou y otros, patente de los EE.UU. num. 6 083 715; Georgiou y otros, patente de los EE.UU. num. 6 027 888;
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Bothmann y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-17105; Ramm y Pluckthun, (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-
17113; Arie y otros, (2001) Mol. Microbiol. 39: 199-210.

En una modalidad, las chaperonas tales como DnaK/DnaJ/GrpE, Skp, Skp/FkpA, GroEL/GroES se expresan en la célula
huésped bacteriana tal como E. coli.

Para minimizar la protedlisis del anticuerpo anti-EGFR1 o los fragmentos de union al EGFR1 expresados
(especialmente aquellos que son sensibles proteoliticamente), pueden usarse determinadas cepas huésped deficientes
en enzimas proteoliticas. Por ejemplo, las cepas de la célula huésped pueden modificarse para efectuar mutaciones
genéticas en los genes codificantes de proteasas bacterianas conocidas tales como Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp,
Proteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI, y combinaciones de estas. Algunas cepas de E. coli deficientes en
proteasa estan disponibles y se describen en, por ejemplo, Joly y otros, (1998), supra; Georgiou y otros, Patente de
EE.UU. nim. 5 264 365; Georgiou y otros, Patente de EE.UU. nim. 5 508 192; Hara y otros, Microbial Drug Resistance,
2:63-72 (1996).

En una modalidad, las cepas de E. coli deficientes en enzimas proteoliticas y transformadas con plasmidos que
sobreexpresan una o mas proteinas chaperonas se usan como células huésped en el sistema de expresion descrito en
la presente descripcion.

La purificacion de anticuerpos anti-EGFR1 o fragmentos de unién al EGFR1 de estos, puede lograrse mediante el uso
de métodos reconocidos en la técnica. Los siguientes procedimientos son ilustrativos de los procedimientos de
purificacién adecuados: fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad o de intercambio i6nico, precipitaciéon con
etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice o en una resina de intercambio catiénico tal como DEAE,
cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio, y filtracion en gel mediante el uso de, por ejemplo,
Sephadex G-75.

En una modalidad, la proteina A inmovilizada en una fase sdlida se usa para la purificaciéon por inmunoafinidad de los
anticuerpos anti-EGFR1.

En una modalidad, la proteina L inmovilizada en una fase sdlida se usa para la purificacion por inmunoafinidad de los
fragmentos de anticuerpo anti-EGFR1 descritos en la presente descripcion.

Como la primera etapa de purificacion, la preparacién derivada del cultivo celular, como se describié anteriormente, se
aplica sobre la fase sélida inmovilizada de proteina A o proteina L para permitir la unién especifica del anticuerpo anti-
EGFR1 a la proteina A, o del fragmento de anticuerpo anti-EGFR1, tal como el fragmento Fab, a la proteina L. Después
la fase solida se lava para eliminar los contaminantes unidos inespecificamente a la fase sélida. Finalmente, el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo se recupera de la fase sélida mediante elucion.

En una modalidad, la region variable de la cadena ligera esta precedida por el péptido sefial pelB y la region variable de
la cadena pesada esta precedida por el péptido sefial ompA; la célula huésped comprende la proteina chaperona Skp
y/o un polinucleodtido codificante de la proteina chaperona Skp; y la célula huésped es deficiente para las enzimas
proteoliticas Lon y OmpT.

En una modalidad, la regién variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada estan precedidas por
el péptido sefial stll; la célula huésped comprende la proteina chaperona Skp y/o un polinucledtido codificante de la
proteina chaperona Skp; y la célula huésped es deficiente para las enzimas proteoliticas Lon y OmpT.

Ademas, se describe un polinucleétido codificante de
i) una region variable de la cadena ligera y
ii) una region variable de cadena pesada de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este.

El término "un polinucledtido” puede referirse, en este contexto, a uno, dos o mas polinucleétidos o moléculas de
polinucleétidos que pueden o no unirse covalentemente, directa o indirectamente a través de una o mas secuencias. Por
ejemplo, los dos o mas polinucledtidos pueden estar comprendidos en un casete de expresion o en un vector. Los dos o
mas polinucledtidos pueden, como ejemplo, fusionarse, directa o indirectamente, para codificar una proteina de fusion
que comprende tanto la regidn variable de la cadena ligera como la region variable de la cadena pesada. Ademas,
pueden estar comprendidos en dos casetes o0 vectores de expresion separados. El término "un polinucleétido” puede
referirse, ademas, a una Unica molécula de polinucleétido continuo que comprende uno o mas polinucleétidos o tramos
de polinucledtidos codificantes de la region variable de la cadena ligera y de la regién variable de la cadena pesada de
un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de uniéon al EGFR1 de este.El polinucledtido puede ser dicistronico o
policistrénico.
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En una modalidad, el polinucleétido codificante de la region variable de la cadena ligera y de la region variable de la
cadena pesada es optimizado por coddn para una célula huésped. La célula huésped puede ser una célula procariota,
tal como una célula de E. col.

En una modalidad, el polinucledtido codificante de una region variable de la cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica
a la SEQ ID NO: 8. En una modalidad, el polinucledtido codificante de una regién variable de la cadena pesada
comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9 o una secuencia que es al menos 90 %, al
menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucledtido codificante de una regidon variable de cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8 y el polinucleétido codificante de una region variable de la cadena pesada
comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucledtido codificante de una region variable de la cadena ligera comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 8, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica
ala SEQ ID NO: 8, y el polinucleétido codificante de una regién variable de cadena pesada comprende o consiste en la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al
menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, a al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, el polinucledétido codifica

i) una cadena ligera 'y

ii) una cadena pesada de un fragmento de union anti-EGFR1 de un anticuerpo.

En una modalidad, el polinucleétido codifica un fragmento de unién anti-EGFR1 que es un Fab o un scFv.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia de la cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 10, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 10.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia de la cadena pesada establecida en la SEQ
ID NO: 11, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el polinucle6tido comprende o consiste en la secuencia de la cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 10 y la secuencia de la cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia de la cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 10, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 10, y la
secuencia de la cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 11, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91
%, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al
menos 99 % idéntica ala SEQ ID NO: 11.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 12, o una
secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94%, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99% idéntica a la SEQ ID NO: 12.

En una modalidad, el polinucleétido comprende o consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 13, o una
secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 13.

En una modalidad, la regién variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada estan precedidas por
un péptido sefial. Por lo tanto, el polinucledtido codifica un péptido sefial y la region variable de la cadena ligera, y un
péptido sefial y la region variable de la cadena pesada. Los dos péptidos sefial pueden seleccionarse
independientemente uno del otro, o pueden ser el mismo péptido seial.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera es diferente del péptido sefal
que precede a la regién variable de la cadena pesada.
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En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera y a la region variable de la
cadena pesada se seleccionan independientemente del grupo que consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la region variable de la cadena ligera y a la region variable de la
cadena pesada se seleccionan independientemente del grupo que consiste en ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la regién variable de la cadena ligera es el mismo que el péptido
sefial que precede a la regién variable de la cadena pesada, y en donde el péptido sefial se selecciona del grupo que
consiste en glll, malE, phoA, ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, el péptido sefial que precede a la regién variable de la cadena ligera es el mismo que el péptido
sefial que precede a la regién variable de la cadena pesada, y en donde el péptido sefial se selecciona del grupo que
consiste en ompA, pelB, stll, y stll.

En una modalidad, la region variable de la cadena ligera esta precedida por el péptido sefial pelB y la region variable de
la cadena pesada esta precedida por el péptido sefial ompA.

En una modalidad, la regién variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada estan precedidas por
el péptido seial stll.

Ademas, el polinucleétido puede unirse operativamente a, es decir, es conducido por, o comprende un promotor. El
promotor puede permitir la expresion eficiente del polinucleétido. EI promotor puede ser, ademas, un promotor inducible,
por lo que permite la expresién inducible del polinucleétido.

En una modalidad, el polinucleétido es conducido por, es decir, se une operativamente a, o comprende, un promotor
seleccionado del grupo que consiste en T7, TS y Rham.

En una modalidad, el polinucledtido es conducido por o comprende el promotor T7.En una modalidad, una célula
huésped procariota produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200
mg/L, o al menos 500 mg/L de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragamento de unién al EGFR1 de un anticuerpo anti-
EGFR1. En una modalidad, una célula E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al
menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al
EGFR1 de un anticuerpo anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100
mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un Fab anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100
mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un scFv anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 8 o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 8, y la secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 9 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica ala SEQ ID NO: 9, y la
célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200
mg/L, o al menos 500 mg/L de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de un anticuerpo anti-
EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 8 o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 8, y la secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 9 o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 9, y la
célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200
mg/L, o al menos 500 mg/L de un Fab anti-EGFR1 o un scFv anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 8y la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 9 y la célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos
50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un Fab anti-EGFR1 o un scFv anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 10, o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 10, y la secuencia de la
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 11, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92
%, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 %
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idéntica a la SEQ ID NO: 11, y la célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al
menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al
EGFR1 de un anticuerpo anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 10, o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 10, y la secuencia de la
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 11, o una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92
%, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 %
idéntica a la SEQ ID NO: 11, y la célula de E. coli produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al
menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos 500 mg/L de un Fab anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 12, o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 12, y la célula de E. coli
produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos
500 mg/L de un scFv anti-EGFR1.

En una modalidad, una célula de E. coli comprende o consiste en el polinucleétido establecido en la SEQ ID NO: 13, o
una secuencia que es al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 13, y la célula de E. coli
produce al menos 20 mg/L, al menos 30 mg/L, al menos 50 mg/L, al menos 100 mg/L, al menos 200 mg/L, o al menos
500 mg/L de un scFv anti-EGFR1.

La presente invencion se refiere, ademas, a una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo
con una o mas modalidades de la presente invencion.

La composicion farmacéutica de la presente invenciéon puede comprender, ademas, un vehiculo aceptable
farmacéuticamente. Los ejemplos de vehiculos aceptables farmacéuticamente adecuados son bien conocidos en la
técnica y pueden incluir, por ejemplo, soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones de aceite/agua,
agentes humectantes, y liposomas. Las composiciones que comprenden tales vehiculos pueden formularse mediante
métodos bien conocidos en la técnica. La composicion farmacéutica puede comprender, ademas, otros componentes
tales como vehiculos, aditivos, conservantes, otras composiciones farmacéuticas administradas simultaneamente, y
similares.

En una modalidad, la composicion farmacéutica comprende una cantidad eficaz del conjugado de acuerdo con una o
mas modalidades de la invencion.

En una modalidad, la composicidon farmacéutica comprende una cantidad con eficacia terapéutica del conjugado de
acuerdo con una o mas modalidades de la invencion.

El término "cantidad con eficacia terapéutica” o "cantidad eficaz" del conjugado debe entenderse como el régimen de
dosificacion para modular el crecimiento de células cancerosas y/o tratar la enfermedad de un paciente cuando las
células cancerosas se bombardean con radiacion de neutrones o se exponen a BNCT. La cantidad con eficacia
terapéutica puede seleccionarse de acuerdo con una variedad de factores, que incluyen la edad, el peso, el sexo, la
dieta y la afeccion médica del paciente, la gravedad de la enfermedad, y las consideraciones farmacoldgicas, tales como
la actividad, la eficacia, la farmacocinética y los perfiles de toxicologia del conjugado particular usado. La cantidad con
eficacia terapéutica puede determinarse, ademas, mediante la referencia a textos médicos estandar, tal como el
Physicians Desk Reference 2004. El paciente puede ser hombre o mujer, y puede ser un bebé, un nifio o un adulto.

El término "tratamiento" o "tratar" se usa en el sentido convencional y significa atender, cuidar y asistir a un paciente con
el objetivo de combatir, reducir, atenuar o aliviar una enfermedad o anormalidad de salud y mejorar las condiciones de
vida deterioradas por esta enfermedad, tal como, por ejemplo, con una enfermedad cancerosa.

En una modalidad, la composicion farmacéutica comprende una composicion para, por ejemplo, administracion oral,
parenteral, transdérmica, intraluminal, intraarterial, intratecal, intratumoral (i.t.) y/o intranasal o para inyeccion directa en
el tejido. La administracion de la composicion farmacéutica puede realizarse de diferentes maneras, por ejemplo,
mediante administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intratumoral, tépica o intradérmica.

La presente invencion se refiere, ademas, al conjugado de acuerdo a una o mas modalidades de la presente invencién o
la composicion farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo a una o mas modalidades de la presente
invencion para usar como un medicamento.

Ademas, se describe el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente invencion o la composicion

farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente invencion para usar
como un medicamento para la terapia de captura de neutrones de boro.
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La "terapia de captura de neutrones de boro" (BNCT) debe entenderse como una radioterapia dirigida, en donde el boro-
10 no radiactivo se irradia con neutrones térmicos de baja energia para producir particulas alfa y nucleos de litio-7. El
boro-10 no radioactivo puede dirigirse mediante su incorporacion en un farmaco de localizaciéon tumoral tal como un
conjugado de localizacion tumoral.

Ademas, se describe el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente invencion o la composicion
farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente invencion para usar
en la terapia de captura de neutrones de boro.

La presente invencion se refiere, ademas, al conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente
invencion o la composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion para usar en el tratamiento del cancer.

En una modalidad, el cancer es un cancer de cabeza y cuello.

En una modalidad, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de cabeza y cuello, leucemia, linfoma,
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer escamoso, cancer de
pulmon de células pequefas, cancer resistente a multiples farmacos y cancer testicular.

La presente invencion se refiere, ademas, al conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la presente
invencion o la composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion para usar en el tratamiento del cancer mediante la terapia de captura de neutrones de boro.

Ademas, se describe el uso del conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion en la fabricacién de un medicamento.

Ademas, se describe el uso del conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion en la fabricacién de un medicamento para la terapia de captura de neutrones de boro.

Se describe, ademas, el uso del conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En una modalidad, el cancer es un cancer de cabeza y cuello.

En una modalidad, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de cabeza y cuello, leucemia, linfoma,
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer escamoso, cancer de
pulmon de células pequefas, cancer resistente a multiples farmacos y cancer testicular.

Ademas, se describe el uso del conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la
presente invencion en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer mediante terapia de captura de
neutrones de boro.

En una modalidad, el medicamento es para el tratamiento intratumoral del cancer de cabeza y cuello mediante terapia
de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, el medicamento es para el tratamiento intravenoso del cancer de cabeza y cuello mediante la terapia
de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, el medicamento es para el tratamiento intratumoral e intravenoso del cancer de cabeza y cuello
mediante la terapia de captura de neutrones de boro.

Ademas, se describe un método para tratar o modular el crecimiento de células tumorales que expresan EGFR1 en un
humano, en donde el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran a un humano en una cantidad eficaz.

En una modalidad, el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran a un humano en una cantidad eficaz en la terapia de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, la concentracion de boro se analiza en células tumorales después de administrar el conjugado o la
composicion farmacéutica.

En una modalidad, la concentracién de boro se analiza en sangre después de administrar el conjugado o la composicion
farmacéutica.
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En una modalidad, la concentraciéon de boro se analiza en el musculo, o en otro tejido no tumoral, después de
administrar el conjugado o la composicién farmacéutica.

La concentracion de boro en células tumorales, en sangre o en ambas puede analizarse o medirse, por ejemplo,
mediante espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) o espectroscopia de emision atémica
de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) (por ejemplo, Ejemplo 9). Estos métodos miden la cantidad (en moles) o
la concentracion de atomos de boro en la muestra.

Ademas, la concentracion de boro en las células tumorales, en la sangre o en ambas puede analizarse o medirse
indirectamente, por ejemplo, mediante el uso de una modalidad del conjugado que comprende una molécula de
trazabilidad y mediante analisis o medidas de la concentracién de la molécula de trazabilidad. Por ejemplo, si la
molécula de trazabilidad es fluorescente o radioactiva, la fluorescencia o radioactividad de la molécula de trazabilidad
puede medirse o visualizarse.

En una modalidad, la concentracion de boro se analiza en células tumorales y en sangre después de administrar el
conjugado o la composicion farmacéutica, y la relacion de la concentracion de boro en células tumorales con respecto a
la concentracién de boro en sangre es mayor que 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 15:1,
20:1, 30:1, 40:1, 50:1, 60:1, 70:1, 80:1, 90:1, 100:1, 110:1, 120:1, 130:1, 140:1, 150:1, 200:1, 210:1, 220:1, 230:1, 240:1,
0 250:1.

En una modalidad, la concentracién de boro se analiza en células tumorales y en un musculo, o en otro tejido no
tumoral, después de administrar el conjugado o la composicién farmacéutica, y la relaciéon de la concentracion de boro
en células tumorales con respecto a la concentracion del boro en un musculo u otro tejido no tumoral es mayor que 1:1,
2:1, 31, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 15:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1, 60:1, 70:1, 80:1, 90:1, 100:1,
110:1, 120:1, 130:1, 140:1, 150:1, 200:1, 210:1, 220:1, 230:1, 240:1, o0 250:1.

En una modalidad, la relacién de la concentracién de boro en células tumorales con respecto a la concentracion de boro
en sangre, en un musculo o en otro tejido no tumoral es la relacién molar de atomos de boro en células tumorales con
respecto a los atomos de boro en sangre, en un musculo o en otro tejido no tumoral.

Ademas, se describe un método para modular el crecimiento de una poblacion celular que expresa la proteina EGFR1,
en donde el método comprende la etapa de

poner en contacto el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la invencién o la composicion farmacéutica
de acuerdo con una o mas modalidades de la invencién con la poblacién celular que expresa la proteina EGFR1.

En una modalidad, la poblacion celular que expresa la proteina EGFR1 es una poblacién de células cancerosas o una
poblacién de células tumorales.

En este contexto, el término "una poblacién de células cancerosas" debe entenderse como una referencia a una o mas
poblaciones de células cancerosas.

El conjugado puede ponerse en contacto in vitro, in vivo y/o ex vivo con la poblacion celular, por ejemplo, células
cancerosas, que incluyen, por ejemplo, cancer de sangre, plasma, pulmén, mama, colon, prostata, rifién, pancreas,
cerebro, huesos, ovarios, testiculos y érganos linfaticos; con mayor preferencia cancer de pulmoén, colon, prostata,
plasma, sangre o colon; "La modulacion del crecimiento de las poblaciones de células cancerosas" incluye la inhibicion
de la proliferacion de poblaciones de células que se dividen para producir mas células; reducir la tasa de aumento en la
divisién celular en comparacion, por ejemplo, con células no tratadas; destruir poblaciones de células; y/o evitar que las
poblaciones celulares (tales como las células cancerosas) hagan metastasis. El crecimiento de las poblaciones celulares
puede modularse in vitro, in vivo o ex vivo.

En una modalidad, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de cabeza y cuello, leucemia, linfoma,
cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer escamoso, cancer de
pulmén de células pequefas, cancer resistente a multiples farmacos y cancer testicular.

Ademas, se describe un método para tratar y/o modular el crecimiento y/o la profilaxis de células tumorales en
humanos, en donde el conjugado o la composicién farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administra a un humano en una cantidad eficaz.

En una modalidad, la cantidad eficaz es una cantidad con eficacia terapéutica.

En una modalidad, el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran a un humano en una cantidad eficaz en la terapia de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, las células tumorales se seleccionan del grupo que consiste en células de leucemia, células de
linfoma, células de cancer de mama, células de cancer de prostata, células de cancer de ovario, células de cancer
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colorrectal, células de cancer gastrico, células de cancer escamoso, células de cancer de pulmoén de células pequefias,
células de cancer de cabeza y cuello, células de cancer resistentes a multiples farmacos, y células de cancer testicular,
células de cancer metastasico, avanzado, resistentes a farmacos u hormonas, resistentes a miltiples farmacos, y
versiones de estas.

Ademas, se describe un método para tratar el cancer en humanos, en donde el conjugado o la composicion
farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencién se administran a un humano en una cantidad
eficaz.

En una modalidad, el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o0 mas modalidades de la invencion
se administran a un humano en una cantidad eficaz en la terapia de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, la cantidad eficaz es una cantidad con eficacia terapéutica.

En una modalidad, el conjugado o la composicién farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran por via intravenosa a un humano en una cantidad con eficacia terapéutica en la terapia de captura de
neutrones de boro.

En una modalidad, el conjugado o la composicién farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran intratumoralmente a un humano en una cantidad con eficacia terapéutica en la terapia de captura de
neutrones de boro.

En una modalidad, el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion
se administran intratumoral e intravenosamente a un humano en una cantidad con eficacia terapéutica en la terapia de
captura de neutrones de boro.

En una modalidad, el conjugado o la composicion farmacéutica de acuerdo con una o0 mas modalidades de la invencion
se administran intratumoralmente en el tumor de cabeza y cuello en una cantidad con eficacia terapéutica en la terapia
de captura de neutrones de boro.

En una modalidad, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de cabeza y cuello, leucemia, linfoma,
cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer escamoso, cancer de
pulmon de células pequefas, cancer resistente a multiples farmacos y cancer testicular.

En una modalidad, el conjugado o la composicidon farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades comprende un
anticuerpo anti-EGFR1 o fragmento de unidn al EGFR1 de este, que se obtiene mediante un método que comprende

cultivar la célula huésped procariota de acuerdo con una o mas modalidades; y
aislar y/o purificar el anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este.

En una modalidad, el anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, del conjugado o la
composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas modalidades comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 14 o SEQ ID NO: 15.

Ademas, se describe un método para tratar o modular el crecimiento de células tumorales que expresan EGFR1 en un
ser humano, en donde el conjugado de acuerdo con una o mas modalidades o la composicion farmacéutica de acuerdo
con una o mas modalidades se administran a un humano en una cantidad eficaz.

Las modalidades de la invenciéon descritas anteriormente en la presente descripcion pueden usarse en cualquier
combinacion entre si. Varias de las modalidades pueden combinarse entre si para formar una modalidad adicional de la
invencion. Un producto, un uso o un método con el que se relaciona la invencién pueden comprender al menos una de
las modalidades de la invencion descritas anteriormente en la presente descripcion.

El conjugado de acuerdo una o mas modalidades de la invencion tiene varias propiedades ventajosas.

El conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la invencién es relativamente no tdxico en ausencia de
irradiacion de neutrones de baja energia y tiene baja antigenicidad.

Contiene una gran cantidad de atomos de boro-10 por molécula del conjugado. Ademas, exhibe una solubilidad acuosa
relativamente buena.

El conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion, ademas, exhibe una buena farmacocinética.

Tiene una retencion adecuada en la sangre, una alta absorcién en las células a las que se dirige y una baja absorcion
en las células y 6rganos a los que no se dirige.
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Su proceso de produccion es relativamente simple y puede realizarse en soluciones acuosas.

El conjugado de acuerdo con una o mas modalidades de la invencion es suficientemente estable frente a la degradacion
quimica o bioquimica durante la fabricacion o en condiciones fisiologicas, por ejemplo, en sangre, suero, plasma o
tejidos.

EJEMPLOS

A continuacion, la presente invencién se describira con mas detalle. Ahora se hara referencia en detalle a las
modalidades de la presente invencion, cuyos ejemplos se ilustran en los dibujos adjuntos. La descripcion mas abajo
describe algunas modalidades de la invencion con tal detalle que una persona experta en la técnica puede utilizar la
invencion basandose en la descripcion. No todas las etapas de las modalidades se discuten en detalle, ya que muchas
de las etapas seran obvias para el experto en la técnica basandose en esta descripcion.

EJEMPLO 1. Alilacion del dextrano

Se disolvieron 200 mg de Dextrano 70 kD (Sigma) en 2 mL de NaOH 0,6 M. Se afiadieron 250 pl de bromuro de alilo
(Sigma), y la reaccion se dejé continuar durante 3 horas a 60 °C. La mezcla de reaccién se neutralizé después con
acido acético 1 My el producto se aislé mediante precipitacion con 10 volimenes de acetona fria (-20 °C). El precipitado
se recolectd por centrifugacion y se lavo dos veces con acetona. El dextrano alilado (Esquema 1) se sometio a analisis
de "H-NMR, que mostrd que el nivel de alilacion era de aproximadamente 36 %.
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HO HO
OH OH
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H2CV\Br o
o o
HO _ = HO
HO o
OH HpC= OH
o o
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HO HO
HO HO
OH OH
o
o e o
HO L0
HO HO
OH OH
R R

Esquema 1. Alilacion del dextrano mediante el uso de bromuro de alilo.
EJEMPLO 2. Adicion de BSH al alil dextrano

Se preparé 50 mg de alilo dextrano 70 kD como se describid en el Ejemplo 1, persulfato de amonio 50 mg y borocaptato
de sodio 50 mg (BSH; Katchem Ltd, Republica Checa) se disolvieron en 0,5 mL H»O.

La reaccion se dejo proceder durante 2 horas a 50 °C. El producto de reaccion, BSH-dextrano (Esquema 2), se aislé con
ultrafiltracion mediante el uso de un filtro centrifugo (Amicon, corte de 10K). El andlisis de '"H-NMR mostré que, en
promedio, 100 unidades de BSH se unieron al alil dextrano, lo que corresponde a 1200 atomos de boro por cadena del
dextrano (Fig. 1). Con modificaciones menores, por ejemplo, mediante el uso de un nivel de alilacion mas bajo en el
dextrano, se obtuvo BSH dextrano con aproximadamente 900 boros u 800 boros por cadena del dextrano.
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Esquema 2. Adicién de borocaptato de sodio al alil dextrano en una reaccién catalizada por persulfato.

Al variar la cantidad de BSH y persulfato en la reaccion descrita anteriormente, fue posible preparar BSH-dextranos con
un nivel de BSH claramente inferior: 1) En una reaccion que contenia 20 mg de alil dextrano, 15 mg de persulfato de
amonio y 15 mg de BSH, se encontré que el BSH-dextrano aislado contenia aproximadamente 700 atomos de boro por
cadena del dextrano. 2) En una reaccién que contenia 20 mg de alil dextrano, 10 mg de persulfato de amonio y 10 mg
de BSH, se encontré que el BSH-dextrano aislado contenia aproximadamente 560 atomos de boro por cadena del
dextrano. 3) En una reaccion que contenia 20 mg de alil dextrano, 5 mg de persulfato de amonio y 5 mg de BSH, se
descubrié que el BSH-dextrano aislado contenia aproximadamente 360 atomos de boro por cadena del dextrano.

EJEMPLO 3. Oxidacion del BSH-dextrano

Se disolvieron 50 mg del BSH-dextrano, preparado como se describié en el Ejemplo 2, en 3 mL de NalO4 25 mM en
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5. El tubo de reaccién se cubrié con papel de aluminio y se incubd a temperatura ambiente
durante toda la noche. El producto de reaccion, BSH-dextrano oxidado (Esquema 3), se aislé con ultrafiltracion mediante
el uso de un filtro centrifugo (Amicon, corte de 10K).
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Esquema 3. Oxidaciéon del BSH-dextrano mediante el uso de periodato de sodio.
EJEMPLO 4. Conjugacion del BSH-dextrano oxidado al Fab/F(ab’)2 anti-EGFR1

Se mezclaron 2 mg (40 nmol) del Fab anti-EGFR1 en 2 mL de solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) con 5,1 mg
(60 nmol) del BSH-dextrano oxidado (Ejemplo 3) en 1,6 mL de PBS. La reaccion se dejo proceder durante toda la noche
a temperatura ambiente. A la reaccion se afiadieron 400 pul de NaCNBHs 0,5 M para estabilizar los vinculos aldehido-
lisina y la reaccion se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadieron 800 pl de etanolamina-HCI 0,2 M
pH 8 y la reaccioén se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Para estabilizar la proteccion con etanolamina se
afiadieron 400 yl de NaCNBHj3 0,5 M y la reaccion se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente. Los reactivos de
bajo peso molecular se eliminaron mediante una unidad de filtro centrifugo Amicon (MWCO 30K) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, mediante el uso de PBS como eluyente de lavado.

Se mezclaron 2 mg (40 nmol) del F(ab')2 anti-EGFR1 en 2 mL de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con 2,56

mg (30 nmol) del BSH-dextrano oxidado (Ejemplo 3) en 1,6 mL de PBS. El conjugado se estabilizd, se protegio y se
purific6 mediante ultrafiltracién como anteriormente.
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Ambos conjugados se analizaron mediante el purificador Akta (GE Healthcare) con una columna de filtracion de gel
SEC-3000 Yarra de 3 ym (300 x 7,8 mm; Phenomenex) mediante el uso de acetonitrilo al 10 % (ACN)-50 mM Tris-HCI,
pH 7,5 como el tampdn de elucion (Figura 2).

EJEMPLO 5. Generacion del Fab y -F(ab')2 anti-EGFR1 y fragmentos Fab y -F(ab’)2 de control

Se generaron fragmentos Fab y F(ab')2 a partir de cetuximab comercial (Erbitux, Roche) o de cetuximab producido en
células CHO (kit Freedom CHO-S, Invitrogen). El kit Freedom CHO-S (Life Technologies) se us6 para el desarrollo de
lineas celulares estables que producen cetuximab. El trabajo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las secuencias de nucledtidos optimizadas codificantes de las secuencias de la cadena pesada y ligera se adquirieron
de GeneArt (Life Technologies) y se clonaron por separado en vectores de expresion pCEP4 (Life Technologies). Para
la expresion estable, las células FreeStyle™ CHO-S se transfectaron con vectores de cadena ligera y de cadena pesada
1:1 linealizados. Los transfectantes se seleccionaron con puromicina y metotrexato, después de lo cual el aislamiento
del clon se realiz6 mediante clonacién por dilucién limitante. Las lineas celulares clonadas se escalaron y se evaluaron
para determinar la productividad.

Se generaron fragmentos -Fab y -F(ab’)2 Control a partir de omalizumab comercial (anti-IgE) (Xolair, Novartis).

Los fragmentos del Fab anti-EGFR1 se prepararon mediante la digestion del anticuerpo con papaina inmovilizada
(Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con modificaciones menores. La relacién enzima a sustrato que
se uso fue 1:60 (p/p) y el tiempo de incubacion fue de 7 horas. Los fragmentos Fab se separaron de los fragmentos IgG
y Fc no digeridos con una columna de proteina A inmovilizada (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Los fragmentos F(ab’)2 anti-EGFR1 se prepararon mediante la digestion del anticuerpo con FraglT MaxiSpin (Genovis)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante o con la enzima Fabricator (Genovis) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, con modificaciones menores. La digestion enzimatica con la enzima Fabricator se realizé6 con 120
unidades de enzima por mg de anticuerpo en tampén de fosfato de sodio 50 mM, pH 6,6 y el tiempo de incubacioén fue
de 1 hora a +37 °C. Los fragmentos F(ab')2 se purificaron con una columna de proteina L HiTrap inmovilizada (GE
Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El tampdn de reaccion se cambié a PBS con concentrador
Amicon Ultra (Millipore) (corte de 10 kDa).

Los fragmentos generados se identificaron con SDS-PAGE y se determind la concentracion de proteina de cada
fragmento midiendo la absorbancia UV a 280 nm.

EJEMPLO 6. Analisis por SDS-PAGE de los conjugados de boro

Los conjugados de boro de los fragmentos Fab y F(ab’)2 anti-EGFR1 se analizaron mediante el uso de SDS-PAGE para
verificar que las conjugaciones tuvieron éxito y que los fragmentos Fab o F(ab')2 no conjugados no estuvieran presentes
después de la conjugacion. La Figura 3 muestra un analisis por SDS-PAGE de los conjugados de boro Fab/F(ab')2 anti-
EGFR1 con diferentes cantidades de boro en un gel de gradiente (Bio-Rad, 4-15 %) en condiciones no reductoras
(panel A) y reductoras (panel B). Los resultados del panel A muestran que la conjugacion fue completa (o casi completa)
porque los fragmentos Fab o F(ab')2 no conjugados no eran visibles. EI BSH es una molécula cargada negativamente y
cuando se conjuga con una proteina, la velocidad de migracion de un conjugado es mas rapida en un gel de lo esperado
en funcién de su peso molecular tedrico. El ejemplo de la Figura 3 (Panel A) indica que los conjugados con alta cantidad
de boro migran mas rapido en un gel no reductor que los conjugados con menor cantidad de boro (por ejemplo,
comparar los carriles 1, 2, 4 y 6). Los resultados de la Figura 3 (Panel A) indican, ademas, que en un gel no reductor la
mayoria de los conjugados se separan en dos bandas, lo que implica que las muestras contienen una mezcla de dos
tipos diferentes de conjugados. El analisis por SDS-PAGE de los conjugados de boro en condiciones reductoras (Figura
3, panel B) muestra que en el gel en condiciones reductoras todos los conjugados Fab con diferentes cantidades de
boro migran de manera similar (Carriles 1, 2, 4, 6). Del mismo modo, los conjugados F(ab')2 reducidos con diferentes
cantidades de boro migran de forma idéntica (carriles 3, 5, 7). En general, los conjugados de boro reducidos migran mas
rapido en el gel que los conjugados no reducidos.

EJEMPLO 7. Ensayos de internalizacion in vitro de los conjugados de boro
Marcaje con AlexaFluor488 de los conjugados de boro

Se incubaron 5 pg de acido carboxilico AlexaFluor488, marcador de éster succinimidilico (Invitrogen) con 100 ug de los
conjugados de boro (Fab anti-EGFR1, F(ab')2 anti-EGFR1, AcM anti-EGFR1, Fab control, F(ab')2 control, AcM control)
0 compuestos no conjugados correspondientes durante 15 min a temperatura ambiente en un tampdén que contiene 10
pl de NaHCO3, 1 M pH 9 en 100 pl de PBS. Después de la incubacion, se elimind el exceso de marcaje mediante el
cambio del tampo6n a PBS con concentrador Amicon Ultra (Millipore) (corte de 10 kDa). La concentracion de proteina de
cada compuesto se determiné midiendo la absorbancia UV a 280 nm y el grado de marcaje se calculé de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Invitrogen).
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Marcaje con tritio de los conjugados de boro

Después de la eliminacion del disolvente de tolueno mediante evaporacion, se incubaron 100 uCi de propionato de N-
succinimidilo marcado con ftritio (Perkin EImer) con 100 pg de anti-EGFR1-Fab-BSH(800B)-Dex, anti-EGFR1-F(ab')2-
BSH(800B)-Dex, AcM anti-EGFR1 y AcM control en un tampoén que contiene 20 pl de tampdn de borato de Na 1 M, pH
8,8 en 100 pl de PBS. Se dejoé que la reaccién continuara durante toda la noche a temperatura ambiente y después se
elimind el exceso de marcaje mediante el cambio del tampén a PBS con un concentrador Amicon Ultra (limite de 10
kDa). La cantidad de radiactividad se midi6 con un contador de centelleo en presencia de un coctel de liquido de
centelleo (Ultima Gold, Perkin Elmer). La cantidad de marcaje de tritio en los compuestos se calcul6 como cpm/ug de
proteina.

Cultivo de células

Las células HSC-2 (carcinoma humano de células escamosas de la boca, JCRP Cellbank, Japén) y las células FaDu
(carcinoma humano de células escamosas de faringe, ATCC) se cultivaron en frascos T75 en medio esencial minimo de
Eagle con glutamina 2 %, suero fetal bovino 10 % y penicilina/estreptomicina 1 %. Las células HEK (rifidn embrionario
humano, ATCC) se cultivaron en frascos T75 en medio Eagle modificado de Dulbecco con glutamina 2%, suero fetal
bovino 10 % y penicilina/estreptomicina 1 %.

Ensayo de internalizacion visualizado en microscopia de fluorescencia

Las células HSC-2 (5x10*) se sembraron en un portaobjetos de camara y se dejaron crecer durante 24 horas. Después,
las células se incubaron durante 3 horas a +37 °C o a +4 °C en 100 pl de medio que contenia 10 pg/mL de conjugados
BSH marcados con AlexaFluor488. Después de la incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4 % durante 20 minutos. Se afiadié medio de montaje (reactivo antifade Prolong Gold con DAPI) y
las células se cubrieron con cubreobjetos de microscopia. Las células se fotografiaron con microscopia de fluorescencia
(Zeiss Axio Scope A1; ProgRes C5, JENOPTIK AG).

La internalizacién del anti-EGFR1-F(ab’)2 -BSH(900B)-Dex y anti-EGFR1-F(ab')2 no conjugado por la linea celular
tumoral HSC-2 se analiz6 por microscopia de fluorescencia (Figura 4). El experimento se realizé a +4 °C (los
compuestos se unen a la superficie celular pero no pueden internalizarse) y a + 37 °C (las células pueden internalizar
los compuestos unidos a la superficie). Tanto el anti-EGFR1-F(ab’)2 no conjugado como el conjugado de boro se
unieron a la superficie celular a +4 °C (paneles A y B) y se internalizaron a +37 °C (paneles C y D). De hecho, el
conjugado de boro se internaliz6 de manera mas eficiente que el anti-EGFR1-F(ab')2 no conjugado. El ensayo de
internalizacion con anti-EGFR1-Fab-BSH(900B)-Dex y EGFR1-AcM-BSH(900B)-Dex y los correspondientes anti-
EGFR1-Fab y AcM anti-EGFR1 no conjugados dieron resultados muy similares a los datos presentados en la Figura 4
(no mostrado). El efecto de la carga de boro para la internalizacién se examiné mediante el uso de conjugados de boro
anti-EGFR1-Fab-BSH-Dex y anti-EGFR1-F(ab’)2-BSH-Dex) con diferentes cantidades de boro. Los resultados indicaron
que los conjugados con mas boro se internalizaron de manera mas eficiente por las células HSC-2 que los conjugados
con baja carga de boro a +37 °C (no mostrado). Control-F(ab’)2 -BSH(900B)-Dex se internalizé solo muy débilmente (no
mostrado).

Ensayo de internalizacion (FACS)

Las células HSC-2, FaDu y HEK (2x10°) se sembraron en una placa de 24 pocillos y se dejaron crecer durante 24
horas. Después, las células se incubaron durante 3 horas a +37 °C en 300 pl de medio que contenia 5 pyg/mL de
compuestos marcados con AlexaFluor488. Después de la incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se
separaron mediante la incubaciéon con 100 pl de Tripsina-EDTA durante 10 minutos a +37 °C. Las células se
neutralizaron mediante la adicién de 300 pl de medio y se suspendieron en PBS y se analizaron mediante el uso de un
citometro de flujo (FACS LRS II). La intensidad de fluorescencia media de cada muestra se calculé6 mediante el uso del
programa informatico FACS Diva. Los datos presentados en las Tablas 1-3 se expresan como "Intensidad de
fluorescencia media normalizada" donde la intensidad de fluorescencia se normalizé con respecto al grado del marcaje
para cada compuesto.

Ensayos con FACS

La internalizacion de los conjugados de boro marcados fluorescentemente (900 atomos de boro) y fragmentos de Ac no
conjugados por la linea celular de cancer HNC humano HSC-2 se evalué mediante el uso de la FACS. Los resultados
representan los compuestos unidos a la superficie celular mas los internalizados, que ocurre cuando las células se
incubaron a +37 °C (Tabla 1). El anti-EGFR1-Fab-BSH-Dex se internaliz6 de manera mas eficiente que los otros
conjugados de boro o que el Fab anti-EGFR1- no conjugado. Otros conjugados de boro anti-EGFR1 (anti-EGFR1-
F(ab’)2-BSH-Dex y anti-EGFR1-AcM-BSH-Dex) se internalizaron igualmente bien que el anti-EGFR1-Fab y anti-EGFR1-
F(ab’)2 no conjugados. Los conjugados de boro de control-F(ab')2 y -AcM se internalizaron muy débilmente.
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Tabla 1. Union a la superficie celular e internalizacion de los conjugados de boro marcados fluorescentemente y de los
compuestos no conjugados, por las células HSC-2. El analisis se realizd mediante FACS y la intensidad de
fluorescencia se normaliz6 con respecto al grado de marcaje para cada compuesto.

HSC-2
Muestra Intensidad de fluorescencia media normalizada
Anti-EGFR1-Fab-BSH(900B)-Dex 158700
Anti-EGFR1-F(ab’)2-BSH(900B)-Dex 81100
Control-F(ab’)2-BSH(900B)-Dex 2200
Anti-EGFR1-AcM-BSH(900B)-Dex 92700
Control-AcM-BSH(900B)-Dex 8200
Anti-EGFR1-Fab 99500
Anti-EGFR1-F(ab’)2 93100
Anti-EGFR1-AcM 21300
Control-AcM 700

Los conjugados de boro con diferentes cantidades de boro (360-900 atomos de boro) se sintetizaron a partir del F(ab')2
y -Fab anti-EGFR1 para estudiar el efecto de la carga de boro en el proceso de internalizaciéon. El ejemplo muestra el
ensayo de internalizacidon con conjugados marcados con fluorescencia mediante el uso de la linea celular de cancer
humano HNC HSC-2 y una linea celular humana HEK de control. Los resultados del andlisis de citometria de flujo
representan los compuestos unidos a la superficie celular mas los internalizados, que ocurren cuando las células se
incubaron a +37 °C (Tabla 2). La internalizaciéon de todos los conjugados de boro de los fragmentos de Ac del anti-
EGFR1 fue muy similar a la analizada mediante citometria de flujo. Sin embargo, los experimentos con microscopia
revelaron que los conjugados con mas boro se internalizaron de manera mas eficiente que los conjugados con baja
carga de boro (no mostrado).

Tabla 2. Unién a la superficie celular e internalizacién de los conjugados de boro marcados con fluorescencia con
diferentes cantidades de boro por las células HSC-2 y HEK. El andlisis se realizé mediante citometria de flujo y la
intensidad de fluorescencia se normalizé con respecto al grado de marcaje para cada compuesto.

HSC-2 HEK
Muestra Intensic}ad de fluorescencia media

normalizada
Anti-EGFR1-Fab-BSH(900B)-Dex 33900
Anti-EGFR1-Fab-BSH(700B)-Dex 48300 590
Anti-EGFR1-Fab-BSH(560B)-Dex 48000 860
Anti-EGFR1-Fab-BSH(360B)-Dex 37000 470
Anti-EGFR1-F(ab’)2 -BSH(700B)-Dex 41900 600
Anti-EGFR1-F(ab’)2 -BSH(560B)-Dex 48400 530
Anti-EGFR1-F(ab’)2 -BSH(360B)-Dex 43100 470
Anti-EGFR1-AcM 10700 110

La internalizacién de los conjugados de boro marcados fluorescentemente (1200 u 800 atomos de boro) y los
fragmentos de Ac no conjugados por lineas celulares de cancer humano HNC (HSC-2 y FaDu) y una linea celular HEK
de control se evalué mediante el uso de la citometria de flujo. Los resultados representan los compuestos unidos a la
superficie celular mas los internalizados, que ocurren cuando las células se incubaron a +37 °C (Tabla 3). El anti-
EGFR1-Fab-BSH(1200B)-Dex y el Fab anti-EGFR1 no conjugado mostraron la internalizacion mas fuerte por las células
HSC-2 y FaDu. La internalizacion por las células FaDu fue consistentemente mas débil que la de las células HSC-2,
probablemente debido a la menor cantidad de receptores EGFR1 en la superficie celular. Los conjugados de boro de
control (control-Fab-BSH(800B)-Dex y control-F(ab’)2 -BSH(800B)-Dex) y los correspondientes compuestos no
conjugados se internalizaron muy débilmente. La linea celular HEK de control internalizé los conjugados de boro y los
compuestos no conjugados solo muy débilmente.

Tabla 3. Union a la superficie celular e internalizacién de los conjugados de boro marcados con fluorescencia (1200B u

800B) y de los compuestos no conjugados, por las células HSC-2, FaDu y HEK. El analisis se realizd mediante
citometria de flujo y la intensidad de fluorescencia se normalizé con respecto al grado de marcaje para cada compuesto.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779974 T3

HSC-2 FaDu HEK

Muestra Intensidad de fluorescencia media normalizada
Anti-EGFR1-Fab 43006 6820 274
Anti-EGFR1-F(ab’)2 18432 3461 168
Control-Fab 1165 970 555
Control-F(ab’)2 823 443 337
Anti-EGFR1-Fab-BSH(1200)-Dex 45270 8060 615
Anti-EGFR1-F(ab’)2-BSH(1200)-Dex 10043 2813 198
Control-Fab-BSH(800)-Dex 1233 428 158
Control-F(ab’)2 -BSH(800)-Dex 236 169 61

Ensayo de internalizaciéon con muestras radiomarcadas

Las células HSC-2, FaDu y HEK (2x10°) se sembraron en una placa de 24 pocillos y se dejaron crecer durante 24
horas. Después, las células se incubaron durante 3 horas a +37 °C en 300 pl de medio que contenia 5 pyg/mL de
compuestos marcados con tritio. Después de la incubacion, se retiraron los medios y las células se lavaron tres veces
con PBS y se lisaron mediante la adicion de 300 pyl de NaOH 1 M. La cantidad de radiactividad en los medios y en los
lisados celulares se midi6 con contador de centelleo en presencia del coctel de liquido de centelleo (Ultima Gold). La
cantidad de compuestos internalizados se calculé a partir de la cantidad total de radiactividad por pocillo y se normalizé
con respecto a 100 000 células.

Los conjugados de boro (800 atomos de boro) del anti-EGFR1-Fab y —F(ab’)2, asi como también el AcM anti-EGFR1 no
conjugado se marcaron con tritio en los residuos de lisina de una parte de la proteina. El ensayo de internalizacion con
los compuestos radiomarcados se realizé6 mediante el uso de lineas celulares de cancer humano HNC, HSC-2 y FaDu,
asi como también en una linea celular HEK de control. Los resultados representan los compuestos internalizados mas
los unidos a la superficie celular, que ocurren cuando las células se incubaron a +37 °C. Los resultados (Tabla 4) indican
que los conjugados de boro del anti-EGFR1-Fab y —F(ab’)2 se internalizaron tan eficientemente como el AcM anti-
EGFR1 no conjugado por las células HSC-2 y FaDu. La internalizacion por las células HSC-2 fue 100 veces mas fuerte
que por las células FaDu, probablemente debido a la mayor cantidad de receptores EGFR1 en la superficie celular en
las células HSC-2. La linea celular HEK de control mostré solo una internalizacién muy débil.

Tabla 4. Internalizacién de los conjugados de boro radiomarcados por las células HSC-2, FaDu y HEK. La cantidad de
compuestos internalizados se calculd a partir de la cantidad total de radiactividad por pocillo y se normalizé con respecto
a 100 000 células. Los resultados son un promedio de tres determinaciones +/- S.D.

HSC-2 FaDu HEK
Muestras % internalizado/100000 células
Anti-EGFR1-Fab-BSH(800B)-Dex 4,0+0,3 0,04+0,02 0,004+0,001
Anti-EGFR1-F(ab’)2-BSH(800B)-Dex | 5,4+1,0 0,06+0,02 0,006+0,001
Anti-EGFR1-AcM 5,0+0,5 0,04+0,02 0,007+0,001
Control-AcM 0,1+0,1 0,01+0,01 0,002+0,002

EJEMPLO 8. Experimentos in vivo con los conjugados marcados con tritio
Preparacién de muestras de tejidos de raton y de sangre para el conteo del liquido de centelleo

Los drganos de raton pesados se disolvieron en 1 mL de solubilizante de tejidos (Solvable™, Perkin Elmer) por 0,2 g de
tejido. Las muestras se incubaron durante toda la noche a +60 °C. Después, se afiadieron 150 pl de H2O; por 300 ul de
organo disuelto y las muestras se incubaron durante una hora a +60 °C. Los huesos se trataron primero con HCl 1 M
durante toda la noche a +60 °C y después con Solvable y H»O-. La cantidad de radiactividad en los 6rganos se midié
con un contador de centelleo en presencia de coctel de liquido de centelleo (Ultima Gold ™ Perkin Elmer). Los datos se
presentan como el porcentaje de la dosis total inyectada en g de tejido. Los resultados son un promedio de tres ratones
+/- SEM. Dado que cada uno de los ratones tenia dos tumores, los resultados en los tumores son un promedio de seis
determinaciones +/- SEM.

Las muestras de sangre en las pruebas de aclaramiento se recolectaron en tubos Eppendorf y se midieron los
volumenes después de agregar 100 ul de Solvable y de incubar durante toda la noche a +60 °C. Después, se afiadieron
100 pl de H;O; y las muestras se incubaron durante una hora a +60 °C. La cantidad de radiactividad en las muestras de
sangre se midié con un contador de centelleo en presencia de céctel de liquido de centelleo (Ultima Gold, Perkin Elmer).
Los datos se presentan como un porcentaje de la dosis total inyectada. Los resultados son un promedio de dos ratones.

Aclaramiento en sangre de los conjugados de boro en ratones no portadores de tumores
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Se usaron ratones adultos hembras de la misma edad (Harlan HSD:Atimico desnudo Foxn1nu). Los conjugados de boro
radiomarcados (3H) del anti-EGFR1-Fab y -F(ab’)2 con una carga de boro de 800B y 300B se inyectaron por via i.v. a
través de la vena de la cola en 100 pl de PBS. La dosis inyectada fue de 30 ug = 1,3-2 x 106 cpm por ratén y se usaron
dos ratones por muestra. Antes y después de la inyeccion en diferentes puntos de tiempo se recolectaron las muestras
de sangre de aproximadamente 10 ul y se conto la radioactividad. Al final del experimento (48 horas) se sacrificaron los
ratones y se recolectaron los drganos y se conto la radioactividad para determinar la biodistribucion de los conjugados
en los tejidos.

El estudio de aclaramiento en sangre en los ratones que no portaban tumores se realizé mediante el uso de conjugados
de boro marcados con 3H del anti-EGFR1-Fab y -F(ab’)2 con una carga de boro 800B y 300B. Se usaron dos cargas de
boro diferentes para ver si la carga de boro tiene un efecto sobre la tasa de aclaramiento del conjugado de la circulacion
sanguinea. Los resultados indican que el aclaramiento sanguineo de los conjugados de boro fue rapido e independiente
de la carga de boro (Tabla 5). La tasa de aclaramiento fue comparable al aclaramiento de los fragmentos F(ab')2 y Fab
correspondientes no conjugados (no mostrados). El estudio de distribucion en los tejidos indicd que los conjugados de
boro no se acumularon en ningin érgano a las 48 horas (no mostrado).

Tabla 5. Aclaramiento en sangre de los conjugados de boro en ratones no portadores de tumores. Los resultados son
un promedio de dos determinaciones. El tiempo es el tiempo después de la administracion (min) y los valores en % de la
dosis total inyectada.

Anti-EGFR- Anti-EGFR- Anti-EGFR — Anti-EGFR -

Hora Fab-BSH(300)- Fab-BSH(800)- Fab2-BSH(300)- Fab2-BSH(800)-
Dex Dex Dex Dex

0 100,0 100,0 100,0 100,0

5 354 31,3 42,9 40,8

15 31,8 19,9 34,3 20,2

30 26,7 10,5 29,3 16,3

60 13,6 10,7 22,6 9,7

120 6,8 52 16,1 6,3

240 4.6 2,5 9,4 4,3

460 2,4 2,0 4.1 1,7

1440 0,9 0,8 1,7 1,1

2880 0,4 0,4 0,6

Biodistribucion de los conjugados de boro en ratones portadores de tumor HSC-2

Se usaron ratones adultos hembras de la misma edad (Harlan HSD:Atimico desnudo Foxn1nu). Se inocularon de dos y
medio a tres millones de células HSC-2 (JCRP Cellbank, Japon) en 150 pl en medio EME y Matrigel al 50 % en ambos
flancos de los ratones desnudos. La dosificacién se administré cuando al menos un tumor por ratén crecié hasta un
tamafio de al menos 6 mm de diametro (6 — 10 mm) correspondiente aproximadamente al volumen del tumor de 100-
500 mm®. Los conjugados de boro radiomarcados (3H) (800B) del anti-EGFR1-Fab/F(ab’)2 y el control-Fab/F(ab’)2 se
inyectaron por via i.v. a través de la vena de la cola en 100 yl de PBS. La dosis inyectada fue de 50 ug = 1,3-2,6 x 106
cpm por raton y se usaron tres ratones por muestra. Los ratones se sacrificaron en diferentes puntos de tiempo (24
horas, 48 horas y 72 horas) y los 6rganos se recolectaron y se conté la radioactividad para determinar la biodistribucion
de los conjugados en los tejidos.

La distribucion de los conjugados de boro en los tejidos (Tabla 6) muestra que los conjugados de boro del anti-EGFR1-
Fab y -F(ab’)2 se acumularon en los tumores pero no en ningun otro érgano, mientras que los conjugados de boro del
control no se acumularon significativamente en los tumores. La acumulacion de los conjugados de boro del anti-EGFR1-
Fab y -F(ab’)2 en los tumores fue mas alta a las 24 horas y disminuy6 lentamente en los puntos de tiempo posteriores
(48 horas y 72 horas).

Tabla 6. Biodistribucion de los conjugados de boro en ratones portadores de tumor HSC-2. Los resultados

representan un promedio de tres determinaciones +/- SEM, excepto para los tumores que son un promedio de seis
determinaciones +/- SEM. Los valores son el % de la dosis total inyectada/g de érgano.
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. Anti-EGFR-
24 h Anti-EGFR- Control-Fab- Control-Fab2-
Fab-BSH(800)-Dex EabZ-BSH(SOO)- BSH(800)-Dex BSH(800)-Dex
- ex
Organo
sangre 0,23+0,02 0,34+0,07 0,23+0,05 0,47+0,23
orina 0,16+0,07 2,22+0,9 0,94+0,05 3,03+1,16
higado 0,34+0,03 0,28+0,03 0,26+0,07 0,29+0,14
rinén 0,28+0,01 0,31+0,04 0,24+0,05 0,32+0,15
pulmoén 0,19+0,02 0,44+0,14 0,19+0,04 0,45+0,30
musculo 0,19+0,01 0,21+0,05 0,17+0,06 0,20+0,09
piel 0,23+0,02 0,31+0,03 0,22+0,04 0,29+0,15
tumor 1,00£0,08 0,75+0,15 0,32+0,60 0,57+0,27
48 h Anti-EGFR- Anti-EGFR-
Control-Fab- Control-Fab2-
Organo Fab-BSH(800)- Fab2-BSH(800)- BSH(800)-Dex BSH(800)-Dex
Dex Dex
sangre 0,10+0,02 0,10+0,01 0,10+0,01 0,20+0,02
orina 0,36+0,11 0,46+0,04 0,28+0,17 1,00£0,32
higado 0,23+0,04 0,18+0,03 0,15+0,01 0,14+0,03
rinén 0,17+0,02 0,14+0,01 0,15+0,02 0,17+0,01
pulmoén 0,10+0,02 0,10+0,01 0,09+0,02 0,12+0,01
musculo 0,11+0,01 0,12+0,01 0,11+0,01 0,15+0,01
piel 0,12+0,01 0,14+0,01 0,11+0,04 0,18+0,02
tumor 0,41+0,06 0,58+0,06 0,21+0,03 0,29+0,02
702 h Anti-EGFR Anti-EGFR- Control-Fab- Control-Fab2-
rgano F:b'_'B SH (8;)0)- Eabz-BSH(SOO)- BSH(800)-Dex  BSH(800)-Dex
ex
Dex
sangre 0,06+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01 0,10+0,01
orina 0,23+0,07 0,24+0,10 0,23+0,02 0,30+0,05
higado 0,11+0,01 0,15+0,02 0,12+0,01 0,09+0,01
rinén 0,11+0,02 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12+0,01
pulmoén 0,05+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,08+0,01
musculo 0,07+0,01 0,10+0,02 0,09+0,01 0,08+0,02
piel 0,08+0,01 0,11+0,01 0,08+0,01 0,09+0,01
tumor 0,25+0,04 0,30+0,05 0,11+0,01 0,18+0,02

La distribucion de los conjugados de boro en los tumores versus en la sangre en ratones con xenoinjerto de HSC-2 se
calcul6 en diferentes puntos de tiempo (24 horas, 48 horas y 72 horas) (Tabla 7). La relaciéon tumor/sangre fue 4-5 para
el conjugado anti-EGFR1-Fab y 2-6 para el conjugado anti-EGFR1-F(ab')2. El anti-EGFR1-Fab-BSH-Dex alcanzé la
relacion maxima antes (24 horas) que el anti-EGFR1-F(ab')2-BSH-Dex (48 horas). La relacion tumor/sangre de los
conjugados de control permanecio a un nivel constante durante todo el estudio (aproximadamente 1-2).

Tabla 7. Distribucion de los conjugados de boro tumores/sangre en ratones portadores de tumor HSC-2. Los
resultados se basan en un promedio de tres determinaciones para las muestras de sangre y un promedio de seis
determinaciones para los tumores (2 tumores por ratén) +/- S.D.

Conjugado de boro 24h 48h 72h

Anti-EGFR-Fab-BSH(800B) 4,240,3 4,241,1 4,04+0,9
Anti-EGFR-Fab2-BSH(800B)-dex 2,240,3 6,1t1,4 3,8+1,0
Control-Fab-BSH(800B)-dex 1,540,3 2,2+0,5 1,540,3
Control-Fab2-BSH(800B)-dex 1,540,5 1,840,2 1,940,5

Biodistribucion de los conjugados de boro en ratones portadores de tumor FaDu

Se usaron ratones hembras adultas de la misma edad (Charles River Crl:Atimico desnudo Foxn1nu). Se inocularon tres
millones de células FaDu (ATCC) en 150 pl en medio EME y Matrigel al 50 % en ambos flancos de los ratones
desnudos. La dosificacién se administré cuando al menos un tumor por ratén crecié hasta un tamario de al menos 6 mm
de diametro (6 — 10 mm) correspondiente aproximadamente al volumen del tumor de 100-500 mm®. Los conjugados de
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boro radiomarcados (3H) (800B o 1200B) del anti-EGFR1-Fab/F(ab’)2 y control-Fab/F(ab’)2 se inyectaron por via i.v. a
través de la vena de la cola en 100 yl de PBS. La dosis inyectada fue de 50 ug = 2,3-2,7 x 10° cpm por ratén y se
usaron tres ratones por muestra. Los ratones se sacrificaron en dos puntos de tiempo diferentes (24 horas y 48 horas) y
los 6rganos se recolectaron y se conto la radiactividad para determinar la biodistribucion de los conjugados en los
tejidos.

El estudio de biodistribucién en ratones portadores de tumor de xenoinjerto FaDu se realiz6 mediante el uso de los
conjugados anti-EGFR1-F(ab’)2-BSH(800B)-Dex y anti-EGFR1-Fab(800B o 1200B)-BSH-Dex y los conjugados de boro
(800B) de control-F(ab’)2 y -Fab. Los conjugados se marcaron radioactivamente (3H) en los residuos de lisina de una
proteina. La radiactividad en las muestras de tejido, que incluye los tumores y la sangre, se conté en dos puntos de
tiempo diferentes (24 horas y 48 horas). La distribucion de los conjugados de boro en los tejidos (Tabla 8) muestra que
los conjugados de boro del anti-EGFR1-Fab y -F(ab’)2 se acumularon en los tumores pero no significativamente en
ningun otro érgano, mientras que los conjugados de boro de control no se acumularon significativamente en los
tumores. El control-F(ab’)2-BSH(800B)-Dex puede encontrarse aun en la circulacion sanguinea y en todos los érganos a
las 24 horas, pero se aclaré de la circulacion a las 48 horas. La acumulacion de los conjugados de boro en el tumor de
los anti-EGFR1-Fab y -F(ab’)2 fue mayor a las 24 horas y disminuy6 a las 48 horas.

Tabla 8. Biodistribucion de los conjugados de boro en ratones portadores de tumor FaDu. Los resultados
representan un promedio de tres determinaciones +/- SEM, excepto para los tumores que son un promedio de seis
determinaciones +/- SEM. Los valores son el % de la dosis total inyectada/g de érgano.

24 h Anti-EGFR- Anti-EGFR- Anti-EGFR-
Control-Fab-

Organo  Fab- Fab- Fab2- BSH(800)- gg’;lt(’;’(;gfgez;

BSH(800)- BSH(1200)- BSH(1200)- Dex

Dex Dex Dex
sangre 0,34+0,03 0,13+0,01 0,10+0,01 0,20+0,02 0,52+0,05
orina 2,45+0,58 0,94+0,06 0,59+0,25 1,95+0,38 3,48+0,42
higado 0,30+0,02 0,35+0,01 0,29+0,04 0,30+0,04 0,38+0,05
rinén 0,29+0,01 0,21+0,02 0,15+0,02 0,29+0,02 0,44+0,05
pulmoén 0,15+0,01 0,11+0,01 0,09+0,02 0,18+0,01 0,32+0,04
musculo 0,15+0,01 0,16+0,02 0,11+0,01 0,19+0,01 0,24+0,03
piel 0,20+0,02 0,21+0,04 0,16+0,01 0,23+0,04 0,53+0,09
tumor 1,44+0,34 0,93+0,23 0,73+0,10 0,41+0,06 0,86+0,13
48 h Anti-EGFR- Anti-EGFR- Anti-EGFR-

Control-Fab-

Organo  Fab- Fab- Fab2- BSH(00)-  Sontrol-Fabz-BSH(B00) -

BSH(800)- BSH(1200)- BSH(1200)- Dex

Dex Dex Dex
sangre 0,14+0,04 0,12+0,01 0,08+0,01 0,13+0,01 0,22+0,04
orina 0,77+0,07 0,33+0,05 0,42+0,08 0,66+0,09 1,05+0,15
higado 0,17+0,03 0,14+0,03 0,18+0,04 0,16+0,01 0,15+0,03
rinén 0,14+0,01 0,12+0,02 0,12+0,02 0,17+0,01 0,17+0,02
pulmoén 0,09+0,01 0,08+0,02 0,07+0,01 0,11+0,01 0,13+0,01
musculo 0,12+0,01 0,11+0,03 0,10+0,01 0,13+0,01 0,13+0,02
piel 0,11+0,01 0,08+0,02 0,09+0,01 0,13+0,01 0,16+0,01
tumor 0,70+0,11 0,39+0,13 0,31+0,04 0,19+0,02 0,24+0,04

La distribucion de los conjugados de boro en los tumores versus la sangre en ratones portadores de xenoinjerto FaDu
se calculd a las 24 horas y 48 horas (Tabla 9). La relacion tumor/sangre fue de aproximadamente 7 para los conjugados
anti-EGFR1-Fab y -F(ab’)2 con 1200 boros a las 24 horas, y la proporcion disminuy6 a 3-4 a las 48 horas, lo que sugiere
que la proteina marcada se degrada y se secreta fuera de las células. La relacion tumor/sangre del conjugado anti-
EGFR1-Fab con 800 boros fue de aproximadamente 4-5 en ambos puntos de tiempo. La relacion de los conjugados de
control se mantuvo en un nivel constante (aproximadamente 1-2).

Tabla 9. Distribucion de los conjugados de boro en tumores/sangre en ratones portadores de tumor FaDu. Los

resultados se basan en un promedio de tres determinaciones para las muestras de sangre y un promedio de seis
determinaciones para los tumores (2 tumores por ratén) +/- S.D.
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Conjugado de boro 24h 48h

anti-EGFR-Fab-BSH(800)-dex 44422 5,5+1,5
anti-EGFR-Fab-BSH(1200)-dex 6,9+2.8 3,442,0
anti-EGFR-Fab2-BSH(1200)-dex 7.621,7 42411
control-Fab-BSH(800)-dex 1,840,5 1,540,2
control-Fab2-BSH(800)-dex 1,740,4 1,240.4

EJEMPLO 9. Cuantificacion de boro en el BSH-Dextrano por espectrometria de masas de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) (mol de boro por mol de BSH-Dextrano)

La carga de boro del BSH-dextrano se estimo a partir del espectro de RMN de protén del BSH-dextrano (Figura 1) y se
us6 ICP-MS para cuantificar la cantidad de boro en las muestras. Se estimd que la muestra de BSH-Dextrano analizada
en este ejemplo contenia aproximadamente 1200 boros segun el anadlisis de RMN. Aproximadamente 2,1 ug (0,0228
nmol) del BSH-Dextrano (MW promedio 92 kDa) se licuaron con cenizas humedas con la ayuda del microondas y se
analizaron mediante ICP-MS esencialmente como se describe en Laakso y ofros, 2001, Clinical Chemistry 47, 1796-
1803. Diferentes diluciones de la muestra se analizaron mediante ICP-MS y el boro de fondo se sustrajo de las
muestras. Los resultados que representan un promedio de 7 determinaciones indican que la muestra contiene
aproximadamente 0,341 pg (31,5 nmol) de atomos de boro, o un mol del BSH-Dextrano contiene 1381 moles de atomos
de boro.

EJEMPLO 10. Experimentos in vivo y cuantificacion de boro

Se usaron ratones hembras adultas de la misma edad (Charles River Crl:Atimico desnudo Foxn1nu). Se inocularon 2,3
millones de células HSC-2 o 5 millones de células FaDu en 150 uyl en medios EME y 50 % de Matrigel en el flanco
derecho de los ratones desnudos. La dosis se administré cuando el tumor crecié hasta un tamafio de al menos 6 mm de
diametro (6 — 10 mm) correspondiente aproximadamente al volumen del tumor de 100-500 mm?®. Los conjugados Anti-
EGFR-Fab-BSH(1200)-dex o anti-EGFR-F(ab’)2-BSH(1200)-dex (ambos no marcados) se inyectaron i.v. a través de la
vena de la cola en 100 yl de PBS. La dosis inyectada fue de 50 ug o 250 pg por raton y se usaron tres ratones por
muestra. Los ratones se sacrificaron a las 24 horas y 48 horas y se recolectaron los 6rganos para la determinacion de
boro.

Las muestras de tejido (que incluye la sangre) se digirieron en recipientes cerrados de teflén en un horno de microondas
(Milestone, ETHOS 1200). La temperatura de digestion fue de 200 °C y la duracion de la digestion fue de 50 minutos. El
acido usado en las digestiones fue HNO3 (6,0 mL, E. Merck, Suprapur). Después de enfriar, la solucién resultante se
diluy6 hasta 25 mL con agua Milli-Q. Las muestras digeridas se diluyeron adicionalmente (1:10 o 1:50) con HNO3 1%
para el analisis de ICP-MS. Se afiadi6 el berilio estandar interno a la muestra para obtener la concentracion final, 10 ppb
de Be, en las muestras. Las soluciones estandar con concentraciones de 1, 5, 10 y 20 ug/L para los analisis se
diluyeron a partir de la solucion estandar de un solo elemento Spectrascan (1000 ug/mL de boro como H3BO3 en H20).
La muestra de control para el andlisis se prepard a partir de una solucién estandar de elementos multiples mediante
SPEX (CLMS-4). Los analisis se realizaron con el espectrometro de masas de plasma acoplado inductivamente en
campo sectorial de alta resolucion (HR-ICP-MS, Element2, Thermo Scientific). La concentracién de boro en muestras
diluidas se definié a partir de los picos de 10B y 11B, tanto en modo de baja resolucion (R = 300) como de resolucion
media (R = 4000). Entre las muestras, el sistema de introduccion de muestras se lavé primero con HNO3 5 % y después
con HNO3 1 % para excluir el efecto de memoria tipico del boro.

El analisis inicial de boro de dos ratones portadores de tumor HSC-2 a las 24 horas indicd que las relaciones del boro
del tumor por musculo fueron 5,3 y 6,3.

El musculo se us6 como tejido de control en lugar de sangre porque las mediciones iniciales de boro de la sangre no
fueron concluyentes o superaron el limite de deteccion.

EJEMPLO 11. En experimentos in vivo con anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano marcado con e

Preparacion del anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano

Se preparé BSH-dextrano como se describio en los Ejemplos 1 y 2, respectivamente. Segun el analisis de RMN, el
BSH-dextrano contenia aproximadamente 650 boros. La oxidacion se realizé como se describié en el Ejemplo 3 pero en

dos lotes; uno con 50 mg y el otro con 100 mg de BSH-dextrano.

Los fragmentos Fab anti-EGFR1 se prepararon mediante digestion con papaina como se describié en el Ejemplo 5. Las
reacciones de conjugacion se realizaron como en el Ejemplo 4 pero en cuatro lotes: 1) 29 mg de BSH-dextrano oxidado
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y 10,4 mg del Fab anti-EGFR1, 2) 16,5 mg de Dextrano BSH oxidado y 5,9 mg del Fab anti-EGFR1, 3) 50 mg BSH-
dextrano oxidado y 19,8 mg del Fab anti-EGFR1, 4) 50 mg de dextrano BSH oxidado y 19,7 mg del Fab anti-EGFR1 que
producen juntos 55,8 mg del Fab anti-EGFR1. Todos se analizaron en SDS-PAGE como en el Ejemplo 6 y las muestras
de cada uno se marcaron con Alexa Fluor 488-NHS. El ensayo de internalizacién con moléculas marcadas con Alexa
Fluor 488 se realiz6 con las células HSC-2 como se describio en el Ejemplo 7.

Se combinaron lotes del Fab-BSH-dextrano sin marcar para producir 39 mg del Fab BSH-dextrano anti-EGFR1. El
tampon de muestra se cambi6 a manitol 5 % - Tween80 0,1 % en PBS antes de combinar el no marcado y el anti-
EGFR1 Fab BSH-dextrano marcado con "*C vy filtracion estéril posterior.

Preparacién de anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano marcado con "“c

3 mg del Fab-BSH-dextrano (antes de la proteccion con etanolamina) se marcaron con "“C mediante la incubacién con
66 uCi de '“C-etanolamina (American Radiolabeled Chemicals Inc.) en PBS que contiene NaCNBH; (como en el
Ejemplo 4) o/n después de lo cual se termind la proteccion con etanolamina no radioactiva durante 2 horas, y los
reactivos de bajo peso molecular se eliminaron como se describié en el Ejemplo 4. Esta reaccion resultd en anti-EGFR1
Fab BSH-dextrano marcado con '*C que contenia 9,21 uCi de radiactividad.

Para el estudio en animales el anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano marcado con "C se mezclé con anti-EGFR1 Fab BSH
dextrano no marcado “frio” en porciones que se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Preparaciéon de materiales de prueba.

Grupo Cantidad de anti-EGFR1 Fab BSH- | Cantidad de anti-EGFR1 Fab BSH-
dextrano marcado con "*C (ug del Fab) dextrano "frio" (ug del Fab)

I 250 750

Il 250 1750

I 250 3750

v 250 5750

V 250 7750

X 250 750

VI 250+250 1500

IX 250+250 1500

Experimento in vivo con anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano marcado con "“c

Se generaron ratones portadores de xenoinjerto como se describid en el Ejemplo 8, excepto porque las células HSC-2
se inocularon en el flanco derecho y porque se administrd la dosis cuando el tumor habia crecido al menos hasta un
diametro de 8 mm (8 — 12 mm) correspondiente a1proximadamente al volumen tumoral de 200 -800 mm?®. Los
conjugados de boro anti-EGFR1-Fab radiomarcados (**C) se inyectaron por via i.v. a través de la vena de la cola o
mediante inyeccion intratumoral (Grupo X) en 100 pl de PBS que contenia manitol 5 % y polisorbato 0,1 % (los grupos
de estudio se enumeran en la Tabla 10). Se usaron tres ratones por muestra. A cada raton se le administraron
aproximadamente 400 000 cpm del conjugado (ver anteriormente la preparacion de los conjugados anti-EGFR1 Fab
BSH dextrano para el estudio en animales; Tabla 10). Los ratones se sacrificaron a las 24 horas o 48 horas (Grupo IX) y
los 6rganos se recolectaron y se conto la radioactividad para determinar la biodistribucion de los conjugados en los
tejidos. Ademas, se recolectaron muestras de sangre a los 30 min, 2 horas y 8 horas después de la administracion de
los conjugados de boro.

Los tejidos se prepararon para la cuantificacion de "C como se describio en el Ejemplo 8. Las muestras de sangre en
las pruebas de aclaramiento se prepararon como en el Ejemplo 8 con la excepcion de que se usaron 200 pl de Solvable
y 90 pl de H203. Los resultados son un promedio de tres ratones.

La Tabla 11 muestra las relaciones de tumor a sangre para los ratones administrados con el conjugado anti-EGFR1 Fab
dextrano marcado con "C.

Tabla 11. Relacién tumor/sangre del conjugado de boro "*C en ratones portadores de tumor HSC-2. El valor para
el G IX es la relacion tumor/cerebro ya que se determind que la radioactividad en la sangre era del 0 % (todas las
muestras de sangre fueron negativas después de deducir los niveles de fondo). Grupo |: 250 ug; Grupo II: 500 ug;
Grupo 111 1000 pg; Grupo 1V: 1500 pg; Grupo V: 2000 pg; Grupo X: 250 ug; Grupo VIII: 250 pg + 250 pg después de 2
horas; y Grupo IX: 250 ug + 250 ug después de 24 horas. Todos los grupos se administraron por via iv excepto el Grupo
X que se administré intratumoral. Los érganos se recolectaron a las 24 horas excepto el Grupo IX a las 48 horas.
Relacion tumor/sangre del Grupo VIl de un raton (debido a la presencia de un valor de cpm en sangre en el grupo).

Gl Gl Gl GIV GV GX
11,2 12,8 9,7 23,8 28,8

G Vi GIX
4394,3 9,3 6,2
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Tabla 12. Aclaramiento en sangre de los conjugados de boro C en los tres grupos. La columna izquierda muestra
el tiempo después de la administracion (min/hora) y los valores son el % de la dosis total inyectada/g de sangre.

ES 2779974 T3

Gl Gl GV
30 min 6,546+0,991 % 9,809+0,876 % 7,48620,235 %
2h 1,461+0,256 % 2,802+0,416 % 1,854+0,608 %
8h 0,489+0,034 % 0,74+0,055 % 1,7621,109 %
24 h 0,089+0,016 % 0,122+0,014 % 0,086+0,051 %

EJEMPLO 12. Experimentos in vivo con anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano mediante cuantificacion directa de boro
Preparacion del anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano

El anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano se preparé como se describioé en los Ejemplos 1 y 2, respectivamente. La oxidacion
se realizé como se describié en el Ejemplo 3 pero en dos lotes; uno con 80 mg, el otro con 96 mg de BSH-dextrano.
Segun los analisis de RMN, las muestras del BSH-dextrano contenian aproximadamente 880 y 500 boros,
respectivamente.

Los fragmentos Fab anti -EGFR1 se prepararon mediante digestién con papaina como se describio en el Ejemplo 5. Las
reacciones de conjugacion se realizaron como en el Ejemplo 4 pero en cuatro lotes: dos con 15,7 mg del Fab anti-
EGFR1 y 40 mg de ox-BSH-dextrano, otros dos con 18,8 mg del Fab anti-EGFR1 y 48 mg de ox-BSH-dextrano.

Todos los conjugados de boro se analizaron en SDS-PAGE como en el Ejemplo 6 y se marcaron con Alexa Fluor® 488-
NHS. El ensayo de internalizacion con células HSC-2 se realizd con las moléculas marcadas con Alexa Fluor como se
describio en el Ejemplo 7.

El tampon de muestra se cambié a manitol 5 % — Tween80 0,1 % en PBS antes de la preparacion de la muestra de
prueba para el raton y la filtracion estéril.

Experimento in vivo con anti-EGFR Fab BSH-dextrano

Se generaron ratones portadores de xenoinjerto como en el Ejemplo 11. El anti-EGFR Fab BSH-dextrano se administro
en 100 pl de solucién de manitol/Tween/PBS i.v. o en 40 ul de solucidon de manitol/Tween/PBS por via intratumoral (i.t.).
En la administracion i.t., la aguja se pasoé al tumor a través de un unico sitio de inyeccion y se movié en una técnica de
abanico para distribuir la sustancia de prueba por todo el tumor. En dependencia del tamario y la forma del tumor, se
uso un total de tres o cuatro pasadas.

Los organos se recolectaron a las 24 horas y las muestras de sangre se recolectaron a los 30 min, 2 horas y 8 horas
(grupos de estudio Il 'y V).

Cuantificacién de boro

Los tejidos se prepararon para la cuantificacion directa de boro mediante ICP-MS como se describié anteriormente.
Ademas, se digirieron tres muestras de control que contenian ~ 50 mg del estandar de referencia NIST, 1573 hojas de
tomate. Las muestras digeridas se diluyeron a 1:10 o 1:100.

La tabla 13 ilustra el boro en érganos seleccionados y la tabla 14 muestra las relaciones tumor a sangre. La
administracion intratumoral muestra una concentracion de boro tumoral considerablemente mayor en comparacion con
la administracion iv.

Tabla 13. Biodistribucion de los conjugados Fab BSH-dextrano anti-EGFR1 en ratones portadores de tumor
HSC-2 mediante cuantificacion de boro. Los resultados representan un promedio de cuatro determinaciones +/- SEM.
Los grupos de estudio fueron: Grupo I: tampon solamente (manitol/Tween/PBS) i.v.; Grupo II: 2 mg i.v.; Grupo lll: 2 mg +
dextrano i.v.; Grupo IV: 250 ug i.t.; Grupo V: 2 mg i.t. Los valores son pg de boro en g de érgano. Se realizé la prueba t
de Student (mediante el uso del programa informatico Statistica 12[StatSoft]) para los valores de boro del tumor de los
grupos Il vs lll y para los grupos IV vs V. Los grupos IV y V mostraron diferencias significativas entre las cantidades de
boro (valor de p = 0,009).
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Grupo |l Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo |
Sangre 0,56+0,18 0,87+0,14 0,1£0,05 0,22+0,01 0,32+0,21
Higado 18,3+1,25 17,54+1,15 1,0240,33 6,97+0,86 0,27+0,09
RifAdén 6,57+0,57 6,44+0,41 0,87+0,27 3,78+0,24 0,76+0,31
Musculo 1,87+0,34 1,5140,9 0,56+0,25 0,7+0,31 0,87+0,51
Piel 2,11+0,16 1,4610,14 0,43+0,13 1,27+0,85 0,17+0,09
Tumor 2,19+1,01 9,54+8,59 9,22+2,3 53,09+11,45 0,62+0,53
Bazo 4,95+0,9 5,91+0,88 2,01+0,5 1,88+0,59 1,34+0,53

Tabla 14. Relaciones de tumor a sangre +/- SEM.

Grupo Il | Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo |
10,847,1 | 13,6%12,5 131,3+40,7 240,8449,4 |4,6+3,6
EJEMPLO 13. Produccion del Fab anti-EGFR1 en E. coli

Optimizacion del péptido senal para la secrecion periplasmica del Fab anti-EGFR1

La estrategia de expresion para el Fab anti-EGFR1 estaba dirigida al periplasma, donde pueden formarse puentes
disulfuro estables.

El conjunto de vectores comerciales pDD441-SSKT (promotor T5, seleccién de kanamicina) se uso para la optimizacion
del péptido sefial. Se usaron los siguientes péptidos sefial: i) MalE (proteina de union a maltosa), i) pelB (pectato liasa),
iii) ompA (proteina de membrana externa A), iv) phoA (fosfatasa alcalina bacteriana) y v) glll (glicoproteina de envoltura
de PRV). Los vectores pGF115 - pGF119 se construyeron mediante el uso de secuencias de ADN sintéticas,
amplificacion por PCR con polimerasa de alta fidelidad y ensamblaje continuo de Gibson como herramientas de rutina.
Ademas, se construyo el vector pGF150 con péptido sefial stll (enterotoxina Il estable al calor) para la cadena pesada y
ligera de acuerdo con Carter y otros, 1992: High level E. coli expression and production of bivalent humanized antibody
fragment, Biotechnology (N Y), 10(2) 163-7. El vector pGF150 era dicistrénico y tenia el promotor T7 para la expresion.
El casete de expresion para el Fab anti-EGFR1 era dicistronico con un sitio interno de unién al ribosoma entre la cadena
pesada y la ligera. La configuracion del vector de expresion general para la optimizacion del péptido sefial se ejemplifica
en la Figura 5. Las combinaciones de péptidos sefial en los vectores pGF115 - pGF119 se enumeran en la Tabla 15.

Tabla 15. Combinaciones de péptidos sefial en los vectores pGF115 - pGF119.

Vector Péptido sefial de la cadena pesada Péptido sefial de la cadena ligera
pGF115 | >glll MKKLLFAIPLVVPFYSHS (SEQ ID NO: 16) >ompA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA
(SEQ ID NO: 17)

pGF116 | >malE MKIKTGARILALSALTTMMFSASALA (SEQ ID NO: 18) | >ompA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA
(SEQ ID NO: 17)

pGF117 | >phoA MKQSTIALALLPLLFTPVTKA (SEQ ID NO: 19) >ompA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA
(SEQ ID NO: 17)

pGF118 | >pelB MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID NO: 20) >ompA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA
(SEQ ID NO: 17)

pGF119 | >ompA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA (SEQ ID NO: 17) >pelB
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA
(SEQ ID NO: 20)

pGF150 | >stil MKKNIAFLLASMFVFSIATNAYA (SEQ ID NO: 21) >stll MKKNIAFLLASMFVFSIATNAYA

(SEQ ID NO: 21)

Las células E. coli W3110 (colecciéon de microbiologia ATCC) electrocompetentes se transformaron con los vectores
pGF115 - pGF119 con Biorad GenePulser, pulsado con el programa Ec2 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las transformaciones se sembraron en placas con LB + agar + kanamicina 25 mg/L y se cultivaron durante
toda la noche a +37 °C.

Las colonias individuales se sometieron a seleccion de la expresion de acuerdo con el protocolo estandar. En el dia 1,
se inocularon precultivos durante toda la noche en 5 mL de LB liquido suplementado con kanamicina con una
concentracion final de 20 mg/L, se cultivaron con agitacion a 220 rpm, +37 °C. En el dia 2, 200 pL de precultivo o/n se
volvieron a inocular en 10 mL de LB liquido + kanamicina 10 mg/L. El cultivo continué con agitacion 220 rpm, +37 °C,
hasta que la ODggo alcanzo el nivel 0,6 — 0,9. La produccion del Fab se indujo con IPTG, a una concentracion final de
500 uM. El cultivo continué con agitaciéon 220 rpm, +20 °C, durante toda la noche. Se recolectaron muestras de 1 mL de
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los puntos de tiempo post-induccién 4 horas y o/n. Las células se cosecharon por centrifugacion 8000 x G 10 min, se
desech¢ el sobrenadante, el sedimento se suspendié a 100 yl de TE 10 x pH 7,5 (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10 mM). Las
muestras se sometieron a agitacion en vortex vigorosamente 1 hora a temperatura ambiente, se centrifugaron a 16 000
x G 10 minutos y el sobrenadante se recolectd en un tubo Eppendorf nuevo como un extracto periplasmico.

Los extractos periplasmicos se analizaron posteriormente mediante transferencia Western. Se mezclaron 100 ul de
extracto con 20 pl de tampon de carga reductor o no reductor. Se cargaron 20 ul de mezcla en gel Precise Tris-Glicina
SDS-Page 4-20 % (Thermo Scientific). El gel se corrié en tampon de corrida Laemmli 1 x, 200 V ~ 45 min y se transfirio
a una membrana de nitrocelulosa en tampoén de transferencia Tris-Glicina, 350 mA ~ 45 min. Se usé el sistema BioRad
Mini-protean para SDS-Page y para la transferencia. La membrana transferida se bloqued con BSA al 1 % en PBS. La
deteccion se realizé con IgG antihumana (especifica del Fab) con conjugado de peroxidasa (Sigma Aldrich; cat. num.
A0293) y sustrato Luminata Forte Western HRP (Millipore; cat. nim. WBLUF0500). La reaccion de quimioluminiscencia
se detecto con el analizador Fuijifilm Luminescent Image LAS4000.

De acuerdo con los analisis de transferencia Western de varios cultivos de expresion, los vectores y pGF119 pGF115
parecian ser mejor que los demas. Sin embargo, la cantidad del Fab producida en el periplasma se mantuvo en el nivel
de 0,3 — 0,8 mg/L en estos experimentos iniciales. La combinacion usada en el vector pGF119 (péptido sefial ompA
para HC y péptido sefial pelB para LC) se seleccion6 para la continuacion.

El vector pGF150 con el promotor T7 y la secuencia sefial stll para el direccionamiento periplasmico de la cadena
pesada y de la cadena ligera del Fab anti-EGFR1 se transformé en la cepa BL21(De3). En comparacién con otros,
parecia al menos tan bueno como pelB para la cadena ligera y ompA para la cadena pesada, como se us6 en el vector
pGF119.

Optimizacioén del promotor para la expresion del Fab

En las evaluaciones preliminares se usaron tres promotores diferentes; T5 inducible por IPTG, T7 inducible por IPTG y
Rham inducible por ramnosa. Las secuencias promotoras se originaron a partir de los vectores comerciales pET-15b,
pD441 y pD881. Se usaron péptidos sefial ompA para HC y pelB para LC. Los casetes de expresion se construyeron de
manera dicistronica, sitio de union al ribosoma interno taaGGATCCGAATTCAAGGAGATAAAAAatg (SEQ ID NO: 22)
entre la cadena pesada y la ligera en cada vector. Los codigos de los vectores y los promotores se presentan en la
Tabla 16.

Tabla 16. Optimizacion del sistema promotor para la expresion del Fab; codigos de los vectores y los promotores
usados.

Vector promotor
pGF119 T5
pGF121 T7
pGF132 Rham

pGF119 y pGF132 se electroporaron en E. coli cepa W3110 como se describié anteriormente. Las células E. coli
BL21(De3), quimicamente competentes (New England Biolabs), se transformaron con el vector pGF121 con el promotor
T7 de acuerdo con el protocolo de choque térmico proporcionado por el proveedor. Se realizaron cultivos de expresion,
preparacion de muestras y analisis de extractos periplasmicos como se describié anteriormente. Se realiz6 la primera
comparacion entre las cepas W3110 pGF119 y BL21(De3) pGF121. Los extractos periplasmicos se hicieron en paralelo
con tampén 10XTE y con tampdn de desoxicolato al 0,05 %.

Como se ejemplificoé en la Figura 6, el promotor T7 fue ligeramente mejor que el promotor T5, aunque la diferencia no
fue muy notable. Los experimentos repetidos con las cepas W3110 pGF119 y BL21(De3) pGF121 revelaron de todos
modos que los cultivos de expresion con BL21(De3) pGF121 eran mas estables y reproducibles que con W3110
pGF119. Se lograron tasas de crecimiento mas rapidas y mayores densidades celulares con BL21(De3) pGF121 que
con W3110 pGF119 (datos no mostrados).

La segunda etapa en la seleccién del promotor fue analizar los niveles de expresion preliminares de cultivos a pequeia
escala con W3110 pGF132 (promotor inducible por ramnosa). Una de las ventajas del promotor inducido por ramnosa
es que el nivel de expresion puede ajustarse variando la concentracién de ramnosa. Con algunas proteinas de interés,
el nivel de expresion mas bajo ha conducido realmente a titulos globales mas altos debido al plegamiento y ensamblaje
correcto de la proteina diana y a una mayor densidad celular de la cepa de produccion. Como resultado de lo anterior, la
induccion se realizd con concentraciones crecientes de ramnosa en cultivos paralelos de 10 mL de LB liquido (0, 0,25
mM, 1 mM, 4 mM y 8 mM). Se usaron tres temperaturas diferentes después de la induccion; +20 °C, +28 ‘C y +37 °C.
Se cosecharon muestras de 1 mL en el punto de tiempo de 4 horas después de la induccion. El muestreo, la extraccion
periplasmica y el analisis se realizaron como se describié en el ejemplo 1.

Como se muestra en la Figura 7, el nivel de expresion con el promotor inducible por ramnosa permanecio por debajo del
nivel alcanzado con BL21(De3) pGF121 (promotor T7). La regulacién del promotor con concentraciones crecientes de
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ramnosa fue mas funcional a +20 °C. De cualquier manera, los titulos mas altos con el sistema ramnosa se lograron a
+28 °C.

En base a los experimentos repetidos descritos anteriormente, el sistema promotor BL21(De3) y T7 se seleccionaron
como una plataforma basica para la produccion del Fab anti-EGFR1 en E. coli.

Optimizacion de codones del Fab anti-EGFR1 para la expresién en células de E. coli

Se evaluaron tres secuencias HC/LC con diferentes patrones de optimizacion de codones para E. coli y una secuencia
HC/LC optimizada originalmente para células CHO. Los vectores se construyeron como se describié para pGF119, de
manera dicistronica y el promotor T5 que conduce la expresion. El huésped de expresion fue E. coli W3110. Se
realizaron cultivos a pequefia escala, muestreo y analisis de extractos periplasmicos como se describié anteriormente.
La secuencia en el vector pGF119 se seleccioné como nivel de referencia. El patron de optimizacién de codones tuvo un
efecto drastico en el nivel de expresion (Tabla 17). Las secuencias de E. coli version 2 (pGF128) y células CHO
optimizadas (pGF126) no funcionaron en la cepa huésped W3110, solo se detectaron trazas del Fab de los cultivos de
expresion mediante transferencia Western. El nivel de expresion alcanzado con E. coli version 3 (pGF129) fue
significativamente mejor, pero aun similar a los niveles de referencia. Debido a que la mayoria de los vectores ya
estaban hechos con E. coli version 1 (pGF119) y debido a que no se realizaron mejoras en comparacion con la
referencia mediante el cambio del patrén de optimizaciéon de codones, se seleccionaron para usar las secuencias de E.
coli version 1 del vector pGF119 (SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11).

Tabla 17. Evaluacién de las secuencias codificantes del Fab anti-EGFR1 con diferentes patrones de optimizacién de
codones. Vector codificante y resultados.

Vector Patron de optimizacion de codones Nivel de expresion
pGF119 E. coli, version 1 referencia

pGF128 E. coli, versién 2 expresion baja o nula
pGF129 E. coli, versiéon 3 similar a la referencia
pGF126 Célula CHO expresion baja o nula

Comparacion de la configuracion dicistronica con la configuracion dual vector promotor

En la configuracion del vector dicistronico, la secuencia espaciadora entre la cadena pesada y la ligera, que incluye el
sitio de unién al ribosoma, es relativamente corta, solo 25 nucledtidos en el pGF119. Para expandir este espacio entre la
cadena pesada y la ligera, se construyeron los vectores pGF120 y pGF131, en los que ambas cadenas se expresaron
bajo el control de los promotores T5 o T7 separados, respectivamente. Los vectores se construyeron mediante el uso de
las secuencias existentes en el vector dicistrénico pGF121. Una vez completado, el pGF120 se electroporé en la cepa
W3110 y las células E. coli, quimicamente competentes BL21(De3) y Lemo21(De3), se transformaron con el pGF131.
Se realizaron evaluaciones de la expresion a pequefia escala como anteriormente y se hizo una comparacion entre
vectores promotores dicistronicos y duales (pGF119 vs pGF120; pGF121 vs pGF131).

Como se demostré en la Figura 8, el promotor dual T5 fue claramente mas eficiente para la produccion del Fab anti-
EGFR1 que la configuracion dicistrénica. Con el promotor T7, la diferencia no era tan clara, pero se noté que habia una
mayor cantidad de cadena Fab no ensamblada presentada con un sistema de promotor dual que con una configuracion
dicistronica. La siguiente etapa de optimizacion planeada fue aplicar plasmidos auxiliares de chaperonas a la cepa de
expresion para promover el plegamiento y ensamblaje correcto. La configuracion del promotor dual con el promotor T7
(vector pGF131) se selecciond para la continuacion.

Construccién de plasmidos auxiliares de chaperonas

Para mejorar la expresion del Fab, se seleccionaron las chaperonas periplasmicas y citoplasmaticas para la expresion
conjunta con el vector pGF131. Como un vector principal para plasmidos auxiliares de chaperonas, se seleccion6 pCDF-
1b (Novagen). pCDF-1b tiene promotor T7, operador lac, origen de replicacion derivado de CloDF13 y resistencia a
antibioticos estreptomicina/espectinomicina. Es compatible para la expresiéon conjunta con vectores pET, y por esa
razon es adecuado para expresarse junto con pGF133 que tiene una cadena principal pET-15b.

Las secuencias de chaperona se amplificaron por PCR a partir de ADN genémico de E. coli con PCR y polimerasa de
fusion de alta fidelidad (Thermo Scientific). Los fragmentos amplificados se clonaron en el esqueleto de pCDF-1b
mediante el uso de la digestidn/ligacion tradicional de clonacion y el ensamblaje continuo de Gibson. La configuracion
de los plasmidos auxiliares de chaperonas se describe con mas detalles en las tablas 18-20. 5 - 7.

Tabla 18. Estrategia de clonacion de los plasmidos auxiliares de chaperonas pGF134, pGF135, pGF137, pGF138.
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vector descripcion cebadores | vector inserto clonacion
pGF134 | Chaperona periplasmica SKP | GP1113 pCDF-1b digerido | Producto de PCR | Restriccion
de E. coli GP1114 con Ncol/Notl digerido con Ncol/Notl | y ligacion
pGF135 | Chaperonas periplasmicas | GP1115 pGF134 digerido | Producto de PCR | Restriccion
SKP y FkpA de E. coli GP1116 con Xhol/Notl digerido con Xhol/Notl | y ligacién
pGF137 | Chaperonas citoplasmaticas | GP1119 pCDF-1b digerido | Producto de PCR no | Ensamblaje
DnaK/DnaJ de E. coli GP1120 con Ncol/Notl digerido de Gibson
pGF138 | Chaperonas citoplasmaticas | GP1147 pGF137 digerido | Producto de PCR no | Ensamblaje
DnaK/DnaJ GrpE de E. coli GP1148 con Xhol digerido de Gibson

Tabla 19. Secuencias de cebadores usadas para la construccion de los plasmidos auxiliares de chaperona.

GP1113 | CGGGATCCAAGAAGGAGATATACCATGGCAAAAAAGTGGTTATTAGCTGC (SEQ ID NO: 23)
GP1114 | ATAATGCGGCCGCATTATTTAACCTGTTTCAGTAC (SEQ ID NO: 24)

GP1115 | ATAATGCGGCCGCAAGAAGGAGATATACCATGGCAAAATCACTGTTTAAAGTAACG (SEQ ID
NO: 25)

GP1116 | ATAATCTCGAGATTATTTTTTAGCAGAATCTGC (SEQ ID NO: 26)

GP1147 | TGACCCGCTAATGCGGCCGCACTGAGTGCTTCCCTTGAAACCCTGAAACTGATC (SEQ ID
NO: 27)

GP1148 | GGTTTCTTTACCAGACTCAAACGGCCCGGCATTCGCATGCAGGGCCGTGAATTATTACG

(SEQ ID NO: 28)

Tabla 20. Chaperonas usadas.

chaperona | numero de acceso de uniprot
SKP B7MBF9

FkpA HIOUXM®6

DnaK B7M9S6

DnaJ C6EB39

GrpE C8U980

Coexpresion del Fab anti-EGFR1 con plasmidos auxiliares

Las células BL21(De3) y Lemo21(De3) quimicamente competentes se transformaron con el vector pGF131 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se seleccionaron pocos clones y se verificd la expresion del Fab anti-EGFR1
mediante cultivos de expresion preliminares, como se describié anteriormente. Se seleccionaron los mejores clones
como fondo para la expresion conjunta con plasmidos auxiliares de chaperona.

Las células electrocompetentes BL21(De3) pGF131 y Lemo21(De3) pGF 131 se construyeron como sigue. Se cultivaron
5 mL de precultivo o/n en LB liquido suplementado con kanamicina 20 mg/L. El dia 2, se volvié a inocular 1 mL de
precultivo en 50 mL de LB liquido con kanamicina 20 mg/L. El cultivo continué a +37 °C 220 rpm ~ 3 horas, hasta que la
ODego alcanzé el nivel 0,5. Las células se cosecharon por centrifugacion, 10 min 8000 x g y se suspendieron en 10 mL
de glicerol al 10 % enfriado con hielo. Se repitié la cosecha por centrifugacion, seguida de suspension en 5 mL de
glicerol al 10 % enfriado en hielo. Las células se dividieron en alicuotas de 10 x 500 ul y se almacenaron a -80 °C.

Los plasmidos auxiliares de chaperona pGF134 y pGF135 se electroporaron en las cepas BL21(De3) y Lemo21(De3)
con BioRad Gene Pulser, programa Ec2. La mezcla se sembré en placas de LB + km + stre después de un precultivo
corto a +37 °C y las placas se cultivaron a +37 °C durante toda la noche. Los cultivos de expresion preliminares se
hicieron como anteriormente.

Como se ejemplificé en la Figura 9, la chaperona SKP tiene un efecto claramente beneficioso sobre la produccion, pero
la diferencia con la cepa de fondo que alberga solo el plasmido de expresion pGF131 no fue notable. De cualquier
manera, los clones con plasmido auxiliar de chaperona tendieron a crecer mas rapido y alcanzar mayores densidades
celulares. Los cultivos con plasmido auxiliar de chaperona pGF134, ademas, fueron mas reproducibles y estables. No
hubo diferencias entre los plasmidos auxiliares de chaperonas periplasmicos pGF4134 (chaperona SKP) y pGF135
(chaperonas SKP y FkpA). La expresion de las chaperonas citoplasmaticos DnaK/J GrpE del plasmido auxiliar pGF138
no mejoré adicionalmente el nivel de expresion. Por esa razén las cepas de Lemo21(De3) pGF131 pGF134 y
BL21(De3) pGF131 pGF134 se seleccionaron para la continuacion y para el desarrollo del proceso de fermentacion.

Anti-EGFR de cadena unica
El vector de expresion pGF155 para el ScFv anti-EGFR1 con secuencia sefial ompA (SEQ ID NO: 13) se construy6 y se

amplific6 por PCR con polimerasa de alta fidelidad y ensamblaje de Gibson en el esqueleto pET-15b. En la
construccion, los polinucleétidos codificantes de la region variable de la cadena ligera y de la region variable de la

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2779974 T3

cadena pesada se separaron mediante la secuencia de enlace/espaciadora G4S (SEQ ID NO: 29) que codifica la
secuencia enlazadora de 15 mer establecida en la SEQ ID NO: 30.

La cepa de fondo BL21(De3) se transformd con el vector pGF155 solo o en combinacion con plasmidos auxiliares de
chaperona, y los niveles de expresion se evaluaron en base a cultivos preliminares de 10 mL.

Produccion del Fab anti-EGFR1 en la cepa de E. coli cultivada con fermentador (BL21[DE3]pGF131pGF134); cultivo
suplementado con extracto de levadura.

Inoculacion

Se inocularon varias (5-8 colonias) colonias de E. coli (BL21[DE3]pGF131pGF134) de la placa de agar LB en 5 mL de
medio liquido LB suplementado con kanamicina (25 mg/L) y estreptomicina (30 mg/L). El inéculo (1°" in6culo) se incubd
a +37 °C, 220 rpm, durante 5 horas. Se usd 1 mL de 1*" in6culo para inocular 100 mL de medio de cultivo de inéculo
(abajo) suplementado con kanamicina (25 mg/L) y estreptomicina (30 mg/L) en un frasco de agitacion de 500 mL (2%
indculo). El 2% inéculo se incubé a +37 °C, 220 rpm, <16 horas. Se transfirieron 10 mL de segundo in6culo en 100 mL
de medio de cultivo Inéculo (abajo) suplementado con kanamicina (25 mg/L) y estreptomicina (30 mg/L) en un frasco de
agitacion de 500 mL (3% indculo). El 3* indculo se incubd a +37 °C, 220 rpm, hasta alcanzar la ODgoo ~ 2,0 y este
inéculo se usoé para inocular 900 mL de medio de cultivo por Lotes de Fermentador (abajo) suplementado con
kanamicina (25 mg/L) y estreptomicina (30 mg/L) en el recipiente de cultivo de fermentador (2 L) que resulté en un
volumen final de 1000 mL y un valor de ODgg de 0,2.

Tabla 21. Componentes del medio de cultivo de inéculo (elementos metalicos traza[TME] de FeClz x 6 H20 to MgSO4 x
7 H0).

Reactivo Mw (g/mol) mg/L ¢ (mmol/L)
Na,HPO, x 2 H,0 177,99 8600 48,317
K,HPO, 174,2 3000 17,222
NH,CI 53,49 1000 18,695
NaCl 58,44 500 8,556
FeCl; x 6 H,0 270,33 66 0,245
H3BO; 61,83 3 0,049
MnCl, x 2 H,0 161,87 12 0,076
EDTA x 2 H,0 372,24 8,4 0,023
CuCl, x 2 H,0 170,48 1,5 0,009
Na,Mo0, x 2 H,0 429,89 2,5 0,006
CoCl, x 6 H,0 237,93 2,5 0,011
ZnS0O,4 x 7 H,0 287,54 10 0,036
Glucosa 180,16 10000 55,506
MgSO, x 7 H,0 246,47 600 2,434
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Tabla 22. Medio de Cultivo por Lotes de Fermentador (elementos metalicos traza[TME] de FeCls x 6 H2O to MgSO4 x 7
H-0).

Reactivo Mw (g/mol) mg/| ¢ (mmol/1)
K,HPO, 174,2 16600 95,293
{NH4),HPO4 132,07 4000 30,287

Acido citrico x 1 Hz0 210,14 2297 10,931
FeCl; x 6 H;0O 270,33 83 0,306
H3BO= 61,83 3,8 0,061
MnCl; x 2 H,0 161,87 15 0,095
EDTA x 2 H,0 372,24 10,5 0,028
CuCl; x 2H;0 170,48 1,9 0,011
Na;MoQ4 x 2 H,0 429,89 3,1 0,007
CoCl; x 6 H;0 237,93 3,1 0,013
ZnS0O4x 7 H,0 287,54 13 0,046

Glucosa 180,16 25000 138,766
MgS0O4 x 7 H,0 246,47 1500 6,086

Fase de fermentacioén por lotes

Después de inocular el recipiente de cultivo de fermentador, se establecieron los siguientes parametros mediante el uso
de la unidad de control digital Biostat®B Plus:

-temperatura +37 °C

-pH 6,8 (12,5 % NH3, H3PO4 15 %)

-pO2 (modo en cascada) > 25 %

-Tasa de agitacion 15 % - 75 % (=300 rpm — 1500 rpm)

-Flujo de gas (aire) 13 % -50% (=0,4L-1,5L)

En el punto de tiempo ~ 8,5 horas de la fase del lote de fermentacion, el valor de DOT (Tension de oxigeno disuelto)
alcanz6 su punto maximo bruscamente, lo que redujo la velocidad de agitaciéon y el flujo de gas. Esto indico el

agotamiento de la glucosa presente en el medio de cultivo en lotes (25 g/L) y el final de la fase de fermentacion por lote.
Se alcanzo el valor de ODggo 31 durante la fase de fermentacioén por lote.

Fase de alimentacion por lotes de fermentacion

Se bombed FS (solucion de alimentacion) 1.1 (Glc 67 %, MgS0O4 2 %) en el recipiente de cultivo del fermentador durante
6 horas 20 min, 0,24 mL/min. Durante esta fase del lote alimentado FS 1.1, se alcanzé el valor OD600 70.

Se bombed FS 1.2 (Glc 50 %, MgSO4 1,5 %, 7,4 g/100 mL de extracto de levadura, 15 veces la concentracion de
TME[elementos metdlicos traza] en comparacién con el medio de cultivo por lotes de fermentador, 0,32 g/L de tiamina)
en el recipiente de cultivo de fermentador durante 7 horas, 0,24 mL/min. Se alcanzé el valor ODggo 134. En este punto,
la velocidad de bombeo se redujo a 0,13 mL/min durante 11 horas 40 min. El valor de ODggo no aumentd de 134.
Ademas, se realizo otra corrida de fermentador sin suplementar con extracto de levadura y esta corrida de fermentador
resulté en aproximadamente 20 mg/L del Fab anti-EGFR1 como se estimé con el analisis de transferencia Western
como se muestra mas abajo.

Durante la fase de alimentacion en lote, se siguid la concentracion de glucosa en el cultivo en suspension mediante el
uso de barras Keto-diabur-test 5000 (Roche, Cat #: 10647705187) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Induccioén de sintesis de proteinas
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Antes de la induccion de la sintesis de proteinas con IPTG, la temperatura de cultivo se redujo de +37 °C a +20 °C. La
induccion de la sintesis de proteinas con IPTG (concentracion final de IPTG 1 mM) se realizé a un valor de OD600 de
86. La induccion de la sintesis de proteinas se realizé durante 16 horas.

Recoleccién de las muestras durante la ronda de fermentacion

Se recolectaron muestras para analisis por transferencia Western (muestra de pellet de 2 X 1 mL y muestra de
sobrenadante de 2 X 1 mL) en diferentes puntos de tiempo. Se tomaron muestras previas a la induccion justo antes de
la induccion de la sintesis de proteinas con IPTG. Se recolectd otro conjunto de muestras a las 4 horas del punto de
tiempo de induccion. El dltimo conjunto de muestras se recolecto6 en el punto de tiempo de induccién de 16 horas antes
de la cosecha del cultivo. Las células se centrifugaron en las muestras (+4 °C, 5000 X g, 15 min) y los sobrenadantes se
transfirieron a tubos nuevos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta que se analizaron mediante el uso del
método de transferencia Western.

Cosecha de células

La suspension de cultivo de fermentacion se recolecté en tubos de centrifuga SLA 3000 (Sorvall RC6) mediante el uso
de una bomba Watson Marlow 504U 056.3762.00, y los tubos de centrifuga se equilibraron. Las células se centrifugaron
(+4 °C, 5000 X g, 60 min) y se desecho el sobrenadante. Los pellet celulares se almacenaron a -20 °C.

Analisis de transferencia Western del Fab anti-EGFR1 expresado en periplasma

Las muestras de pellets que representan 1 mL de la suspension del cultivo de fermentacion se suspendieron en 1 mL de
10 x TE pH 7,5 (TrissHCI 100 mM, EDTA 10 mM). Las muestras se agitaron vigorosamente durante 2 horas a
temperatura ambiente, se centrifugaron a +4 °C, 12 000 x g, 60 min y los sobrenadantes se recolectaron como extractos
periplasmicos.

Los extractos periplasmicos se analizaron adicionalmente con transferencia Western. Se mezclaron 100 pL de extracto
con 25 pL de tampon de carga no reductor. Se cargaron 12,5 yl de mezcla en gel de SDS-Page de Tris-Glicina Precise
al 4-20 % (Thermo Scientific). El gel se corrié en tampén de ejecucion Laemmli 1 x 200 V ~ 45 min y se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa en tampoén de transferencia Tris-Glicina, 350 mA ~ 1,5 horas. Se us6 el sistema BioRad
Mini-protean para SDS-Page y para la transferencia. La membrana transferida se bloqued con BSA al 1 % en PBS. La
deteccion se realizé con IgG antihumana (especifica del Fab) con conjugado de peroxidasa (Sigma Aldrich; cat. num.
A0293) y sustrato Luminata Forte Western HRP (Millipore; cat. nam. WBLUF0500). La reaccion de quimioluminiscencia
se detecto con el analizador Fuijifilm Luminescent Image LAS4000.

Se mezclaron 10 yl de cada muestra de sobrenadante de cultivo con 2,5 pl de tampon de carga no reductor y estas
muestras se procesaron en gel SDS-PAGE y se transfirieron a la membrana de nitrocelulosa como se describio
anteriormente para las muestras de extracto periplasmico. Los resultados se muestran en la Figura 10.

Purificacién del Fab

El tampodn del extracto periplasmico filtrado se intercambié a MES 50 mM pH 6 mediante el uso de un filtro centrifugo
Amicon Ultra 10K antes de la primera etapa de purificacion mediante una columna de intercambio catiénico de 5 mL
(HiTrap SP FF, GE Healthcare). La fase moévil A era MES 50 mM pH 6 y la fase mévil B era MES 50 mM pH 6 + NaCl
500 mM. La muestra se filtr6 a través de una membrana de 1,2 ym antes de la corrida. Primero, se inyect6 el 10 % de la
muestra en la columna a una velocidad de flujo de 2,5 mL/min durante 5 minutos, después de lo cual la velocidad de
flujo se cambié a 5 mL/min. La columna se corrié con 57,5 mL de fase A, y después se aplicd un gradiente lineal desde
0 % B a 100 % B sobre 35 mL. Se recolectaron fracciones de 2,5 mL y se agruparon las fracciones A5-A9. El resto de la
muestra se corrio en dos ejecuciones separadas como se describié anteriormente y las fracciones A5-A10 se agruparon
(Figura 11). Se uso el Fab anti-EGFR1 digerido con papaina como control.

Las fracciones agrupadas (A5-A10) se inyectaron en la columna de proteina L (1 mL) sin cambiar el tampén. La proteina
L se corrié a una velocidad de flujo de 0,2 mL/min durante la inyeccion de la muestra'y 1 mL/min durante el lavado y la
elucion. La fase movil A era PBS y B citrato de Na 0,1 M pH 3. La muestra se eluy6 con 100 % de B. La proteina eluy6
con un pico agudo (Figura 12) y las fracciones A5-A7 se agruparon y se neutralizaron con Tris-HCI 2 M pH 9. Después
de las dos etapas de purificacion, se estimo que el rendimiento del Fab era de aproximadamente 44 mg/L. Se someti6d
otro lote solo para la purificacion por proteina L y esto produjo aproximadamente 72 mg/L de la fracciéon Fab. Se uso el
Fab anti-EGFR1 digerido con papaina como control.

Las fracciones agrupadas se analizaron en SDS-PAGE. 24 ul de cada una de estas tres muestras agrupadas de
corridas cromatograficas con la columna de proteina L, se mezclaron con 6 pl de tampén de carga reductora y se
corrieron en gel SDS-PAGE. El gel se tifio con tincion a base de Coomassie (Figura 13).

EJEMPLO 14. Union del Fab anti-EGFR1 y el Fab anti-EGFR1 BSH-dextrano al EGFR1
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El anti-EGFR1 producido en células CHO purificado con proteina A se digirié con papaina, se purificé con columnas de
Proteina NAb A Plus Spin y se tratd con Endo F2 recombinante (Elizabethkingia meningosepticum (producida en E. coli,
Calbiochem) que escinde oligosacaridos biantenarios y con alto contenido en manosa dejando un GIcNAc unido a
asparagina de manera que se obtiene fragmentos Fab no glicosilados. Se afiadieron 100 mU de la enzima a
aproximadamente 1 mg del Fab anti-EGFR1 y se incub6 durante toda la noche a +37 °C en NaAc 50 mM pH 4,5.

100 pg del Fab anti-EGFR1 y 100 pg del Fab anti-EGFR1 BSH-dextrano se marcaron con Cy3 mediante el uso de
Amersham Cy3 monorreactivo de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se prepararon soluciones de 0,5 mg/mL
en tampon citrato/fosfato pH 7 para usarse en la impresion de microarreglos.

Se imprimié un arreglo de seis moléculas diferentes (HER2, EGFR1 humano, CD64, CD16a, HSA e IgG anti-dextrano)
en portaobjetos de microarreglos activados-(NHS) sobre la amina reactiva N-hidroxisuccinimida (cuatro puntos paralelos
para cada molécula). El conjugado del Fab anti-EGFR1 BSH-dextrano marcado con Cy3 y el Fab anti-EGFR1 se
incubaron en pocillos separados del portaobjetos en ocho concentraciones que varian de 0,4 nM a -900 nM. La unién no
especifica se elimind mediante el uso de 10x dextrano BSH no conjugado. Después del lavado del portaobjetos, se
detectd la sefial de fluorescencia mediante el uso de un escaner laser. Las intensidades medias y las desviaciones
estandar para cada punto de concentracion se calcularon a partir de cuatro puntos de datos paralelos. Los valores de Kg
se determinaron mediante el ajuste de los datos a la isoterma de Langmuir:

F = (Fmax{p])/([P]*+Kq)

donde F=intensidad de fluorescencia, Fmax=intensidad maxima en la saturacién, [p]= concentracién de la molécula
marcada con Cy3 y Kq=constante de disociacion.

El conjugado Anti-EGFR1 Fab BSH-dextrano se une al EGFR1 con una constante de disociacion de aproximadamente
Kg = 97 nM. El Fab no conjugado tiene aproximadamente 2 veces mayor afinidad en comparacion con el anti-EGFR1
Fab BSH dextrano al EGFR1 (Figura 14). La unién del Fab anti-EGFR1 BSH-dextrano o el Fab no conjugado a HER2,
CD64, CD16a, HSA o IgG anti-dextrano estaban por debajo de los limites de deteccion.

Es obvio para una persona experta en la técnica que con el avance de la tecnologia, la idea basica de la invencion
puede implementarse de varias maneras.

Listado de secuencias

<110> Tenboron Oy
<120> Conjugados
<130> P-W090874M
<150> FI20155114
<151> 2015-02-20
<150> FI20145552
<151> 2014-06-13
<160> 30

<170> BiSSAP 1.3
<210> 1

<211> 1210

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Receptor de EGF, humano NP_005219.2
<400> 1
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Thr
Glu
Thr
725
Pro
Lys
His

Ile

Ala
310
Cys
Ile
His
val
Gln
390
Leu
Asn
Leu
Lys
Cys
470
Gln
Thr
Pro
Glu
Val
550
Ala
Cys
Gly
Gly
Gly
630
Ile
Leu
Thr
Pro
Thr
710
val
vVal
Glu

val

Thr
790

295
Cys

Lys
Gly
Phe
Ala
375
Glu
Ile
Leu
Ala
Glu
455
Tyr
Lys
Gly
Glu
Cys
535
Glu
Met
Ala
Vval
His
615
Pro
Ala
Gly
Leu
Ser
695
Glu
Tyr
Ala
Ile
Cys

775
Gln

Gly
Lys
Glu
Lys
360
Phe
Leu
Gln
Glu
vVal
440
Ile
Ala
Thr
Gln
Pro
520
Val
Asn
Asn
His
Met
600
Val
Gly
Thr
Ile
Arg
680
Gly
Phe
Lys
Ile
Leu
760

Arg

Leu

ES 2779974 T3

Ala
Cys
Phe
345
Asn
Arg
Asp
Ala
Ile
425
val
Ser
Asn
Lys
val
505
Arg
Asp
Ser
Ile
Tyr
585
Gly
Cys
Leu
Gly
Gly
665
Arg
Glu
Lys
Gly
Lys
745
Asp

Leu

Met

Asp
Glu
330
Lys
Cys
Gly
Ile
Trp
410
Ile
Ser
Asp
Thr
Ile
490
Cys
Asp
Lys
Glu
Thr
570
Ile
Glu
His
Glu
Met
650
Leu
Leu
Ala
Lys
Leu
730
Glu
Glu

Leu

Pro

Ser
315
Gly
Asp
Thr
Asp
Leu
395
Pro
Arg
Leu
Gly
Ile
475
Ile
His
Cys
Cys
Cys
555
Cys
Asp
Asn
Leu
Gly
635
val
Phe
Leu

Pro

Ile
715

Trp
Leu
Ala
Gly

Phe
795

43

300
Tyr

Pro
Ser
Ser
Ser
380
Lys
Glu
Gly
Asn
Asp
460
Asn
Ser
Ala
val
Asn
540
Ile
Thr
Gly
Asn
Cys
620
Cys
Gly
Met
Gln
Asn
700
Lys
Ile
Arg
Tyr
Ile

780
Gly

Glu
Cys
Leu
Ile
365
Phe
Thr
Asn
Arg
Ile
445
val
Trp
Asn
Leu
Ser
525
Leu
Gln
Gly
Pro
Thr
605
His
Pro
Ala
Arg
Glu
685
Gln
val
Pro
Glu
Val
765
Cys

Cys

Met
Arg
Ser
350
Ser
Thr
val
Arg
Thr
430
Thr
Ile
Lys
Arg
Cys
510
Cys
Leu
Cys
Arg
His
590
Leu
Pro
Thr
Leu
Arg
670
Arg
Ala
Leu
Glu
Ala
750
Met

Leu

Leu

Glu
Lys
335
Ile
Gly
His
Lys
Thr
415
Lys
Ser
Ile
Lys
Gly
495
Ser
Arg
Glu
His
Gly
575
Cys
val
Asn
Asn
Leu
655
Arg
Glu
Leu
Gly
Gly
735
Thr
Ala

Thr

Leu

Glu
320
val
Asn
Asp
Thr
Glu
400
Asp
Gln
Leu
Ser
Leu
480
Glu
Pro
Asn
Gly
Pro
560
Pro
Val
Trp
Cys
Gly
640
Leu
His
Leu
Leu
Ser
720
Glu
Ser
Ser

Ser

Asp
800
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Tyr
Trp
Leu
Gln
Glu
865
Met
val
Lys
Lys
Met
945
Phe
Arg
Thr
Asp
Ser
1025
Thr
Ser
Pro
Val
Val
1105
Arg
Glu
Ser

Asn

Gly
1185

val
Cys
Val
His
850
Glu
Ala
Trp
Pro
Gly
930
Ile
Arg
Tyr
Asp

Val

1010

Ser
Ser
Cys
Thr

Pro

1090

Gln
Asp
Tyr
Pro

Pro

1170

Arg
val
His
835
val
Lys
Leu
Ser
Tyr
915
Glu
Met
Glu
Leu
Ser
995
Val
Pro
Asn
Pro
Gly
1075
Glu
Asn
Pro
Leu
Ala

1155
Asp

Glu
Gln
820
Arg
Lys
Glu
Glu
Tyr
900
Asp
Arg
Val
Leu
Val
980
Asn
Asp
Ser
Asn
Ile
1060
Ala
Tyr
Pro
His
Asn
1140
His

Tyr

Ile Phe Lys

Ala Pro Gln Ser

<210> 2

<211> 449

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> cadena pesada, cetuximab, INN7906H, de IMGT

His
805
Ile
Asp
Ile
Tyr
Ser
885
Gly
Gly
Leu
Lys
Ile
965
Ile
Phe
Ala
Thr
Ser
1045
Lys
Leu
Ile
Val
Tyr
1125
Thr
Trp
Gln
Gly

Ser
1205

ES 2779974 T3

Lys Asp Asn Ile

Ala Lys Gly Met
825

Leu Ala Ala Arg

840
Thr Asp Phe Gly
855

His Ala Glu Gly

870

Ile Leu His Arg

Val Thr Val Trp
905

Ile Pro Ala Ser

920
Pro Gln Pro Pro
935

Cys Trp Met Ile

950

Ile Glu Phe Ser

Gln Gly Asp Glu
985

Tyr Arg Ala Leu

1000
Asp Glu Tyr Leu
1015

Ser Arg Thr Pro

1030

Thr Val Ala Cys

Gly Ser Gln Tyr
810
Asn Tyr Leu Glu

Asn Val Leu Val
845

Leu Ala Lys Leu

860
Gly Lys Val Pro
875

Ile Tyr Thr His

890

Glu Leu Met Thr

Glu Ile Ser Ser
925

Ile Cys Thr Ile

940
Asp Ala Asp Ser
955

Lys Met Ala Arg

970

Arg Met His Leu

Met Asp Glu Glu

Leu
Asp
830
Lys
Leu
Ile
Gln
Phe
910
Ile
Asp
Arg
Asp
Pro

990
Asp

1005

Ile Pro Gln Gln
1020
Leu Leu Ser Ser
1035
Ile Asp Arg Asn
1050

Gly
Leu

Gly

Glu Asp Ser Phe Leu Gln Arg Tyr Ser

1065

Thr Glu Asp Ser
1080
Asn Gln Ser Val
1095

Tyr His Asn Gln
1110
Gln Asp Pro His

Val Gln Pro Thr

1145

Ala Gln Lys Gly
1160

1175

Ile Asp Asp Thr

1070

Phe

1085

Pro Lys Arg Pro
1100
Pro Leu Asn Pro
1115
Ser Thr Ala Val
1130
Cys Val Asn Ser

Ser His Gln Ile

Ala
Ala
Gly

Thr

1150

Leu
815
Arg
Thr
Gly
Lys
Ser
895
Gly
Leu
vVal
Pro
Pro
975
Ser
Met
Phe
Ser
Leu
1055
Ser
Leu
Gly
Pro
Asn

1135
Phe

Asn
Arg
Pro
Ala
Trp
880
Asp
Ser
Glu
Tyr
Lys
960
Gln
Pro
Asp
Phe
Ala
1040
Gln
Asp
Pro
Ser
Ser
1120

Pro

Asp

Ser Leu Asp

1165
Gln Asp Phe Phe Pro Lys Glu Ala Lys Pro Asn

1180

Ser Thr Ala Glu Asn Ala Glu Tyr Leu Arg Val

1190
Glu Phe Ile Gly

1195
Ala
1210

44

1200
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<400> 2
GIn Val GIn Leu Lys GIn Ser Gly Pro Gly Leu Val GIn Pro Ser GIn

1
Ser

Gly
Gly
Ser
65

Lys
Arg
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Leu
Val
val
50

Arg
Met
Ala
Leu
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210> 3

Ser
His
35

Ile
Leu
Asn
Leu
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
vVal
275
Thr
vVal
Cys
Ser
Pro
355
vVal
Gly
Asp
Trp

His
435

Ile
20

Trp
Trp
Ser
Ser
Thr
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

5
Thr

Val
Ser
Ile
Leu
85

Tyr
vVal
Ser
Lys
Leu
165
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
245
Val
Phe
Pro
Thr
val
325
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
405

Gln

His

Cys
Arg
Gly
Asn
70

Gln
Tyr
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
230
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
310
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
390
Phe

Gly

Tyr

Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ser
Asp
Ala
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Val
Ser
40

Asn
Asp
Asn
Tyr
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

val

Gln
440

ES 2779974 T3

Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Glu
105
Ser
Thr
Pro
val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
val
265
val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys

10
Gly

Gly
Asp
Ser
Thr
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Ala
Lys
Gly
Pro
155
Thr
val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys

Cys

Leu

45

Ser
Gly
Asn
60

Ser
Ile
Tyr
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
val
val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Leu
Leu
45

Thr
Gln
Tyr
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
val
Pro
Thr

val

Leu
445

Thr
30

Glu
Pro
Vval
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Vval
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

15
Asn

Trp
Phe
Phe
Cys
95

Gln
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Tyr
Leu
Thr
Phe
80

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys

Glu

Gly
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<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cadena ligera, cetuximab, INN7906L, de IMGT
<400> 3

Asp
1
Glu
Ile
Lys
Ser
65
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

Ile
Arg
His
Tyr
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
val
Ser
Thr
Cys

Asn
210

<210> 4

<211> 453

Leu
Val
Trp
Ala
Ser
Ile
Gly
Val
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> nimotuzumab_HC
<400> 4

Leu
Ser
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Ala
100
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180

val

Gly

Thr
5
Phe
Gln
Glu
Thr
Asp
85
Gly
Ile
Vval
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Gln
Ser
Gln
Ser
Asp
70

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
150
Gln
Ser
His

Cys

Ser
Cys
Arg
Ile
55

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp

Lys

Gln

Pro
Arg
Thr
40

Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

ES 2779974 T3

Val
Ala
25

Asn
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Ile
10

Ser
Gly
Ile
Ser
Gln
90

Leu
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Leu

Gln

Ser

Pro

Ser

Ser

Pro

Ser
60

Ile Asn

75

Asn Asn

Lys Arg

Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

46

Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

val
Ile
Arg
45

Arg
Ser
Asn
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Ser
Gly
30

Leu
Phe
Vval
Trp
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Pro
15

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser
Thr
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser
Tyr

Ser
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Gln
Ser
Tyr
Gly
Lys
65

Met
Ala
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr
Asn
Ser
225
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
305
Asn
Pro
Gln
Val
vVal
385
Pro
Thr

val

Leu

Val
Vval
Ile
Gly
Thr
Glu
Arg
Gly
Ser
130

Ala

Val

Ala
Val
His
210
Cys
Gly
Met
His
Val
290
Tyr
Gly
Ile
Vval
Ser
370
Glu
Pro
Val

Met

Ser
450

<210> 5

Gln
Lys
Tyr
35

Ile
Arg
Leu
Gln
Gln
115
val
Ala

Ser

Val
Pro
195
Lys
Asp
Gly
Ile
Glu
275
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
355
Leu
Trp
Val
Asp
His

435
Pro

Leu
Val
20

Trp
Asn
Val
Ser
Gly
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser
Pro
Lys
Pro
Ser
260
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
340
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Leu
Ser
Pro
Gly

Asn

165
Gln

Ser
Ser
Thr
Ser
245
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

Gln
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu
Trp
Thr
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser
Asn
His
230
val
Thr
Glu
Lys
Ser
310
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg
Phe
val
Ala
135

Leu

Gly

Ser
Leu
Thr
215
Thr
Phe
Pro
val
Thr
295
val
Cys
Ser
Pro
Val
375
Gly
Asp

Trp

His

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Val
Ser
Asp
Thr
120
Pro

vVal

Ala

Gly
Gly
200
Lys
Cys
Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
440

ES 2779974 T3

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu
Ser
105
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
185
Thr
Val
Pro
Phe
Vval
265
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
345
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

Glu
10

Gly
Gly
Ser
Glu
Asp
90

Asp
Ser
Ser
Asp

Thr

170
Tyr

Gln
Asp
Pro
Pro
250
Thr
Asn
Arg
val
Ser
330
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
410
Gly

Tyr

val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Gly
Ser
Lys
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
235
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
315
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
395
Phe

Asn

Thr

47

Lys
Thr
Gly
Phe
Thr
Ala
Arg
Ala
Ser
140

Phe

Gly

Leu
Tyr
Arg
220
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Met
Pro
380
Asn
Leu

Val

Gln

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Asn
Phe
Gly
Ser
125
Thr

Pro

val

Ser
Ile
205
val
Ala
Pro
Val
val
285
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
445

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Phe
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu
Pro
Lys
Val
270
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Gly
15

Asn
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Asp
Lys
Gly
Pro

Thr

175
Val

Asn
Pro
Glu
Asp
255
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415

Cys

Leu

Ser
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Phe
Gly
Gly
Val
160
Phe
Val
Val
Lys
Leu
240
Thr
val
Val
Ser
Leu
320
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser
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<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> nimotuzumab_LC
<400> 5

Asp
1
Asp
Asn
Pro
Ser
65
Ser

Ser

Arg

Gln
Tyr
145
Ser
Thr

Lys

Pro

Ile
Arg
Gly
Lys
50

Arg
Ser
His
Glu
Leu
130
Pro
Gly
Tyr
His

val
210

<210> 6

<211> 226

Gln
Val
Asn
Leu
Phe
Leu
Val

vVal
115

Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

195
Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Fab de cadena pesada
<400> 6

Met
Thr
Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
100
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
180

val

Lys

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Pro
85

Trp

Ala

Gly
Ala
Gln
165
Ser

Tyr

Ser

Gln
Thr
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Pro

Thr
Lys
150
Glu
Ser

Ala

Phe

Ser
Cys
Asp
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Ser
Ala
135
vVal
Ser
Thr
Cys

Asn
215

Pro
Arg
Trp
40

vVal
Ser
Ile
Gly

Val
120

Ser
Gln
Val
Leu
Glu

200
Arg

ES 2779974 T3

Ser
Ser
25

Tyr
Ser
Gly
Ala
Gln
105
Phe
val
Trp
Thr
Thr
185

val

Gly

Ser
10

Ser
Gln
Asn
Thr
Thr
90

Gly

Ile

Val
Lys
Glu
170
Leu

Thr

Glu

Leu

Ser

Gln Asn

Gln
Arg
Asp
75

Tyr
Thr

Phe

Cys

Thr
Phe
60

Phe
Tyr
Lys

Pro

Leu
140

Val Asp

155

Gln Asp

Ser
His

Cys

48

Lys

Gln

Ala
Ile
Pro
45

Ser
Thr
Cys
Leu

Pro
125

Leu
Asn
Ser
Ala

Gly
205

Ser
Val
Gly
Gly
Phe
Phe
Gln
110
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

190
Leu

Val
15

His
Lys
Val
Thr
Gln
95

Ile

Asp

Asn
Leu
Asp
175
Tyr

Ser

Gly
Ser
Ala
Pro
Ile
80

Tyr
Thr

Glu

Phe
Gln
160
Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln
Ser
Gly
Gly
Ser
Lys
Arg
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser

Thr
225

Val
Leu
Vval
Vval
50

Arg
Met
Ala
Leu
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn

210
His

<210>7

<211> 238

Gln
Ser
His
35

Ile
Leu
Asn
Leu
Vval
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu

195
Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> F(ab')2 de cadena pesada
<400>7
Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln

Leu
Ile
20

Trp
Trp
Ser
Ser
Thr
100
Thr
Pro
val
Ala
Gly
180
Gly

Lys

Lys
Thr
Val
Ser
Ile
Leu
85

Tyr
val
Ser
Lys
Leu
165
Leu

Thr

val

Gln
Cys
Arg
Gly
Asn
70

Gln
Tyr
Ser
Ser
Asp
150
Thr
Tyr
Gln

Asp

Ser
Thr
Gln
Gly
Lys
Ser
Asp
Ala
Lys
135
Tyr
Ser
Ser

Thr

Lys
215

Gly
val
Ser
40

Asn
Asp
Asn
Tyr
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr

200
Arg

ES 2779974 T3

Pro

Ser
25
Pro

Gly
10
Gly

Gly

Thr Asp

Asn
Asp
Glu
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185

Ile

Vval

Ser
Thr
90

Phe
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser

Cys

Glu

Leu Val

Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Ala
Lys

Gly

Ser
Gly
Asn
60

Ser
Ile
Tyr
Gly

Gly
140

Pro Val

155
Thr

Phe

Val val

Asn Val

Pro

49

Lys
220

Gln
Leu
Leu
45

Thr
Gln
Tyr
Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn

205
Ser

Pro
Thr
30

Glu
Pro
Val
Tyr
Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
130
His

Cys

Ser
15

Asn
Trp
Phe
Phe
Cys
95

Gln
val
Ala
Ser
vVal
175
Pro

Lys

Asp

Gln
Tyr
Leu
Thr
Phe
80

Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser

Pro

Lys
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Ser Leu

Gly Vval
35

Gly Val
50

Ser Arg Leu

65

Lys Met Asn
Arg Ala Leu Thr

Thr Leu Val

Ser

His

Ile

Ile
20
Trp Val

Trp
Ser

Ser
85
Tyr
100

Thr Val

115

Pro

130
Gly Cys
145
Asn

Gln Ser

Ser

Leu Ala Pro
Leu Val
Ser Gly Ala
Ser Gly

Ser Leu

Ser

Lys

Thr Cys

Arg Gln

Tyr Asp

Ser Lys

Asp

Thr val

Ser
40

Ser Gly Gly Asn

55

Ile Asn Lys Asp
70
Leu Gln

Ser Asn

Tyr

Ser Ala Ala

120
Ser
135

Tyr Phe

150

Leu
165
Leu
180
Gly

195

Ser Asn
210
Thr His
225
<210> 8
<211> 324
<212> ADN

Thr Lys

Thr Cys

Val

Pro

Thr
Tyr

Thr Gln

Pro

Ser Gly
Ser Leu

Thr Tyr

200

Asp Lys Arg

215

Cys Pro

230

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> anti-EGFR1_LC variable DNA

<400> 8
gatattctge

tttagctgte
aatggtagtc
cgttttageg
gaagatatcg
ggtacaaaac
<210>9

<211> 357
<212> ADN

tgacccagtce
gtgcaagcca
cgegtetget
gttctggtag
ccgattatta

tggaactgaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

accggttatt
gagcattggc
gatcaaatat
cggcaccgat
ctgccagcaa

ataa

<223> anti-EGFR1_HC_variable_ DNA

ES 2779974 T3

10
Ser Gly Phe
25
Pro Gly Lys

Thr Asp Tyr

Asn Ser Lys
75

Asp Thr Ala
90

Glu Phe Ala

105

Ser Thr Lys

Thr Ser Gly

Glu Pro

155

Thr

Pro

Val His
170
Ser Ser Val
185
Ile Cys Asn

Val Glu Pro

Ala Pro Glu

235

ctgagcgtta
accaatattc
gcaagcgaaa
tttaccctga

aataacaatt

Ser Leu
30
Gly
45
Asn
60
Ser

Ile Tyr

Tyr

Thr Asn

Leu Glu

Thr Pro

Gln Val

15
Tyr

Trp Leu

Phe Thr

Phe Phe

80

Tyr Cys Ala

95

Trp Gly Gln Gly

110

Pro
125

Gly
Gly
140
val
Phe

Val

Ser Val

Thr Vval

Pro Ala Val

Thr Vval

Phe

Thr Ala Ala Leu

Ser Trp
160
Leu
175

Pro Ser

190

Val

205
Lys
220
Leu

gtccgggtga
attggtatca
gcattagcgg
gtattaatag

ggccgaccac

50

Asn His

Lys Pro

Ser Cys Asp Lys

Leu Gly

acgtgttagce
gcagcgtacce
tattccgage
cgttgaaagc

ctttggtgceca

60

120

180

240

300

324
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<400> 9
caggtgcage

acctgtaccg
ccgggtaaag
accccegttta
aaaatgaata
tattatgatt
<210>10

<211> 645
<212> ADN

tgaaacagag
ttagcggttt
gtctggaatg
ccagecgtet
gcctgecagag

atgaatttge

<213> Secuencia Artificial

<220>

cggtcegggt
tagcctgacce
gctgggtgtt
gagcatcaat
caatgatacc

atattgggga

ES 2779

ctggttcage
aattatggtg
atttggagcg
aaagataata
gccatctatt

cagggcacce

974 T3

cgagccagag
ttcattgggt
gtggtaatac
gcaaaagcca

attgtgcacg

tggttaccgt

cctgageatt
tcgtcagagt
cgattataac
ggtgttcttt
tgcecctgaca

tagtgce

<223> ADN de cadena ligera del Fab anti-EGFR1, optimizado por codén para E. coli

<400> 10
gatattctge

tttagctgtce
aatggtagtc
cgttttageg
gaagatatcg
ggtacaaaac
agtgatgaac
ccgegtgaag
gaaagcgtta
ctgagtaaag
ctgagcagtce
<210> 11

<211> 678
<212> ADN

tgacccagag
gtgcaagcca
cgcgtctget
gtagcggtag
ccgattatta
tggaactgaa
agctgaaaag
caaaagttca
ccgaacagga
cagattatga

cggtgaccaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ADN de cadena pesada del Fab anti-EGFR1, optimizado por codén para E. coli

<400> 11

tccggttatt
gagcattgge
gatcaaatat
tggcaccgat
ctgccagcag
acgtaccgtt
cggcaccgca
gtggaaagtt
tagcaaagat
aaaacacaaa

aagctttaat

ctgagcgtta
accaatattc
gcaagcgaaa
tttaccctga
aacaataatt
gcagcaccga
agcgttgttt
gataatgcac
agcacctata
gtgtatgecct

cgtggtgaat

51

gtccgggtga
attggtatca
gcattagcgg
gcattaatag
ggccgaccac
gcgtttttat
gtctgctgaa
tgcagagcgg
gcctgagcag
gcgaagttac

gttaa

acgtgttagce
gcagcgtacc
tattccgage
cgttgaaagc
ctttggtgca
cttteecgect
taacttttat
taatagccaa
caccctgacc

ccatcagggt

60
120
180
240
300

357

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

645



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

caggtgcagce
acctgtaccg
cccggcaagg
acccccttca
aagatgaact
tactatgact
tccaccaagg
accgctgecce
aactctggceg
ctgtactccce
atctgcaacg
tecctgegaca
<210> 12

<211> 726
<212> ADN

tgaagcagtc
tgtceggett
gcctggaatg
cctececgget
ccectgecagte
acgagttcge
gcececteegt
tgggctgtct
ccectgaccete
tgtccteegt
tgaaccacaa

agacccac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cggcectgge
ctcectgace
gctgggagtg
gtccatcaac
caacgacacc
ctactggggce
gttcecctcetg
ggtgaaagac
cggcgtgeac
ggtgaccgtg

gccctccaac

<223> anti-EGFR1_scFV_DNA

<400> 12
caggtgcagce

acctgtaccg
ccgggtaaag
acccegttta
aaaatgaata
tattatgatt
ggtggtggta
tcaccggtta
cagagcattg
ctgatcaaat
agcggcaccg
tactgccage

aaataa

tgaaacagag
ttagcggttt
gtctggaatg
ccagccgtcet
gcctgecagag
atgaatttgce
gcggtggtgg
ttctgagegt
gcaccaatat
atgcaagcga
attttaccct

aaaataacaa

cggtccgggt
tagcctgace
gctgggtgtt
gagcatcaat
caatgatacc
atattgggga
cggttcaggt
tagtcegggt
tcattggtat
aagcattagc
gagtattaat

ttggccgace

ES 2779974 T3

ctggtgcagce
aactacggcg
atttggagcg
aaggacaact
gccatctact
cagggcaccce
gcecccecteca
tacttcccceg
accttcectg
ccctccaget

accaaggtgg

ctggttcage
aattatggtg
atttggagcg
aaagataata
gccatcetatt
cagggcaccce
ggcggtggtt
gaacgtgtta
cagcagcgta
ggtattccga
agcgttgaaa

acctttggtg

cttececagte
tgcactgggt
gcggcaacac
ccaagtccca
actgcgccag
tggtgacagt
gcaagtccac
agcccgtgac
ccgtgcetgea
ctctgggcac

acaagcgggt

cgagccagag
ttcattgggt
gtggtaatac
gcaaaagcca
attgtgcacg
tggttaccgt
cagatattct
gctttagetg
ccaatggtag
gcegttttag
gcgaagatat

caggtacaaa

52

cctgtecatce
gcgacagtcecce
cgactacaac
ggtgttcettce
agccctgacce
gtecegecget
ctctggegge
cgtgtcectgg
gtccteegge
ccagacctac

ggaacccaag

cctgagecatt
tcgtcagagt
cgattataac
ggtgttcttt
tgcectgaca
tagtgccggt
gctgacccag
tcgtgcaage
tccgegtetg
cggttetggt
cgccgattat

actggaactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

678

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

726
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<210> 13
<211> 792
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2779974 T3

<223> anti-EGFR1_scFV_DNA_ with_ompA

<400> 13

atgaaatacc tgctgccgac cgcagcageg

atggcacagg
agcattacct
cagagtcegg
tataacaccc
ttctttaaaa
ctgacatatt
gccggtggtg
acccagtcac
gcaagccaga
cgtctgetga
tctggtageg
gattattact
gaactgaaat
<210> 14

<211> 241
<212> PRT

tgcagctgaa
gtaccgttag
gtaaaggtct
cgtttaccag
tgaatagcct
atgattatga
gtggtagcgg
cggttattct
gcattggcac
tcaaatatgc
gcaccgattt
gccagcaaaa

aa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> anti-EGFR1_scFV

<400> 14

acagagcggt
cggttttage
ggaatggctg
ccgtcectgage
gcagagcaat
atttgcatat
tggtggcggt
gagcgttagt
caatattcat
aagcgaaagc
taccctgagt

taacaattgg

ggtctgetge
ccgggtctgg
ctgaccaatt
ggtgttattt
atcaataaag
gataccgcca
tggggacagg
tcaggtggceg
ccgggtgaac
tggtatcagce
attagcggta
attaatagcg

ccgaccacct

tgctggecage
ttcagccgag
atggtgttca
ggageggtgy
ataatagcaa
tctattattg
gcaccctggt
gtggttcaga
gtgttagctt
agcgtaccaa
ttcecgageeg
ttgaaagcga

ttggtgcagg

53

acagcctgea
ccagagcctg
ttgggttcgt
taataccgat
aagccaggtg
tgcacgtgcece
taccgttagt
tattctgctg
tagctgtcgt
tggtagtccg
ttttagcggt
agatatcgcecce

tacaaaactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

792
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Gln
Ser
Gly
Gly
Ser
65

Lys
Arg
Thr
Ser
Leu
145
Gln
Ser
Pro
Ile

Asn

225
Lys

Val
Leu
Val
Val
50

Arg
Met
Ala
Leu
Gly
130
Ser
Ser
Pro
Ser
Asn

210
Asn

<210> 15

<211> 263

Gln
Ser
His
35

Ile
Leu
Asn
Leu
val
115
Gly
Vval
Ile
Arg
Arg
195

Ser

Asn

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> anti-EGFR1_scFV_with_ompA
<400> 15

Leu
Ile
20

Trp
Trp
Ser
Ser
Thr
100
Thr
Gly
Ser
Gly
Leu
180
Phe
Val

Trp

Lys
Thr
Val
Ser
Ile
Leu
85

Tyr
Val
Gly
Pro
Thr
165
Leu
Ser

Glu

Pro

Gln
Cys
Arg
Gly
Asn
70

Gln
Tyr
Ser
Ser
Gly
150
Asn
Ile
Gly
Ser

Thr

230

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ser
Asp
Ala
Asp
135
Glu
Ile
Lys
Ser
Glu

215
Thr

Gly
Val
Ser
40

Asn
Asp
Asn
Tyr
Gly
120
Ile
Arg
His
Tyr
Gly
200
Asp

Phe

ES 2779974 T3

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Glu
105
Gly
Leu
Val
Trp
Ala
185
Ser

Ile

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
90

Phe
Gly
Leu
Ser
Tyr
170
Ser
Gly
Ala

Ala

Leu Val

Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Ala
Gly
Thr
Phe
155
Gln

Glu

Ser
Gly
Asn
60

Ser
Ile
Tyr
Ser
Gln
140
Ser

Gln

Ser

Thr Asp

Asp
Gly

235

54

Tyr
220
Thr

Gln
Leu
Leu
45

Thr
Gln
Tyr
Trp
Gly
125
Ser
Cys
Arg
Ile
Phe
205
Tyr

Lys

Pro
Thr
30

Glu
Pro
Val
Tyr
Gly
110
Gly
Pro
Arg
Thr
Ser
130
Thr
Cys

Leu

Ser
15

Asn
Trp
Phe
Phe
Cys
95

Gln
Gly
Val
Ala
Asn
175
Gly
Leu

Gln

Glu

Gln
Tyr
Leu
Thr
Phe
80

Ala
Gly
Gly
Ile
Ser
160
Gly
Ile
Ser
Gln

Leu

240
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Met
Ala
Leu
Phe
Lys
65

Tyr
Lys
Ala
Ala
Gly
145
Thr
Phe
Gln
Glu
Thr
225

Asp

Gly

Lys
Gln
Val
Ser
Gly
Asn
Ser
Ile
Tyr
130
Ser
Gln
Ser
Gln
Ser
210
Asp
Tyr

Thr

<210> 16
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> glll

<400> 16
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser

1
His

Ser

<210> 17
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> ompA
<400> 17

Tyr
Pro
Gln
35

Leu
Leu
Thr
Gln
Tyr
115
Trp
Gly
Ser
Cys
Arg
195
Ile
Phe

Tyr

Lys

Leu
Ala
20

Pro
Thr
Glu
Pro
Val
100
Tyr
Gly
Gly
Pro
Arg
180
Thr
Ser
Thr

Cys

Leu
260

Leu
Met
Ser
Asn
Trp
Phe
Phe
Cys
Gln
Gly
Val
165
Ala
Asn
Gly
Leu
Gln

245
Glu

5

Pro
Ala
Gln
Tyr
Leu
70

Thr
Phe
Ala
Gly
Gly
150
Ile
Ser
Gly
Ile
Ser
230

Gln

Leu

Thr
Gln
Ser
Gly
Gly
Ser
Lys
Arg
Thr
135
Ser
Leu
Gln
Ser
Pro
215
Ile

Asn

Lys

Ala
Val
Leu
40

Val
val
Arg
Met
Ala
120
Leu
Gly
Ser
Ser
Pro
200
Ser

Asn

Asn

ES 2779974 T3

Ala
Gln
25

Ser
His
Ile
Leu
Asn
105
Leu
Val
Gly
Val
Ile
185
Arg
Arg

Ser

Asn

Ala
10

Leu
Ile
Trp
Trp
Ser
Ser
Thr
Thr
Gly
Ser
170
Gly
Leu
Phe

vVal

Trp
250

10

Gly
Lys

Thr

Leu
Gln

Cys

Val Arg

Ser
75

Ile
Leu
Tyr
Val
Gly

155
Pro

Gly
Asn
Gln
Tyr
Ser
140

Ser

Gly

Thr Asn

Leu
Ser
Glu

235
Pro

55

Ile
Gly
220
Ser

Thr

Leu
Ser
Thr
45

Gln
Gly
Lys
Ser
Asp
125
Ala
Asp
Glu
Ile
Lys
205
Ser

Glu

Thr

Leu
Gly
30

Val
Ser
Asn
Asp
Asn
110
Tyr
Gly
Ile
Arg
His
190
Tyr
Gly
Asp

Phe

Leu
15

Pro
Ser
Pro
Thr
Asn
Asp
Glu
Gly
Leu
Val
175
Trp
Ala
Ser

Ile

Gly
255

15

Ala
Gly
Gly
Gly
Asp
80

Ser
Thr
Phe
Gly
Leu
160
Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

240
Ala
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ES 2779974 T3

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala
1 5 10 15
Thr Val Ala Gln Ala
20
<210> 18
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> malE
<400> 18
Met Lys Ile Lys Thr Gly Ala Arg Ile Leu Ala Leu Ser Ala Leu Thr
1 5 10 15
Thr Met Met Phe Ser Ala Ser Ala Leu Ala
20 25
<210> 19
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> phoA
<400> 19
Met Lys Gln Ser Thr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr
1 5 10 15
Pro Val Thr Lys Ala
20
<210> 20
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> pelB
<400> 20
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15
Ala Gln Pro Ala Met Ala
20
<210> 21
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> stll

56
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<400> 21
Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Met Phe Val Phe Ser
1 5 10 15

10
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20
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Ile Ala Thr Asn Ala Tyr Ala
20

<210> 22

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sitio de union al ribosoma interno

<400> 22

taaggatccg aattcaagga gataaaaaat g 31

<210> 23

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1113
<400> 23

cgggatccaa gaaggagata taccatggca aaaaagtggt tattagctgc 50
<210> 24

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1114
<400> 24
ataatgcggc cgcattattt aacctgtttc agtac 35

<210> 25

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1115
<400> 25
ataatgcggc cgcaagaagg agatatacca tggcaaaatc actgtttaaa gtaacg
<210> 26

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1116

57

56
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<400> 26

ataatctcga gattattttt tagcagaatc tgc 33

<210> 27

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1147
<400> 27

tgacccgcta atgcggecgce actgagtgct tcccttgaaa ccctgaaact gate
<210> 28

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de cebadores para la construccion de GP1148
<400> 28

ggtttcttta ccagactcaa acggcccggce attcgcatge agggecgtga attattacg
<210> 29

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> G4S_enlazador/espaciador_ DNA

<400> 29

ggtggtagtg gtageggtgg tggeggttca ggtggeggtg gttca 45
<210> 30

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> G4S_enlazador/espaciador

<400> 30

54

59

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10

58
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10.

ES 2779974 T3

REIVINDICACIONES

Un conjugado que comprende un anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este, y al menos
un derivado del dextrano, en donde

el derivado del dextrano comprende al menos una unidad D-glucopiranosilo, en donde al menos un carbono se-
leccionado del carbono 2, 3 0 4 de la al menos una unidad D-glucopiranosilo se sustituye por un sustituyente de
la formula

-O-(CH2)n-S-B1aH11%

en donde n esta en el rango de 3 a 10; y

el derivado del dextrano se une al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, a través de
un enlace formado por una reaccion entre al menos un grupo aldehido formado por escisidon oxidativa de una
unidad D-glucopiranosilo del derivado del dextrano y un grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento
de unién al EGFR1 de este.

El conjugado de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el grupo amino del anticuerpo anti-EGFR1 o un
fragmento de unién al EGFR1 de este, es el grupo amino de un residuo de lisina del anticuerpo anti-EGFR1 o un
fragmento de union al EGFR1 de este.

El conjugado de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en donde el conjugado comprende, ademas, al menos
una molécula de trazabilidad unida al derivado del dextrano o al anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de union
al EGFR1 de este.

El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, en donde el derivado del dextrano
comprende al menos un grupo aldehido formado por escision oxidativa de una unidad D-glucopiranosilo del deri-
vado del dextrano que esta protegido.

El conjugado de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, que se obtiene mediante un méto-
do que comprende las etapas de:

a) alquenilar al menos un grupo hidroxilo del dextrano para obtener dextrano alquenilado;

b) hacer reaccionar borocaptato de sodio (BSH) con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) para
obtener el BSH-dextrano;

c) escindir oxidativamente al menos un residuo D-glucopiranosilo del BSH-dextrano de manera que se formen
grupos aldehido;

d) hacer reaccionar el BSH-dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c) con un anticuerpo
anti-EGFR1 o un fragmento de union al EGFR1 de este, para obtener un conjugado.

El conjugado de conformidad con la reivindicacion 5, en donde el dextrano se alquenila en la etapa a) mediante
el uso de un agente alquenilante, en donde el agente alquenilante tiene una estructura de acuerdo con la férmula

X—(CHz)mCH=CH2
en dondem estaenelrangode 1a8,y XesBr,Cl,ol.
El conjugado de conformidad con la reivindicacién 5 o 6, en donde al menos un carbono seleccionado del car-
bono 2, 3 0 4 de al menos una unidad D-glucopiranosilo del dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a)
se sustituye por un sustituyente de la férmula

-O-(CH2)mCH=CHa,
en donde m esta en el rango de 1 a 8.
El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, en donde el BSH se hace reaccionar
con el dextrano alquenilado que se obtiene de la etapa a) en presencia de un iniciador radical seleccionado del
grupo que consiste en persulfato de amonio, persulfato de potasio y luz UV, en la etapa b).
El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 - 8, en donde el al menos un residuo de D-
glucopiranosilo del BSH-dextrano se escinde oxidativamente en la etapa c) mediante el uso de un agente oxidan-
te seleccionado del grupo que consiste en periodato de sodio, acido periédico y acetato de plomo (IV).
El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 - 9, en donde el método comprende, ade-

mas, la etapa de hacer reaccionar el BSH-dextrano escindido oxidativamente que se obtiene de la etapa c), o el
conjugado que se obtiene de la etapa d), con una molécula de trazabilidad.
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El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 - 10, en donde el método comprende,
ademas, la etapa e) de proteger los grupos aldehido sin reaccionar del BSH-dextrano escindido oxidativamente
que se obtiene de la etapa c), o el conjugado que se obtiene de la etapa d).

El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 - 11, en donde el BSH-dextrano escindido
oxidativamente se hace reaccionar con el anticuerpo anti-EGFR1 o un fragmento de unién al EGFR1 de este,
mediante la incubacion del BSH-dextrano escindido oxidativamente y el anticuerpo anti-EGFR1, o un fragmento
de unioén al EGFR1 de este, a temperatura ambiente en un tampén fosfato acuoso que tiene un pH de aproxima-
damente 6 a 8, en la etapa d).

Una composicién farmacéutica que comprende el conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicacio-
nes 1-12.

El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 12 o la composicioén farmacéutica de
conformidad con la reivindicacién 13 para usar como un medicamento.

El conjugado de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 12 o la composicién farmacéutica de
conformidad con la reivindicacion 13 para usar en el tratamiento del cancer, tal como un cancer de cabeza y cue-
llo.

El conjugado o la composiciéon farmacéutica para usar de conformidad con la reivindicacion 14, en donde el me-

dicamento es para el tratamiento intratumoral y/o intravenoso del cancer de cabeza y cuello mediante la terapia
de captura de neutrones de boro.
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