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PATENTE PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

Eve: 378 FASENACIONAL!
Folios: 4

P2013/000007

O,

x | Patente de Invencidn.

SOLICITUD DE:

Patente de Modelo de Utilidad.

¥x | Capitulo I. Capitulo II.
@ | Nombre: COVX TECHNOLOGIES IDENTIFICACION
IRELAND LIMITED
SOLICITANTE | Direccidn: Operations Support Group C.C. NIT
(71) - Ringaskiddy Co. Cork Ireland
. Nacionalidad o Domicilio: Irlanda C.E. Otro
. Lugar de Constitucién Irlanda
T Cual
: Teléfono: Fax:
~ E-mail: Ndamero
IDENTIFICACION
. Nombre: CARLOS R. OLARTE
C.C.| X | NIT
REPRESENTANTE Direccion: Carrera 5 No. 34-03 Bogota,
O APODERADO Colombia C.E. Otro
Teléfono: 601-7700 Fax: 601-7799 Cual
E-mail: office@olartemoure.com Ndamero 79.782.747Bta
TP 74.295

INVENTOR (ES)
(72)

Nombre: VER PAGINA ADJUNTA.

Direccion: VER PAGINA ADJUNTA

. Nacionalidad o Domicilio: VER PAGINA ADJUNTA.

@ PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/I1B2011/053092

Fecha

Fecha

Julio 11, 2011

Enero 19, 2012

Publicacion Internacional No. WO 2012/007896 Al

Titulo (54) CONJUGADOS DE ANTICUERPOS MULTIFUNCIONALES

Clasificacion Internacional (51) A61K 47/48; C07K 16/2, A61P 35/00

| (33) Pais de Origen | (32) Fecha | (31) Namero de Solicitud
Prioridad us | Julio 12, 2010 | 61/363.507
|
SI| X | NO 1 |
' |
Comprobante de pago No. 13- Fecha




ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica. Poderes, si fuere el caso.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones. Declaracion bajo la Regla 417(ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traducciéon de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o tituios obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

O O o0udog HEE0OR HEO

FIGURA CARACTERISTICA:

A i b v

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRMA:

C.C. 79882 747-Bt4 -1.P.. 74,295




LISTA DE INVENTORES

Abhijit Suresh BHAT,

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de America

Nacionalidad: India

Curt William BRADSHAW
7980 Purple Sage, San Diego,
California, 92127,

Estados Unidos de America
Nacionalidad: Estadounidense

Olivier Alexandre LAURENT

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de América

Nacionalidad: Francesa

Richard Ryan PRESTON

CovX Technologies treland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121
Estados Unidos de America

Nacionalidad: Estadounidense

David TUMELTY

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de America

Nacionalidad: Estadounidense

Lauren Diane WOOD

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de America

Nacionalidad: Estadounidense

Wei Hong YU

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de America

Nacionalidad: Estadounidense

Alice LEE,

CovX Technologies Ireland Limited, 9381 Judicial
Drive, Suite 200, San Diego, California, 92121,
Estados Unidos de America

Nacionalidad: Estadounidense

PCT/IB2011/053092
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RECIBO DE CAJA

No. 13 - 000765

Bogotad D.C., Enero 04 de 2013 - 14:28:53

| RECIBIDO DE : OLARTE MOURE & ASOCIADOS
\

| *** Soporte del Pago ***

NI 830.122.870

|_TIPQ PAGO BANCO CLENTA No_ PAGO EFECHA PAGO VR PAGO
\CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 532931825 03/01/2013 6.910.000.00
\

? *** Conceptos Pagados ***

|
CANT RENTISTICO

i Enero ‘4 de 2013 - 14:28:56
i |

i
i

CONCEPTO VrUNDITARIO V. CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
\ $500.000.00
|
|
|

|
SON: *QUINIENTOS MIL
|
|
\
|
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PLANILLA DE RADICACION - DIGITALIZACION DIARIA

Endustria )'T"('unu:rci(‘a RELACION DE ANEXOS
SUPERINTENDENCIA
Dependencia: Fecha: / / / Recorrido:
AAAA MM DD
Tipo de Radicacion: Entrada: o Salida: © Traslado: © Convenio: O
Radicador: Planitla:
/22 No. Radicacion Consecutivo Item Item thlr:Tsi::vdaZ%n
1 - 1 Bolsa
\% ~44 U3
2 2 Caja
3 3 Libro
4 4 Sobre
5 ’ o 5 Tomo
6 6 Otro
7 Item Soporte Documental
8 7 CD
9 8 Disquete
10 9 DVD
-1 10 Folieto
12 11 Foto
13 12 Periédico
14 13 Plano
15 14 Publicacion Peribdica
16 15 UsB
17 10 Otro
Observaciones:
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i
Copia drﬂ la Qol[utud en espanol tal.como fue pre

!
rel\/mdmatono s fesumen). ‘ '

Dibujos | de ser estos pertinentes !
o .
& . Comprobante de pago de Jas t tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
N ) Comp)eta E_

: ' ____Incompleta D
\“\ ;
DISERO INDUSTRIAL [

(Art. 119 Decision 466/00)
D lndlcacmn que se solict
%

a D[ueno mdusujxal

D + Datos dé identificacién daf sohcnante o de la’persona'que presenta la solicitug
| Representamon gréfica y fotograﬂca del Disefio industrial o muestra def materia| que inoorpora el
D disefio ) . !
D uomprobante de paoo de las tasgs | estab!eoidas .
i - Completa E] ! | ; Incompleta D S
= w—\\_\\\\‘“ _
ESQUEMA DE TRAZADO D . |

(Art. 92 Decisién 486/00)

——

' .
(ndlcwc;on que se.solicita un bsquema de tra;ado :

D . Datos dg |denm|uac‘on de[ sohcxtame o} de, la persona que presenta la solicitud

f\ep.es tacion oraﬂca de un esquema dw

frazado

[ bOﬂ"[)f‘Obc.ﬂle de pago de las tzsag’ estab!lecidas

—— e o

; Comple.ta - . f : ‘ Incompleta D
- ' S :

PI02-F 08 (2009-1 1-18)




(!H!!IIII! IIIUIIHIIHIIIIH pig No

700140

110722 ]
ESCRITURA PUBLICA NUMERO:

Ve
SIETE MIL OCHOCIENTOS CINCUENTA Y TRES (7853)- - -

FECHA DE OTORGAMIENTO:

ocHo (08) DE SEPTIEMBRE DE DOS MIL ONCE (2011)-- -

NOTARIA TREINTA Y OCHO (38) DEL CIRCULO DE BOGOTA D.C. -------mm-==-

SUPERINTENDENCIA DE NOTARIADO Y REGISTRO.

CODIGO NOTARIAL 1100100038.

FORMULARIO DE CALIFICACION.

CLASE DE ACTO: PROTOCOLIZACION DE DOCUMENTOS.
PERSONAS QUE INTERVIENEN: CARLOS REINALDO OLARTE, identificado
con la cédula de ciudadania nimero 79.782.747 expedida en BOgota,--—------------

En la ciudad de Bogota, Distrito Capital, Departamento de Cundinamarca,

Republica de Colombia, a los 0CHO —==---< ¢ 08 ) dias del mes de SEPTIEMBRE -

de dos mil once (201 1), ante mi EDUARDO DURAN GOMEZ= = = = = = == = = = = =

NOTARIO(A) TREINTA Y OCHO (38 ) DEL CIRCULO DE BOGOTA D.C.--------

Comparecio: CARLOS REINALDO OLARTE, mayor de edad, domiciliado y
residente en la ciudad de Bogota D.C., identificado con la cédula de ciudadania

numero 79.782.747 expedida en Bogota, de estado civil casado con sociedad

conyugal vigente, quien obra en nombre propio y manifesto:

PRIMERO.- Presenta para su Protocolizacion los siguientes documentos. -<---------

1. Cinco (05) folios utiles, en los que consta El Poder General otorgado porf

COVX TECHNOLOGIES IRELAND LIMITED. al sefior CARLOS R. OLARTE, de ‘

fecha 19 de Julio de 2011 ante el Notario Publico en Groton, Connecticut, USA,

texto en ingles y espafnol y su respectiva Apostilla.
SEGUNDO.- Que de conformidad con lo expuesto y atendiendo a las
prescripciones del articulo 56, 57 y 58 del Decreto 960 de 1970, los documentos
mencionados, contenidos en cinco (05) folios utiles, quedan legalmente
protocolizados ante el Notario Treinta y Ocho (38) del Circulo Bogota, de manera
que desde ahora quedan bajo su custodia y guarda para que surtan los efectos

legales a que haya lugar y los interesados puedan consultarlos y obtener las

copias que de el solicite.

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO




Pag. No 2

HASTA AQUI LA MINUTA

SE ADVIRTIO al (a los) otorgante (s) de esta escritura de la obligacion que tiene
(n) de leer la totalidad de su texto, a fin de verificar la exactitud de todos los
datos en ella consignados con el fin de aclarar, modificar o corregir lo que le(s)
pareciere; la firma de la misma demuestra su aprobacion total del texto.--------------
Se advierte igualmente la necesidad de diligenciar los espacios en blanco
correspondientes a la informacion personal y de trabajci) consignados en el espacio
destinado para la firma de los suscriptores del instrumento publico, con el objeto

de confrontar la informacion solicitada con el contenido de la escritura previo a la

autorizacién de la misma.
En consecuencia, la notaria no asume ninguna responsabilidad por error o

inexactitudes establecidas con posterioridad a la firma del (los) otorgante (s) y del

notario.
En tal caso, de la existencia de estos, deben ser corregidos mediante el
otorgamiento de una nueva escritura, suscrita por el (los) que intervino (eron) en la
inicial y sufragada por el (ellos) mismo (s). (Articulo 35 decreto ley 960 de

1.970).

ADVERTENCIA PARA TODOS LOS COMPARECIEINTES QUE EXTIENDAN Y
OTORGUEN INSTRUMENTOS, SEGUN ART. 34 C.N., LEY 190 DE 1995,
LEY 333 DE 1996 Y LEY 365 DE 1997. Los comparecientes bajo la gravedad del
juramento manifiestan clara y expresamente ""due todos los dineros, bienes
muebles e inmuebles contenidos en este instrumento fueron adquiridos por

medios y actividades licitas. Asi como el dinero con el que se efectua el pago de

los gastos notariales.
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido 'el presente instrumento por el
otorgante y advertido de la formalidad de Ley, estuvo de acuerdo con él lo acepté
en la forma como esta redactado y en testimonio de que le da su asentimient‘o y

aprobacion lo firma por ante mi y conmigo el Notario que de todo lo expuesto doy

fe lo autorizo.

CONSTANCIA: El presente instrumento se extiende en la siguiente hoja de papel

Notarial No. 7 700140 110722/ 110739/ = = = = = === === ===« -
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11073

L

700140

FOLIO ANTERIOR
7 700140 110722--= = = ==== = = == = = = = =-

ESCRITURA PUBLICA NUMERO:

SIETE MIL OCHOCIENTOS CINCUENTA Y TRES (7853)- - -

o FECHA DE OTORGAMIENTO:

ocHo (08) DE SEPTIEMBRE DE DOS MIL ONCE (Z2011)- - ==
NOTARIA TREINTA Y OCHO (38) DEL CIRCULO DE BOGOTA D.C. ----cmmemeem-

RETENCION EN LA FUENTE. ARTICULO 20 Y 64 LEY 0075 DE 1986. .....$ EXENTO -= = --
DERECHOS NOTARIALES.................. $44.000- - - === === - mmm s s

SUPERINTENDENCIA.........coiiiieinn. $3.700.00.

FONDO NACIONAL DEL NOTARIADO.....$3.700.00.
AV 7 - N $ 14.080-- - = -== - = = - =

DECRETO 1681 DE SEPTIEMBRE 16 DE 1996 Y RESOLUCION 11621 DE
DICIEMBRE 22 DE 2010 Y MODIFICADA POR LA RESOLUCION 11903 DE

DICIEMBRE 30 DE 2010.

—

— égcéﬁi

6ARLOS REINALDO OLARTE

c.C.

DIRECCION RESIDENCIA:
DIRECCION OFICINA:
TELEFONO RESIDENCIA:
TELEFONO OFICINA:
CELULAR:

ESTADO CIVIL:

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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EL NOTARIO TREINTA Y OCHO (38 )
DEL CIRCULO DE BOGOTA, D.C.

ar

EDUARDO DURAN GOME

Ma. |.

7997




This Apostille is not valid for use anywhere within the United States of America, its
territories or possessions.

This Apostille only certifies the authenticity of the signature and the capacity of the person who has signed the

(V%)

public document, and, where appropriate, the identity of the seal or stamp which the public document bears.

This Apostille does not certify the content of the document for which it was 1ssued.

Apostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

District of Columbia, United States of America
LISA RENEE JOHNSON

This public document has been signed by
NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT OF COLUMBIA

acting in the capacity of
LISA RENEE JOHNSON, NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE

DISTRICT OF COLUMBIA

bears the seal/stamp of
CERTIFIED
at Washington, D.C.
the 22nd day of ___AUGUST 2011

by Secretary of the District of Columbia

No. Z_S;M 7

10. Signature:

MWM

Cynthia Brock-Smith




OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

General Power of Attorney

The undersigned,

Poder General

Los suscritos,

COVX TECHNOLOGIES IRELAND LIMITED

domiciled in

domiciliados en

Pottery Road Dub Laoghaire Country Dublin, Dublin, Irlanda

hereby appoint to Carles R. Olarte as legal
representative with authority to appoint judicial or
extrajudicial agents for matters related to Patents
for Inventions and Industrial Designs in the
Republic of Bolivia, Republic of Colombia,
Republic of Ecuador, Republic of Peru and the
Bolivarian Republic of Venezuela, in order to
initiate before any authorities all the necessary
actions to accomplish these purposes and to
intervene in all instances, steps and procedural
levels; to file and prosecute applications, receive
~ notifications, declarations, complaints, to claim,
counterclaim, answer claims and counterclaims;
to make amendments; oppositions and all types of
objections and writings of any nature;
cancellations and administrative injunction
proceedings; to pay all installments and effect all
other payments prescribed by law; to receive
documents and monies; act as complainants as
well as defendants, before the competent judges,
with full powers to request preliminary
injunctions of any nature, settle, make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist
from claims or procedures, to accept claims, to
collect, to ratify legal proceedings subscribed
before the appointment and/or presentation of this
Power, substitute or delegate the legal
representation and other acts prescribed by law, in
short, with all such further powers as may be
required; to comply with all other requirements
and, to take all those measures which he may
deem fit for the protection of our interests.

Signature/Firma: /
Name/Nombre: gg C. Benson
Date/Fecha: 07/19/2011

City,Country/Ciudad,Pais:

Groton, Connecticut, USA

nombramos por el presente a Carlos R. Olarte
como nuestro representante legal con facultades
para  nombrar _ apoderados judiciales o
extrajudiciales para asuntos de Patentes de
Invencién y Disefios Industriales en la Republica
de Bolivia, Republica de Colombia, Republica de
Ecuador, Republica de Peri y la Reptblica
Bolivariana de Venezuela, para iniciar ante
cualquier autoridad todas las acciones necesarias
para cumplir con el objeto indicado e intervenir en
todas las instancias, grados o etapas procesales;
elevar y tramitar solicitudes, recibir notificaciones,
declaraciones y reclamos, para demandar,
reconvenir, contestar demandas y reconvenciones,
formular enmiendas, oposiciones y todo tipo de
impugnaciones y escritos de cualquier naturaleza;
instaurar cancelaciones y amparos administrativos;
abonar todos los impuestos y cuotas y efectuar
cualquier otro pago determinado por la ley; recibir
todos los documentos y valores; intervenir como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo solicitar medidas
cautelares de cualquier naturaleza, conciliar,
transar, someter a arbitros, desistirse de la
pretensién y/o el procedimiento, allanarse a la
pretension, percibir, ratificar los actos juridicos
procesales  suscritos con  anterioridad  al
otorgamiento y/o presentacién del presente poder,
sustituir o delegar la representacion procesal y los
demas actos que exprese la ley, con todas las
demas facultades que resulten necesarias; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que crea conducentes al resguardo de
nuestros intereses.

Signature/Firma:
Name/Nombre:
Date/Fecha:

City,Country/Ciudad,Pais:

Diagonal 34 No. 5 - 28 Bogota D.C., Colombia.
Tel: + 57 (1) 601-7700 Fax: + 57 (1) 601-7799 e-mail: office(@olartemoure.com
www.glartemoure.com




OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

MODEL OF NOTARIAL CERTIFICATION

Notarial Certification Certificacion Notarial
On this date, En esta fecha, ‘_'
19 July 2011)
The undersigned Notary Public certifies: el Notario Publico suscrito certifica:
1. That 1. Que
Gregg C. Benson
of legal age and domiciled in mayor de edad y domiciliado
Pottery Road Dub Laoghaire Country Dublin, Dublin, Irlanda
signed the foregoing document. suscribié el documento que antecede.
2. That the grantor has executed the foregoing 2. Que el otorgante ha suscrito el referido
document as Attorney-in-Fact documento en su caracter de
of COVX TECHNOLOGIES IRELAND de
LIMITED
3. That COVX TECHNOLOGIES 4. Que
IRELAND LIMITED
having its principal place of business located in con sede principal ubicada en

Pottery Road Dub Laoghaire Country

Dublin, Dublin, Irlanda

is duly incorporated, is currently in existence, and  esta legalmente constituida, que tiene existencia
that the purposes for which the General Power is legal vigente y que los propositos para los cuales
granted are within the scope of its corporate  se otorga el poder se encuentra dentro de los que
purposes. comprenden su objeto social.

4. That the grantor has the authority to execute the 4. Que el otorgante tiene la representacion para
General Power and that his/her representation is  suscribir el poder, y que ésta es legitima.

legal.

5. The foundation for my certifications contained in 5. El fundamento de mis certificaciones
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following  contenidas en los puatos 2, 3 y 4 fue la exhibicion
authentic document(s): de los (del) siguiente(s) documento(s) auténtico(s):

Power of Attorney dated 7/21/2009

J/Luuéﬁ/% (porg
NOTARY PUBLIC (Signatur#):

NANCY M. GEORGE
Notary Public
My Commission Expires
30 June 2016
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Este documento publico es una traduccion al espafiol de un docume
presentado ante mi.

ROBERTO M. OLARTE GARCIA

Traductor e Intérprete Oficial

Ministerio de Justicia

Licencia 0041/1996

reme

DISTRITO DE COLUMBIA
Esta Apostilla no tiene validez dentro de los Estados Unidos de América, sus territorios o posesiones

Esta Apostilla solamente certifica la autenticidad de la firma y el cargo de la persona quien firmé el
documento publico, y donde fuese necesario, la identidad del sello que lleve el documento publico.

Esta Apostilla no certifica el contenido del documento para la cual fue otorgada.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico ha sido firmado por LISA RENEE JOHNSON
3, Actuando en calidad de Notario Piblico para el Distrito de Columbia

4. Lleva el sello de LISA RENEE JOHNSON, Notario Publico para el Distrito de
Columbia

CERTIFICA
S. en Washington, D.C.
6. 22 de agosto de 2011
7. por el Secretario delegado del Distrito de Columbia %*
8. Nuamero 255078 L ;; i
9. Sello: (ilegible)
10. Firma: Cynthia Brock-Smith (firma ilegible)
o
o)

< 0 VoAzny
i




Certificacion Notarial

En esta fecha
19 de julio de 2011

2. Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su caracter de
Apoderado

5. El fundamento de mis certificaciones contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue la
exhibicion de los siguientes documentos auténticos:

Poder con fecha 7/21/2009

NOTARIO PUBLICO (firma): ilegible

SELLOS: NANCY M. GEORGE
Notario Publico
Mi comision vence el 30 de junio de 2016

Certifico que el presente documento es el original.
(firmado ilegible)
08-22-11

E!l Distrito de Columbia: SS

suscrito y juramentado ante mi este 22 de agosto de 2011.
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Multifunctional Antibody Conjugates

Background

The development of bifunctional therapeutics has great potential to augment
combination therapy strategies. A bifunctional therapeutic can provide the benefit of a
combination therapy by modulating 2 different pathways with one therapeutic entity. In
addition, bifunctional therapeutics may also benefit from synergies between pathways
and demonstrate increased activity compared to mono-functional agents. Furthermore,
bifunctional therapeutics can provide benefits in terms of reduced manufacturing,
storage, and shipping costs, as well as reducing the number of therapies given to the
patient and simplifying dosage regimes.

IGF1R is a transmembrane heterotetrameric protein, which has 2 extracellular a-
chains and 2 membrane-spanning 3-chains in a disulfide-linked (B-a-a-p) configuration.
IGF1R binds IGF1 with high affinity. IGF1 is a 70 amino acid peptide that is mainly
produced by the liver in response to growth hormone stimulation but can be synthesized
by almost any tissue in the body and circulates in serum to concentrations of 100-200
ng/mL. IGF1R signalling may play a role in multiple tumour types and is specifically
implicated in lung cancer. For instance, elevated plasma levels of IGF1 are associated
with an increased risk of lung cancer. Additionally, IGF1, IGF2, and IGF1R are
expressed by normal lung cells but over-expressed by lung cancer cells. IGF1R
signalling has also been implicated in breast cancer, prostate cancer, colorectal cancer,
sarcoma, multiple myeloma, and other malignancies. WO02053596, W0O2005016967,
WO02005005635, and W0O2009032145 disclose IGF1R antibodies and antigen-binding
portions thereof.

Angiopoietin-1 (Ang1) and Angiopoietin-2 (Ang2) mediate the angiogenesis
process as ligands of the endothelial cell receptor Tie2, along with VEGF and other
angiogenic regulators. Ang1 stimulates the phosphorylation of Tie2, recruits pericytes to
newly-formed blood vessels, and promotes their maturation. Ang2 is known to be
angiogenic and over-expressed in many cancers. Ang2 competes with Ang1 for binding
of Tie2, promotes the dissociation of pericytes, and results in unstable blood vessels. In
the presence of VEGF and other angiogenic factors, endothelial cells in these unstable

vessels proliferate and migrate to form new blood vessels.
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About 50 % of patients with solid tumours have increased expression of Ang2 but
the levels of Ang2 in cancer tissues are highly variable. Higher Ang2 expression is
clearly correlated with poor survival, later stage disease and more invasive cancers. A
lower ratio between Ang1 and Ang2 has also been correlated with a poor prognosis for
ovarian cancer. Tie2 expression is reported to be up-regulated in hepatocellular
carcinoma, astrocytoma, Kaposi’s sarcoma, cutaneous angiosarcoma, and non-small
cell lung carcinoma. Tie2 is over-expressed on the blood vessels of many tumours. Tie2
expressing monocytes contribute to the formation of tumour blood vessels. Newly
published data demonstrate that specifically sequestering Ang2 can inhibit tumour
growth and cause staged tumours to regress. WO2008056346 discloses Ang2-binding
peptides.

Targeting both IGF1R and Ang2 in the same therapy may prove to be an
effective tool for oncologists to use in multiple treatment settings. Such approaches
have been postulated (for example, in WO2009088805 and W0O2010040508), but none
have been approved to date. There therefore exists a need to provide alternative
oncology therapies targeting both IGR-1R and Ang2.

The reference to any art in this specification is not, and should not be taken as,
an acknowledgement of any form or suggestion that the referenced art forms part of the
common general knowledge.

Summary of the Invention

The present invention provides a multifunctional antibody conjugate (MAC)
comprising an antibody or antigen binding portion thereof, conjugated to at least one
Effector Moiety, and pharmaceutically acceptable salts, sterecisomers, tautomers,
solvates, and prodrugs thereof. The invention also provides for pharmaceutical
compositions and samples comprising MACs of the invention.

The present invention also provides a multifunctional antibody conjugate (MAC)
comprising an antibody or antigen binding portion thereof, conjugated to at least one
Ang2-binding peptide.

The present invention provides a multifunctional antibody conjugate (MAC)
comprising an anti-IGF1R antibody or antigen binding portion thereof, conjugated to at
least one Ang2-binding peptide.
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In some embodiments, the at least one Ang2-binding peptide is conjugated to the
side chain of a conjugating residue of the antibody via a linker.

In some embodiments, the Effector Moiety is covalently attached to the side
chain of a lysine residue in the Fab region of the antibody or antigen binding portion
thereof. In some embodiments, the Effector Moiety is covalently attached to the side
chain of a lysine residue in the constant heavy chain (CH) or constant light chain (CL)
region. Reaction of the Effector Moiety with the CL domain of the antibody is particularly
desirable to minimize, or prevent, any interference with binding of the Fc portion of the
antibody to Fc receptors (such as FcyR and FcRn) or binding of the antibody to its
respective target. Conversely, conjugation of the respective Effector Moiety to the Fc
portion of the antibody may decrease the antibody half-life in vivo and/or its capacity to
interact with the immune system (effector function). Conjugation of the Effector Moiety
in the variable heavy chain (VH) or variable light chain (VL) region of the antibody carry
a risk of diminishing the binding of the antibody to its cognate.

In some embodiments, the Effector Moiety is covalently attached to the side
chain of a lysine residue in the constant light chain kappa region (CLk) domain.
Preferential conjugation of the Effector Moiety to the CLk domain simplifies the creation
of MAC isotypes by allowing isotypic switches of the CH domains of the antibody
without affecting the conjugation sites of the Effector Moiety to the antibody.

The Effector Moiety may be covalently attached to the side chain of K® of the
light chain kappa domain constant region (CLk), (SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ
ID NO:46, or SEQ ID NO:47) (K'® according to Kabat numbering). In some
embodiments, the Effector Moiety is covalently attached to K* of SEQ ID NO:15. K¥ of
SEQ ID NO:15 is located away from key regions of the respective antibody, such as
paratope region, FcRn binding domain, hinge, FcR binding domains; this provides the
advantage that preferentially linking at these sites limits the amount of interference to
antibody-antigen interaction when the MAC is conjugated to the Effector Moiety.

In some aspects, the Effector Moiety is covalently attached to K* of the motif
K*HK. The K* of the K*HK motif may correspond to K of SEQ ID NO:15. In some
aspects, the Effector Moiety is covalently attached to K'® of the motif K'®®H located on

the CLk region, according to the Kabat numbering system. In some aspect, the CLk
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region comprises at least residues 62-103 of SEQ ID NO: 15, 45, 46 or 47. In some
aspects, the CLk region comprises SEQ ID NO: 15, 45, 46, or 47.

In some aspects, the CLk region comprises at least residues 62-103 of SEQ ID
NO:15. In some aspects, the CLk region comprises SEQ ID NO:15. In some aspect,
the CLk region comprises at least residues 62-103 of SEQ ID NO:45. In some aspects,
the CLk region comprises SEQ ID NO:45. In some aspect, the CLk region comprises at
least residues 62-103 of SEQ ID NO:46. In some aspects, the CLk region comprises
SEQ ID NO:46. In some aspect, the CLk region comprises at least residues 62-103 of
SEQ ID NO:47. In some aspects, the CLk region comprises SEQ ID NO:47.

In some aspects, the CLk region comprises SEQ ID NO: 45 or 47. Where the
CLk region comprises SEQ ID NO:45 or 47 in part or entirely, x** may be selected from
the group consisting of K, R, G, A, V, L, I, S, T,C,M,N, Q,D, E,H, F, Wor Y. In some
aspects, x** may be G, A, V, L, or |. In some aspects, x** may be K, R, N, or Q. In some
aspects, x** may be D, or E. In some aspects, x** may be K, R, G, A, V, L, I, N, or Q. In
some aspects, x*2 may be D, or E. In some aspects, x** may be K, R, G, A, V, L, I, N,
Q, D or E. In some aspects, x*2 may be D, or E. In some aspects, x*> may be H, F, W or
Y. In some aspects x* is not proline. In some aspects, X*? (of SEQ ID NOs:15, 45, 46,
and/or 47) is R. In some aspects, K'**-CLk is R.

SEQ ID NOs:45 and 47 comprise the polymorphisms identified in the CLk; V/A'?
and L/V'®" (according to Kabat numbering). Thus, the three polymorphisms are: Km(1):
V3L Km(1,2): A% L' and Km(3) A™*/V'®". In some aspects of the invention
comprising SEQ ID NO:45 and/or 47, x** is V, and x®% is L (Km(1)). In some aspects of
the invention comprising SEQ ID NO:45 and/or 47, x*° is A, and x* is L (Km(1,2)). In
some aspects of the invention comprising SEQ ID NO:45 and/or 47, x*° is A, and x* is
V (Km(3)).

In some aspects, the MAC comprises an Effector Moiety conjugated to CLk K'®
on both light chains. In some aspects, the MAC comprises an Effector Moiety
conjugated to CLk K" on one light chain only. In some aspects, the Effector Moiety is
only conjugated to the MAC at K'® CLk. In some aspects, the Effector Moiety is
conjugated to the MAC at K'®® CLk on one light chain and one other location on the

antibody. In some aspects, the Effector Moiety is conjugated to the MAC at K'® CLk on
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one light chain and 2 other locations on the antibody. In some aspects, the Effector
Moiety is conjugated to the MAC at K'® CLk on one light chain and 3 other locations on
the antibody. In some aspects, the Effector Moiety is conjugated to the MAC at K'®® CLk
on both light chains, and at one other location. In some aspects, the Effector Moiety is
conjugated to the MAC at K'®® CLk on both light chains, and at 2 other locations. In
some aspects, the Effector Moiety is conjugated to the MAC at K'®® CLk on both light
chains, and at 3 other locations.

Samples and compositions of the invention

In some aspects, the invention provides for a composition or sample of a MAC
comprising an antibody (or antigen binding portion thereof) covalently conjugated to an
Effector Moiety, wherein at least about 50% of the Effector Moiety in the composition or
sample is conjugated to K'®®-CLk. In some aspects, the invention provides for a
composition or sample of a MAC comprising an antibody (or antigen binding portion
thereof) covalently conjugated to an Effector Moiety, wherein at least about 60% of the
Effector Moiety in the composition or sample is conjugated to K'®-CLk. In some
aspects, the invention provides for a composition or sample of a MAC comprising an
antibody (or antigen binding portion thereof) covalently conjugated to an Effector
Moiety, wherein at least about 70% of the Effector Moiety in the composition or sample
is conjugated to K'®-CLk. In some aspects, the invention provides for a composition or
sample of a MAC comprising an antibody (or antigen binding portion thereof) covalently
conjugated to an Effector Moiety, wherein at least about 80% of the Effector Moiety in
the composition or sample is conjugated to K'®*-CLk. In some aspects, the invention
provides for a composition or sample of a MAC comprising an antibody (or antigen
binding portion thereof) covalently conjugated to an Effector Moiety, wherein at least
about 90% of the Effector Moiety in the composition or sample is conjugated to K'®-
CLk.

In some aspects, the invention provides for a composition (or sample) of a MAC
comprising an antibody (or antigen binding portion thereof), wherein at least about 50%
of the antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to K'®-CLk on at least
one light chain. In some aspects, the invention provides for a composition (or sample) of

a MAC comprising an antibody (or antigen binding portion thereof), wherein at least
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about 60% of the antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to K'®®-CLk
on at least one light chain. In some aspects, the invention provides for a composition (or
sample) of a MAC comprising an antibody (or antigen binding portion thereof), wherein
at least about 70% of the antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to
K'®_CLk on at least one light chain. In some aspects, the invention provides for a
composition (or sample) of a MAC comprising an antibody (or antigen binding portion
thereof), wherein at least about 80% of the antibody comprises an Effector Moiety
covalently attached to K'®8-CLk on at least one light chain. In some aspects, the
invention provides for a composition (or sample) of a MAC comprising an antibody (or
antigen binding portion thereof), wherein at least about 90% of the antibody comprises
an Effector Moiety covalently attached to K'®-CLk on at least one light chain. In some
aspects, the Effector Moiety is covalently conjugated to both K'®-CLk on both light
chains.

In some aspects, the invention provides for a sample of MAC comprising an
antibody or antigen binding portion thereof covalently conjugated to an Effector Moiety,
wherein at least about 30% of the sample comprises Effector Moieties conjugated at
about 2 locations per antibody, and wherein at least one Effector Moiety conjugation site
is K'®-CLk. In some aspects, the amount is about 40%. In some aspects, the amount
is about 50%. In some aspects, the amount is about 60%. In some aspects, the amount
is about 70%. In some aspects, the amount is about 80%. In some aspects, the amount
is about 90%. In some aspects, the amount is about 95%. In some aspects, the amount
is about 99%.

In some aspects, the invention provides for a sample of MAC comprising an
antibody or antigen binding portion thereof covalently conjugated to an Effector Moiety,
wherein at least about 30% of the sample comprises Effector Moieties conjugated at
about 3 locations per antibody, and wherein at least 2 Effector Moiety conjugation sites
are K'®_CLk on each light chain. In some aspects, the amount is about 40%. In some
aspects, the amount is about 50%. In some aspects, the amount is about 60%. In some
aspects, the amount is about 70%. In some aspects, the amount is about 80%. In some
aspects, the amount is about 90%. In some aspects, the amount is about 95%. In some

aspects, the amount is about 99%.
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In some aspects, the invention provides for a sample of MAC comprising an
antibody or antigen binding portion thereof covalently conjugated to an Effector Moiety,
wherein at least about 30% of the sample comprises Effector Moieties conjugated at
about 4 locations per antibody, and wherein at least 2 Effector Moiety conjugation sites
are K'®-CLk on each light chain. In some aspects, the amount is about 40%. In some
aspects, the amount is about 50%. In some aspects, the amount is about 60%. In some
aspects, the amount is about 70%. In some aspects, the amount is about 80%. In some
aspects, the amount is about 90%. In some aspects, the amount is about 95%. In some
aspects, the amount is about 99%.

In some aspects, the invention provides for a sample of MAC comprising an
antibody or antigen binding portion thereof covalently conjugated to an Effector Moiety,
wherein at least about 30% of the sample comprises Effector Moieties conjugated at
about 5 locations per antibody, and wherein at least 2 Effector Moiety conjugation sites
are K'®-CLk on each light chain. In some aspects, the amount is about 40%. In some
aspects, the amount is about 50%. In some aspects, the amount is about 60%. In some
aspects, the amount is about 70%. In some aspects, the amount is about 80%. In some
aspects, the amount is about 90%. In some aspects, the amount is about 95%. In some
aspects, the amount is about 99%.

In some aspects, the invention provides for a sample of MAC, wherein at least
50% of the light chain molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In
some aspects, the invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 60%
of the light chain molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some
aspects, the invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 65% of the
light chain molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects,
the invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 70% of the light
chain molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects, the
invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 75% of the light chain
molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects, the
invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 80% of the light chain
molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects, the

invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 85% of the light chain
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molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects, the
invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 90% of the light chain
molecules are conjugated with at least one Effector Moiety. In some aspects, the
invention provides for a sample of MAC, wherein at least about 95% of the light chain
molecules are conjugated with at least one Effector Moiety.

In some aspects, the invention provides for a sample of MAC, wherein at least
about 70% of the heavy chain molecules are unconjugated with the Effector Moiety. In
some aspects, the amount is about 75%. In some aspects, the amount is about 80%. In
some aspects, the amount is about 85%. In some aspects, the amount is about 90%. In
some aspects, the amount is about 95%. In some aspects, the amount is about 99%. In
some aspects, substantially all of the heavy chain molecules are unconjugated with the
Effector Moiety.

In some aspects, the invention provides for a MAC comprising an antibody, or
antigen binding portion thereof, covalently conjugated to an Effector Moiety via a linker,
characterized in that the antibody or antigen binding portion thereof comprises the motif
KHK, and the Effector Moiety is conjugated to the side chain of the K'®® residue
(according to Kabat numbering).

In some aspects, the amount of individual light chain fragments that are
unconjugated has a lower limit selected from the group consisting of about 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, and 55%, and an upper limit selected from the group
consisting of about 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60%. In some aspects,
the amount of individual light chain fragments that are conjugated at one location has a
lower limit selected from the group consisting of about 25, 30, 35, 40, 45, 50, and 55%,
and an upper limit selected from the group consisting of about 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, and 95%. In some aspects, the amount of individual light
chain fragments that are conjugated at 2 locations has a lower limit selected from the
group consisting of about 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 5, 10, 15, 20, and 25%, and an upper
limit selected from the group consisting of about 5, 16, 7, 8, 9, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
and 40%.

In some aspects, the amount of individual heavy chain fragments that are

unconjugated has a lower limit selected from the group consisting of about 50, 55, 60,
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65, 70, 75, and 80% and an upper limit selected from the group consisting of about 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, and 99%. In some aspects, the amount of individual heavy
chain fragments that are conjugated at one location has a lower limit selected from the
group consisting of about 1, 2, 5, 10, 15, 20, and 25% and an upper limit selected from
the group consisting of about 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, and 50%. In some aspects,
the amount of individual heavy chain fragments that are conjugated at 2 locations has a
lower limit selected from the group consisting of about 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, and 15% and
an upper limit selected from the group consisting of about 2, 3, 4, 5, 10, 15 and 20%.

In some aspects the number of conjugations per antibody in a sample or
composition of the invention has a lower limit selected from the group consisting of
about 0.5, 0.6,0.7,0.8,0.9,1,1.1,1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.55, 1.6, 1.65, 1.7, 1.75, 1.8, 1.85,
1.9, 1.95 and 2, and an upper limit selected from the group consisting of about 1.6, 1.7,
1.75 1.8, 1.85, 1.9, 1.95, 2.0, 2.05, 2.1, 2.15, 2.2, 2.25, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9,
3.0, 3.5, 4.0, 4.5 and 5. In some aspects the number of conjugations per antibody in a
sample or composition of the invention is between about 1.5 and about 2.5. In some
aspects the number of conjugations per antibody in a sample or composition of the
invention is between about 1.6 and about 2.4. In some aspects the number of
conjugations per antibody in a sample or composition of the invention is between about
1.7 and about 2.3. In some aspects the number of conjugations per antibody in a
sample or composition of the invention is between about 1.8 and about 2.2. In some
aspects the number of conjugations per antibody in a sample or composition of the
invention is an amount selected from the group consisting of about 1.5, about 1.55,
about 1.6, about 1.65, about 1.7, about 1.75, about 1.8, about 1.85, about 1.9, about
1.95, about 2.0, about 2.05, about 2.1, about 2.15, about 2.2, about 2.25, about 2.3,
about 2.4 and about 2.5. In some aspects, the amount is about 1.7. In some aspects,
the amount is about 1.8. In some aspects, the amount is about 1.9. In some aspects,
the amount is about 2. In some aspects, the amount is about 2.1. In some aspects, the
amount is about 2.1. In some aspects, the amount is about 2.3.

In some aspects of the invention, the number of conjugations per antibody is less
than 2, with at least 50% of the antibody population having only a single conjugation per

antibody. These samples are advantageous as they allow additional conjugation



10

15

20

25

30

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
10

reactions to be targeted at the remaining CLk site. In some aspects the number of
conjugations per antibody in a sample or composition of the invention is between about
0.5 and about 1.5. In some aspects the number of conjugations per antibody in a
sample or composition of the invention is between about 0.6 and about 1.4. In some
aspects the number of conjugations per antibody in a sample or composition of the
invention is between about 0.7 and about 1.3. In some aspects the number of
conjugations per antibody in a sample or composition of the invention is between about
0.8 and about 1.2. In some aspects the number of conjugations per antibody in a
sample or composition of the invention is between about 0.9 and about 1.1.

One of the advantages of the invention is that depending on the reagents and
reaction conditions (especially the leaving group ester and molar ratio of
linker:antibody), compositions and samples of MACs can be generated with a defined
number of Effector Moieties relative to a defined number of antibodies. This can be
especially useful when balancing the relative reactivities and therapeutic windows of the
Effector Moiety and antibody. Moreover, in some situations, increasing the number of
peptides per antibody beyond a certain threshold may not result in increased target
binding or therapeutic effect. It is useful, therefore, to be able to control the number of
peptides conjugated per antibody, and in doing so, direct the location of conjugation so
as to minimize Fc or combining site interference. In some situations, therefore, aspects
of the invention that allow for reduced conjugation, preferentially decorating only a
single K'®®-CLk can be advantageous.

In some aspects, a sample of MAC may be a pharmaceutical composition.
IGFR antibody

In some embodiments, the at least one Ang2-binding peptide is conjugated via
the side chain of a lysine residue on the anti-IGF1R antibody. In some embodiments,
the at least one Ang2-binding peptide is covalently linked to the CL domain. In some
embodiments, the at least one Ang2-binding peptide is covalently linked to the F(ab)
region of the anti-IGF1R antibody. In some embodiments, the at least one Ang2-binding
peptide is covalently linked to the light chain constant region of the anti-IGR-1R

antibody. In some embodiments, the anti-IGF1R antibody is covalently attached to the
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Ang2-binding peptide via a linker. In some embodiments, the Ang2-binding peptide is
not fused to the C’ or N’ terminus of the anti-IGF1R antibody.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody is selected from those described
in W0O02053596 (US7,037,498) and WO2005016967(US7,371,378) (each of whose
contents is incorporated herein). In some embodiments the MAC comprises a heavy
chain constant domain comprising SEQ ID NO:5.

In some embodiments, the MAC comprises a heavy chain variable domain
selected from the group consisting of SEQ ID NO:6, residues 1-122 of SEQ ID NO:1,
and residues 1-122 of SEQ ID NO:3. In some embodiments, the MAC comprises a
heavy chain variable domain comprising residues 1-122 of SEQ ID NO:3.

In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHCDR1 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:7, residues
26-35 of SEQ ID NO:1, and residues 26-35 of SEQ ID NO:3. In some embodiments, the
MAC comprises a VHCDR1 region comprising SEQ ID NO:7.In some embodiments, the
heavy chain of the MAC comprises a VHCDRZ2 region comprising a sequence selected
from the group consisting of SEQ ID NO:8, residues 50-64 of SEQ ID NO:3, and
residues 50-64 of SEQ ID NO:5. In some embodiments, the MAC comprises a VHCDR2
region comprising SEQ ID NO:8.

In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHCDR3 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:9, residues
99-114 of SEQ ID NO:1, and residues 99-114 of SEQ ID NO:3. In some embodiments,
the MAC comprises a VHCDR3 region comprising SEQ ID NO:9.

In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHFR1 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:10, residues
1-25 of SEQ ID NO:1, residues 1-25 of SEQ ID NO:3, and SEQ ID NO:11. In some
embodiments, the MAC comprises a VHFR1 region comprising SEQ ID NO:11.

In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHFR2 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:12, residues
36-49 of SEQ ID NO:1, and residues 36-49 of SEQ ID NO:3. In some embodiments, the
MAC comprises a VHFR2 region comprising SEQ ID NO:12.
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In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHFR3 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:13, residues
65-98 of SEQ ID NO:1, and residues 65-98 of SEQ ID NO:3. In some embodiments, the
MAC comprises a VHFR3 region comprising SEQ ID NO: 13.

In some embodiments, the heavy chain of the MAC comprises a VHFR4 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:14, residues
115-122 of SEQ ID NO:1, and residues 115-122 of SEQ ID NO:3. In some
embodiments, the MAC comprises a VHFR4 region comprising SEQ ID NO:14.

In some embodiments, the VHCDR1, VHCDR2 and VHCDR3 regions of the anti-
IGF1R antibody comprise residues 26-35 of SEQ ID NO:3, residues 50-64 of SEQ ID
NO:3, and residues 99-114 of SEQ ID NO:3 respectively.

In some embodiments, the VHFR1, VHFR2, VHFR3, and VHFR4 regions of the
anti-IGF1R antibody comprise residues 1-25 of SEQ ID NO:3, residues 36-49 of SEQ ID
NO:3, residues 65-98 of SEQ ID NO:3, and residues 115-122 of SEQ ID NO:3
respectively.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises a heavy chain
selected from the group consisting of SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:3. In some
embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises a heavy chain comprising SEQ ID
NO:3.

In some embodiments the MAC comprises a light chain constant domain
comprising SEQ ID NO:15. In some embodiments the MAC comprises a light chain
constant domain comprising SEQ ID NO:45, 46 or 47.

In some embodiments, the MAC comprises a light chain variable domain
selected from the group consisting of SEQ ID NO:16, residues 1-108 of SEQ ID NO:2,
and residues 1-108 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the MAC comprises a light
chain variable domain comprising residues 1-108 of SEQ ID NO:4.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLCDR1 (variable
light chain complimentary determining region-1) region comprising a sequence selected
from the group consisting of SEQ ID NO:17, residues 24-34 of SEQ ID NO:2, and
residues 24-34 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the MAC comprises a VLCDR1
region comprising SEQ ID NO:17.
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In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLCDR2 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:18, residues
48-54 of SEQ ID NO:2, and residues 48-54 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the
MAC comprises a VLCDR2 region comprising SEQ ID NO:18.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLCDR3 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:19, residues
89-97 of SEQ ID NO:2, and residues 89-97 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the
MAC comprises a VLCDR3 region comprising SEQ ID NO:19.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLFR1 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, residues 1-23 of SEQ ID NO:2, and residues 1-23 of SEQ ID NO:4. In some
embodiments, the MAC comprises a VLFR1 region comprising SEQ ID NO:21.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLFR2 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:22, residues
35-47 of SEQ ID NO:2, and residues 35-47 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the
MAC comprises a VLFR2 region comprising SEQ ID NO:22.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLFR3 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:23, residues
55-88 of SEQ ID NO:2, and residues 55-88 of SEQ ID NO:4. In some embodiments, the
MAC comprises a VLFR3 region comprising SEQ ID NO:23.

In some embodiments, the light chain of the MAC comprises a VLFR4 region
comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:24, SEQ ID
NO:25, residues 98-108 of SEQ ID NO:2, and residues 98-108 of SEQ ID NO:6. In
some embodiments, the MAC comprises a VLFR4 region comprising SEQ ID NO:25.

In some embodiments, the VLCDR1, VLCDR2 and VLCDRS regions of the anti-
IGF1R antibody comprise residues 24-34 of SEQ ID NO:4, residues 48-54 of SEQ ID
NO:4, and residues 89-96 of SEQ ID NO:4 respectively.

In some embodiments, the VLFR1, VLFR2, VLFR3, AND VLFR4 regions of the
anti-IGF1R antibody comprise residues 1-24 of SEQ ID NO:4, residues 35-47 of SEQ ID
NO:4, residues 55-88 of SEQ ID NO:4, and residues 97-108 of SEQ ID NO:4

respectively.
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In some embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises a light chain selected
from the group consisting of SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:4. In some embodiments,
the anti-IGF1R antibody comprises a light chain comprising SEQ ID NO:4.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises a heavy chain
comprising SEQ ID NO:1 and a light chain comprising SEQ ID NO:2.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises a heavy chain
comprising SEQ ID NO:3 and a light chain comprising SEQ ID NO:4.

The antibody 2.12.1 has been described in WO02053596. A hybridoma, 2.12.1,
producing monoclonal antibodies specific for IGF1R was deposited in the American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209, on December 12, 2000 with the deposit number PTA-2792.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody comprises the motif K'#H%x"%°
in the CLk region, whereinxis G, A, V,|,L,S, T,C,M,N,Q, D, E, F, Y, W, H, Ror K,
according to Kabat numbering. In some aspects, the anti-IGF1R antibody is one
selected from WO02009032145 (US2009092614) or WO2005005635 (US7,579,157),
both of whose contents are herein incorporated. In some embodiments, a MAC of the
invention comprises an anti-IGF1R antibody or antigen binding portion thereof,
conjugated to at least one Ang2-binding peptide in such a way so as not to abrogate the
IGF1R binding affinity of the antibody.

In some aspects, the antibody targets a different target within the same pathway
as the Effector Moiety. In some aspects, the antibody targets a different target to the
Effector Moiety.

In some aspects, the antibody used for conjugation may be useful in the field of
oncology. Suitable antibodies include; Rituximab, (Rituxan™), a chimeric, 1gG1,, anti-
CD20 antibody, used to treat cancer and in particular non Hodgkin’s lymphoma and also
rheumatoid arthritis; Cetuximab (Erbitux™) a chimeric, 1gG1, anti-EGF receptor
antibody, used to treat cancer, and in particular colon, head & neck cancer.

In some aspects, the antibody used for conjugation may be useful in the field of
auto-immune and other immunological disorders. Suitable antibodies include Infliximab
(Remicade™) a chimeric, IgG1,, anti-TNFa antibody, used to treat rheumatoid arthritis,

ulcerative colitis, Crohn’s disease, psoriasis, psoriatic arthritis, and ankylosing
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spondylitis; Adalimumab (Humira™) a human, 1gG1, anti-TNFa antibody, used to treat
rheumatoid arthritis, Crohn’s disease, psoriasis, psoriatic arthritis, juvenile idiopathic
arthritis and ankylosing spondylitis; Natalizumab (Tysabri™) a humanized, 1gG4,, anti-
a4d-integrin antibody used to treat multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, psoriasis,
juvenile idiopathic arthritis, psoriatic arthritis, ankylosing spondylitis, Crohn’s disease;
Omalizumab (Xolair™) a humanized, IgG1,, anti-IgE antibody used to treat allergic
asthma; Ranibizumab (Lucentis™) a humanized, IgG1,, anti-VEGF antibody, used to
treat wet AMD; and Palivizumab (Synagis™) a humanized, IgG1, anti-RSV antibody,
used to treat infective diseases, including respiratory syncytical virus.

In some aspect, compounds and compositions of the invention may be used to
treat the above mentioned conditions.

Effector Moieties

The Effector Moiety may be a therapeutic agent, protein, peptide, nucleic acid,
aptamer, small molecule, protein agonist, protein antagonist, metabolic regulator,
hormone, toxin, growth factor or other regulatory protein, or may be a diagnostic agent,
such as an enzyme that may be easily detected or visualized, such as horseradish
peroxidase.

In some aspects, the Effector Moiety may be a protein or peptide, and may be
connected to the linker through a peptide-linking residue. The protein or peptide may
comprise one or both of an amino-terminal capping group R" and a carboxyl-terminal
capping group R R" may be CHj, C(O)CH3 C(O)CHs, C(O)CH,CHs, C(O)CH,CH,CHs,
C(O)CH(CHs)CHs, C(O)CH2CH>CH,CHs;, C(O)CH(CH3)CH2CHs;, C(O)CeHs,
C(O)CH2CH,(CH2CH;0).5sMe, dichlorobenzoyl (DCB), difluorobenzoyl (DFB), pyridinyl
carboxlate (PyC) or amido-2-PEG, an amino protecting group, a lipid fatty acid group or
a carbohydrate. R* may be OH, NHy, NH(CH3), NHCH2CHs, NHCH2CH,CHs,
NHCH(CH3)CH3, NHCH,CH,CH2CH3, NHCH(CH3)CH,CH3, NHCgHs, NHCH,CH,OCHs,
NHOCHs, NHOCH,CHs, a carboxy protecting group, a lipid fatty acid group or a
carbohydrate.

The protein or peptide linking residue may be K, K(SH), lysine homologs, Dap,
Dab, Orn, R, C, thiol containing residues, S, T, Y, D, E, N or Q. The protein or peptide

may be connected to the linker through the amino terminus of the N-terminal amino
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acid. The protein or peptide may be connected to the linker through the carboxyl
terminus of the C-terminal amino acid. An additional amino acid residue may be added
to the N- or C- terminus in order to funciton as a linking residue, whether by connection
through the amino acid side chain, or the amino or carboxyl terminus.
Ang2-binding peptides

The Effector Moiety may be an Ang2-binding peptide. In some embodiments, the
Ang2-binding peptide may comprise a sequence selected from those described in
W02008056346 (US2008166364) (whose content is incorporated herein). In some
embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
Q1 (ACK)2 Y3 Q4 PS L6 D7 ESX 9 D10 K11 -I-12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 Q20 Q21 GZZ (SEQ
ID NO:26)
wherein X° of SEQ ID NO: 26 is acyl-lysine (AcK) or leucine, (hereinafter designated
Ang2-X®) and
wherein X%, K" L™, Q'®, M'®, or L' of the Ang2-binding peptide is substituted by an
Ang2-linking residue comprising a nucleophilic side chain covalently attached to the
linker, the linking residue being selected from the group consisting of K, Y, S, T, H,
homologs of lysine, such as K(SH), homocysteine, homoserine, Dap, and Dab. In some
embodiments, the Ang2-linking residue may be selected from the group consisting of K,
K(SH), Y, S, T, H, Dap, and Dab. In some embodiments, the Ang2-linking residue is K.
The Ang2-linking residue may be K''. In some embodiments, the Ang2-linking residue
may be K(SH). The Ang2-linking residue may be K(SH)'".

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
Q1 (ACK)2 Y3 Q4 PS L6 D7 ES(ACK) 9 D10 K11 -I-12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 Q20 Q21 GZZ
(SEQ ID NO:27)
wherein Ang2-K"" is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
Q1 (ACK)2 Y3 Q4 PS L6 D7 ESL 9 D10 K11 -I-12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 Q20 Q21 GZZ (SEQ
ID NO:28)
wherein Ang2-K'" is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
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SEQ ID NO:29 Q" (AcK)? Y2 Q* PP LD’ EBK° D™ (AcK)"' T2 L Y™ D" Q"8 F"7
M18 L19 Q20 Q21 GZZ
wherein Ang2-K® is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
SEQ ID NO:30 Q"' (AcKP Y*Q* P L°D" E®L °D™ (AcK)"' T L™ Y D" K F"7
M18 L19 Q20 Q21 GZZ
wherein Ang2-K'® is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
SEQ ID NO:31 Q' (AcKP Y*Q* PP L°D" EBL ° D" (AcK)"' T L Y D' Q' F'" K8
L19 Q20 Q21 GZZ
wherein Ang2-K'® is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide comprises the sequence:
SEQ ID NO:32 Q' (AcKP Y*Q* PP LS D" EBL ° D™ (AcK)' T L Y™ D' Q' F'’
M18 K19 Q20 Q21 GZZ
wherein Ang2-K'® is the Ang2-linking residue.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide further comprises a N-terminal
capping group R'-wherein R" is CHs, C(O)CHs C(O)CH3, C(O)CH2CHs,
C(O)CH2CH.CH3, C(O)CH(CH3)CH3, C(O)CH2CH,CH2CH3, C(O)CH(CH3)CH2CHs,
C(0O)CeHs, C(O)CH,CH,(CH,CH,0)1.sMe, dichlorobenzoyl (DCB), difluorobenzoyl
(DFB), pyridinyl carboxylate (PyC) or amido-2-PEG, an amino protecting group, a lipid
fatty acid group or a carbohydrate.

In some embodiments, the Ang2-binding peptide further comprises a C-terminal
capping group -R?wherein R? is OH, NH,, NH(CHs3), NHCH,CH3, NHCH,CH,CHs,
NHCH(CH3)CH3, NHCH,CH,CH2CH3, NHCH(CH3)CH,CH3, NHCgHs, NHCH,CH,OCHs,
NHOCHs, NHOCH,CHs, a carboxy protecting group, a lipid fatty acid group or a
carbohydrate.

In some embodiments R' may be C(O)CHs. In some embodiments R? may be
NHo.

The Ang2-binding peptide together with N-terminal and C-terminal capping
groups may comprise the formula: [C(O)CHs]-[SEQ ID NO:27]-[ NH3]:
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[C(O)CH3]-Q1 (ACK)2 Y3 Q* PS LD’ ES(ACK) IPIO KM TI2 13 y14 15 16 F17 \18 | 19 20
Q%" G%[ NH;] wherein Ang2-K''is the Ang2-linking residue.

The Ang2 peptides described herein may be conjugated as described to
numerous types of antibodies, in particular antibodies useful in the treatment of
proliferative disorders such as cancer or increased angiogenesis, and may also be
conjugated to catalytic antibodies such as h38C2, to form MACs.

Linkers

The Effector Moiety of the invention (such as a small molecule, aptamer, nucleic
acid, protein, or peptide (e.g. Ang2-binding peptide)) may be covalently attached to the
antibody or antigen binding portion thereof (e.g. anti-IGF1R antibody) by a linker. The
linker may be covalently attached to the peptide by an amino group of the side chain of
the peptide-linking residue. This may be a lysine residue. In some embodiments, the
linking residue is a thiol bearing residue, such as Cys or K(SH) and the linker is
covalently attached to the peptide via the terminal thiol group of the linking residue.

The linker may be linear or branched (to allow for conjugation to more than one
Effector Moiety per Conjugation Addition), and optionally includes one or more
carbocyclic or heterocyclic groups. Linker length may be viewed in terms of the number
of linear atoms between the Effector Moiety and Antibody, with cyclic moieties such as
aromatic rings and the like to be counted by taking the shortest route around the ring. In
some embodiments, the linker has a linear stretch of between 5-15 atoms, in other
embodiments 15-30 atoms, in still other embodiments 30-50 atoms, in still other
embodiments 50-100 atoms, and in still other embodiments 100-200 atoms. In some
embodiments, the length of the linker is a range with a lower limit selected from the
group consisting of 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170,
180, 190, and an upper limit selected from the group consisting of 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 105, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, and 200.

Other linker considerations include the effect on physical or pharmacokinetic
properties of the resulting compound, such as solubility, lipophilicity, hydrophilicity,

hydrophobicity, stability (more or less stable as well as planned degradation), rigidity,
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flexibility, immunogenicity, modulation of antibody binding, the ability to be incorporated
into a micelle or liposome, and the like.

The linker may be a peptidyl linker. In some embodiments, the peptidyl linker
may be between 3-20 amino acids long, such as repeats of a single amino acid residue
(e.g. poly glycine) or combinations of amino acid residues to give a peptide linker which
imparts favorable presentation of the Effector Moiety or pharmacokinetics. Peptidyl
linkers that would be most compatible with the presence of activating groups may lack
lysine and histidine residues. SEQ ID NO:59 is an exemplary peptidyl linker.

Alternatively, the linker may be a non-peptidyl linker. Typical examples of these
types of linker would be those based on straight or branched chain hydrocarbons or
polyethylene glycols of varying lengths. These may incorporate other groups to effect
solubility, rigidity, isoelectric point, such as aromatic or non-aromatic rings, halogens,
ketones, aldehydes, esters, sulfonyls, phosphate groups, and so on.

In some aspects of the invention, the linker may comprise the formula:-X-Y-Z -;
wherein X is the attachment group to the Effector Moiety (for example, via a peptide-
linking residue), Y is a spacer region, and Z is an attachment moiety to the side chain of
a lysine or cysteine residue on an antibody (for example, an anti-IGF1R antibody). In
some aspects, the linker may be of the formula XYZ* when unbound to the antibody,
where Z* is a leaving group, such that when conjugated to the antibody, the leaving
group Z* reacts with the conjugation site of the antibody to form the conjugated linker
XYZ.

X may be selected so as to enable a specific directional covalent linking strategy
to the Effector Moiety (for example, via the peptide-linking residue). In some aspects, X
may be selected from the group consisting of COOH, isocyanate, isothiocyanate, acyl
azide, sulfonic acid, sulfonyl halide, aldehyde, ketone, epoxide, carbonate, arylating
reagent, imidoester, amine group, and a malemide group. For example, where the
peptide-linking residue comprises a nucleophilic group, X may be an electrophilic group
and vice versa. For example, if the peptide-linking residue side chain comprises an
amine group, such as K, H, Ornithine, Dap, or Dab, X may be COOH, or other similarly
reactive electrophile, for example, an isocyanate, isothiocyanate, acyl azide, sulfonic

acid or sulfonyl halide, aldehyde or ketone, epoxide, carbonate, arylating reagent or
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imidoester. If the peptide-linking residue is D or E, X may comprise a nucleophilic group,
such as an amine group. Either of these strategies permits a covalent bond to be
formed between the X group and the peptide-linking residue by amide bond formation
strategies. For example, when X is COOH, it may be activated as a pentafluorophenyl
ester. In this case, reaction with an amine group on the peptide-linking peptide leads to
amide bond formation, while the pentafluorophenol is a leaving group (which may be
termed X*).

el

The arrow indicates the point of attachment to the peptide-linking residue and the

parallel line represents the point of attachment to the Y group of the linker.
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Effector Moiety-K Effector Moiety-K

Where the peptide-linking group is C, homologs of C, or other thiol-group
containing residues (such as K(SH)), X may comprise a malemide group, permitting a
thiol-malemide addition reaction strategy to covalently link the X group to the peptide-

linking residue. In some aspects, X may be be maleimide:

0
/~,
/

7N
wherein the arrow indicates the point of attachment to the peptide linking residue and
the parallel line represents to attachment to the Y group of the linker. For ease of
nomenclature, linkers described herein that have been constructed using maleimide
groups are described as maleimide-containing linkers, and may be tittled MAL to indicate

this, even though following construction of the linker, the maleimide group is generally

converted to a succinimide ring.
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Effector Moiety-K Effector Moiety-K

In some aspects, the linking residue is K(SH), and the X group is maleimide.
In some aspects, X may comprise a pentafluorophenyl ester activated carboxyl

function which may form an amide with the lysine side chain on the peptide.

NH; + x>_“ . HN)I\/

Effector Moiety-K Effector Moiety-K

In some aspects, X may comprise a thiol group, allowing a disulphide bridge to
be formed between the peptide-linking residue and X group.

In some embodiments, Y is a biologically compatible connecting chain including
any atom selected from the group consisting of C, H, N, O, P, S, F, CI, Br, and |, and
may comprise one or more amino acids, polymer or block co-polymer. Y may be
selected so as to provide an overall length of the linker of between 2-100 atoms. Y may
be selected so that the overall length of the linker is between 5 and 30 atoms. Y may be
selected so that the overall length of linker is 15-25 atoms. Y may be selected so that
the overall length of linker is betwen about 17 and about 19 atoms.

In some aspects, Y may be an amino polyethyleneglycol acid, such as:
0

\)K/\O/\/N\/ | \\)I\/\O/\/O\/\N/\

o
\)]\/\O/\/I/O\/\O/h\/N 2

where n = 0 to 10, in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some aspects, 1.

In some aspects, Y may be a polyethylene glycol diacid, such as:
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0O 0O
\)]\/\O/\/[/O\/\OM/,

where n = 0 to 10, in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some aspects, 1
and in some aspects, 2.
In some aspects of the invention, the Y portion of the linker comprises the

formula:

o 0
\)J\AO/\/O\/\O/\/O\/\O/\)]\ /

In some aspects, Y may be an amino alkanoic acid, such as:

\)J\/l/\l?/N\/

where n= 0 to 20 in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some aspects, 1
and in some aspects, 2.

In some aspects, Y may be an alkanoic diacid, such as:

0
A
X »
o}

where n= 0 to 20 in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some
aspects, 1 and in some aspects, 2.

In some aspects, Y may be a polyglycine, such as:

0

0O
\)b“wﬂuﬁfu/\ . v ﬁf*\rf/\

o]
where n = 0 to 10, in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some aspects, 1
and in some aspects, 2.
In some aspects, Y, X-Y, Y-Z, and X-Y-Z may be selected from the group
consisting of:
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\)J\/\O/\,?NES \MO/\LAN;% /ﬁﬁo/\'h Njf
A AL N/“’z o 0 o
\gﬂmo/\ﬂ \ )‘\/TO/\L)‘\AS \W
o A %
0 0
o /WO\/tNJ\/\)Ni
\ )J\/N\HO(\”/]:\CV)(\H)Z 3 7.
ﬁ/\iNHf[OVTHL /\”/\’%O\/truj)"\(j_ Noij\
,\ ’ | n | , ’ g 0 e ,and
LS °

where m, n and j are each independently 0 to 30. In some aspects n=1-10, in some

aspects, n=1-5. In some aspects, the lower limit of the range of values for n is selected
from the group consisting of 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, and 20, and the upper limit for the range of values for n is selected from the group
consistingof 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. N may be 1. N may be 2. N may be 3. N may be 4. N
may be 5. N may be 6. In some aspects m=1-10, in some aspects, m=1-5. In some
aspects, the lower limit of the range of values for m is selected form the group
consistingof 0,1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and
the upper limit for the range of values for m is selected from the group consisting of 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, and 30. M may be 1. M may be 2. M may be 3. M may be 4. M may be 5. M may be
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6. In some aspects j=1-10, in some aspects, j=1-5. In some aspects, the lower limit of
the range of values for j is selected from the group consisting of 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and the upper limit for the range of
values for j is selected from the group consisting of 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. J may be 1. J may
be 2. J may be 3. J may be 4. J may be 5. J may be 6. In some aspects, the overall
length of Y does not exceed 200 atoms. In some aspects, the overall length of Y does
not exceed 150 atoms. In some aspects, the overall length of Y does not exceed 100
atoms. In some aspects, the overall length of Y does not exceed 50 atoms. In some
aspects, the range of overall chain length of Y in numbers of atoms may have a lower
limit selected from the group consisting of 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60, and an upper limit selected from the group consisting
of 5, 10, 15, 20, 25,, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, and 100. In
some aspects, the XYZ linker may be identical to the above Y groups. In some aspects,
the wavy line connects to the X group. In some aspects, the parallel lines connect to the
X group. In some aspects, the wavey line connects to the Z group. In some aspects, the
parallel lines connect to the Z group. In some aspects, the wavy line connects to the
side chain of K'®-CLk. In some aspects, the parallel lines connect to the side chain of
K'®_CLk. In some aspects, the wavy line connects to the Effector Moiety. In some
aspects, the parallel lines connect to Effector Moiety.

In some aspects, Y, Y-Z and/ or X-Y may be a maleimide PEG acid, such as:

o] 0O 0
\)I\/\FO/\/H?/\N)K/\)N{Z
° >

where n =1 to 12, in some aspects 1-10, in some aspects, 1-5, and in some aspects, 1
and in some aspects, 2.

In some aspects, Y, Y-Z and/ or X-Y may be a maleimide PEG acid, such as:
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such that the lower limit of the range of values for n is selected from the group
consistingof 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and
the upper limit for the range of values for n is selected from the group consisting of 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, and 30. N may be 1. N may be 2. N may be 3. N may be 4. N may be 5. N may be

6. In some aspects, Y, Y-Z and/ or X-Y comprises the formula:

o] 0 0
\)l\ﬂo/\/o\/\NJ\/\ )N§
%

Z* may be selected so as to enable a specific directional covalent linking strategy to a
lysine side chain on the antibody. For example, Z may be COOH, or another similarly
reactive electrophile to react with the e—amino of the surface lysine side chains using
one of a number of possible amide bond formation strategies.

In some aspects, Z* may be used to form an active ester. Active esters connect
to amines, and can thus conjugate to the e-amino of a lysine side chain of the antibody.
The Z carboxyl function to enable the formation of the active ester will be present at the
terminus of Y group. The alcoholic or phenolic function of the active ester acts as a
leaving group Z* during the conjugation reaction, enabling connection with the lysine
side chain on the antibody via generation of an amide.

In some embodiments, the Z* group comprises a structure of the formula:

O
where R’ is an aliphatic or aromatic group.

In some embodiments, the Z* group is of the formula:

\\/O@ .

where R’ = any of F, CI, Br or I, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and may be present in an amount of between 1 and 5. In some embodiments, R' may
be a halogen, and 4 or 5 halogen atoms may be present. In some embodiments, there

may be 4 R" atoms. In some embodiments, there may be 5 R' atoms. In some
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embodiments, Z* may be tetrafluorophenyl. In some embodiments, Z* may comprise the

formula:
F
o F
\/
F F
F Pentafluorophenyl

wherein the parallel line represents the point of attachment to the Y portion of the linker.

In some aspects, the Z* group is of the formula:

O

where R’ = any of F, Cl, Br or |, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and h=1, 2, 3, 4, or 5. In some embodiments, R' may be a halogen. In some
embodiments, R is F or Cl, and h=4 or 5. In some embodiments, R" is F or Cl, and h=5.
In some embodiments, R is F, and h=2, 3, 4 or 5. In some embodiments, R is F, and
h= 3, 4 or 5.In some embodiments, R' is F, and h=4 or 5. In some embodiments, R is

F, and h=5. In some aspects, Z* may be selected from the group consisting of:

\/o F\/O F\/O F\/O ] F F i F F\/o F
ﬁ I; AL FI>LF\/ OB DOLAS L
F F F F F FoOF F F
F\\/O i o i ) F\/O o \/o i o F
S v e Y«
ch[F F F FD/ F FD\F F and \C[F,

For such active esters, the leaving group is Z* and the Z group itself is the
carbonyl attached to the Y group. When reacted with the antibody, the Z* group forms

an amide, as shown below,
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. Ab-K-Ab
//\I(O F
e}
.
/ o

' NH

Z group 2

\ -PfpOH (Z*)

Ab-K-Ab

/ NH
b

0
In some embodiments, Z is

A A\
T

In some embodiments, the Z* group comprises a squarate ester such as

A o

J o

wherein R = aliphatic group or substituted aromatic and may be selected from the group

consisting of:

Q\£ o A
\/\\ , i O,\ and X F.

|
In some embodiments, the Z group comprises a Maleimide group:
0 0
/
o
In some aspects, the X*YZ* linker comprises a Maleimide-PEG-PFP ester of the

structure:
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F
F F
0 o Q
@/\)\N/\/{/O\/\OMOQF
o F
where n = 1 to 12. In some aspects, n=1t0 5. In some aspects n=2. In some aspects

n=1.

In some aspects, the MAC comprises a XYZ linker of the formula:

5&1/\)&,\1/\/[/0\/\0/]:\)&/
J P

wherein n =1-12. In some aspects, n=1to 5. In some aspects n=1 to 3. In some aspects
n=2. In some aspects n=1.

In some aspects, the X*YZ* linker comprises a structure selected from the group
consisting of:

F
F F
o) 0 Z ™
&NK/\)]\N O OJ;)_ER1]h Fj<|:j:0 0 jN/U\O \Af ]h
A 0 M j " n
F
F F
o] 0 7 R
F
and j

where m, n and j are each independently O to 30, R1 is F and h=2, 3, 4, or 5. In some

aspects n=1-10, in some aspects, n=1-5. In some aspects, the lower limit of the range
of values for n is selected from the group consisting of 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and the upper limit for the range of values for n is
selected from the group consisting of 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. N may be 1. N may be 2. N may
be 3. N may be 4. N may be 5. N may be 6. In some aspects m=1-10, in some aspects,
m=1-5. In some aspects, the lower limit of the range of values for m is selected form the
group consisting of 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and
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20, and the upper limit for the range of values for m is selected from the group
consistingof 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. M may be 1. M may be 2. M may be 3. M may be 4. M
may be 5. M may be 6. In some aspects j=1-10, in some aspects, j=1-5. In some
5 aspects, the lower limit of the range of values for j is selected from the group consisting

of0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and the upper
limit for the range of values for j is selected from the group consisting of 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30.
J may be 1. J may be 2. J may be 3. J may be 4. J may be 5. J may be 6. In some

10  aspects, the overall length of Y does not exceed 200 atoms. In some aspects, the
overall length of Y does not exceed 150 atoms. In some aspects, the overall length of Y
does not exceed 100 atoms. In some aspects, the overall length of Y does not exceed
50 atoms. In some aspects, the range of overall chain length of Y in numbers of atoms
may have a lower limit selected from the group consisting of 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

15 12,13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60, and an upper limit selected from
the group consisting of 5, 10, 15, 20, 25,, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, and 100.

In some aspects the MAC comprises a XYZ linker of the formula:

0 0 0
&Z/\)]\N/vo\/\o/\)]\/
< °

20 In some aspects, the X*YZ* linker comprises a PEG-bis-pentafluorophenyl ester of

the formula:

F F
F F F F
0 0
o
F o)K/\o/\/{/ \/\OMO F
F F

where n = 1 to 12. In some aspects n=1 to 10. In some aspects n=1 to 5. In some
aspects n=2. In some aspects n=1.

25 In some aspects, the MAC comprises a XYZ linker of the formula:
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\)J\AO/\/{/O\/\OM/

In some aspects, the MAC comprises a XYZ linker of the formula:
0]

o}
\)I\AO/\/O\/\O/\/O\/\O/\)]\/

In some embodiments, the peptide when tethered to the XYZ*linker comprise the

5 formula:
R F
o—/_<o F F

o) N—/_
s _/—Q
N o)
0
o
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

O (0]

In some embodiments, the peptide tethered to the XYZ*linker comprise the formula:

F
Q O O OO 0O F
0 O
)J\ Y\/ \/\L.]/
F F
F

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

O O
In some aspects, the MAC comprises a compound of the formula:
Ab-K-Ab'

0
\/\'r \/\O/\/OWNH
HN o 0 o
0

10 Ang2-K
wherein Ang2-K is a lysine or modified lysine residue of an Ang2-binding peptide, and
Ab-K-Ab'’ is a lysine residue on an anti-IGF1R antibody.
In some aspects, the MAC comprises a compound of the formula:
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Ab-K-Ab'

OY\/O\/\O/\’O\/\O/\/O\/\’ NH
NH 0

i

Ang2-K

PCT/IB2011/053092

wherein Ang2-K is a lysine or modified lysine residue of an Ang2-binding peptide, and

Ab-K-Ab is a lysine residue on an anti-IGF1R antibody.

In some aspects, the MAC comprises the formula:

Ab-K-Ab’

O—/_<O

] OﬂNIO
Oj)/ \QN o)
o)

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

(o}

5 (0] ()
wherein Ab-K-Ab is K'® of antibody 2.12.1.fx.

In some aspects, the MAC comprises the formula:

Ab-K-Ab'
)Cj)\ OY\/O\/\O/\/O\/\O/\’OWN H
0O

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

(0] O
wherein Ab-K-Ab is K'® of antibody 2.12.1.fx.

10 In some aspects the MAC comprises 2 peptides (which may be Ang2-binding

peptides) conjugated per antibody (which may be an anti-IGF1R antibody). In some

aspects, one peptide is conjugated at each of the 2 K'® residues of the antibody or

antigen binding fragment thereof (which may be antibody 2.12.1.fx).

In some aspects, the MAC comprises a formula selected from the group

15  consisting of:
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0 o)
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wherein K'®-CLk is a covalent link to the side chain of said K'®-CLk, Effector Moiety-
LR is a covalent link to the Effector Moiety, and m, n and j are each independently 0-30.
In some aspects n=1-10, in some aspects, n=1-5. In some aspects, the lower limit of the
range of values for n is selected from the group consisting of 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and the upper limit for the range of values
for n is selected from the group consisting of 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. N may be 1. N may be 2.
N may be 3. N may be 4. N may be 5. N may be 6. In some aspects m=1-10, in some
aspects, m=1-5. In some aspects, the lower limit of the range of values for m is selected
form the group consisting of 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, and 20, and the upper limit for the range of values for m is selected from the group
consistingof 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30. M may be 1. M may be 2. M may be 3. M may be 4. M
may be 5. M may be 6. In some aspects j=1-10, in some aspects, j=1-5. In some
aspects, the lower limit of the range of values for j is selected from the group consisting
of0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and the upper
limit for the range of values for j is selected from the group consisting of 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30.
J may be 1. J may be 2. J may be 3. J may be 4. J may be 5. J may be 6. In some
aspects, the overall length of Y does not exceed 200 atoms. In some aspects, the
overall length of Y does not exceed 150 atoms. In some aspects, the overall length of Y
does not exceed 100 atoms. In some aspects, the overall length of Y does not exceed
50 atoms. In some aspects, the range of overall chain length of Y in numbers of atoms
may have a lower limit selected from the group consisting of 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, and 60, and an upper limit selected from
the group consisting of 5, 10, 15, 20, 25,, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, and 100.
Methods of Conjugation

In some aspects, the invention provides for a method of preparing a
multifunctional antibody conjugate (MAC) comprising an antibody or antigen binding

portion, the antibody being covalently conjugated to at least one Effector Moiety through
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a linker attached to a side chain of CLk-K'® (according to Kabat numbering) said
method comprising: covalently attaching the Effector Moiety to a linker terminating in a
leaving group Z* of the formula:

O
\/ \_ ,
@ R

where R is any of F, Cl, Br or I, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and may be present in an amount of between 1 and 5, and reacting the Effector Moiety-
linker-leaving group complex so formed with the antibody at a molar ratio of between
about 3.5:1 to about 4.5:1 of Effector Moiety:antibody. In some aspects, the molar ratio
is about 3.7:1 to about 4.3:1.

In some aspects, the Z* group is of the formula:

O

where R' = any of F, CI, Br or I, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and h=1, 2, 3, 4, or 5. In some embodiments, R' may be a halogen. In some
embodiments, R" is F or Cl, and h=4 or 5. In some embodiments, R" is F or Cl, and h=5.
In some embodiments, R is F, and h=2, 3, 4 or 5. In some embodiments, R is F, and
h= 3, 4 or 5.In some embodiments, R is F, and h=4 or 5. In some embodiments, R’ is

F, and h=5. In some aspects, Z* may be selected from the group consisting of:

\/o F\/o F\/O F\/O F ] F F \/o F
XXy el
F F F F F FoOF F F

\/O " 0. 1 0. F \/O 0. \/O " O. F
Y e v e Y«
FIIF F F FD/ F FD\F F and \C[F .

R" may be present in an amount of between 3 and 5. There may be 3 R groups. R may
be present in an amount of between 4 and 5. There may be 4 R groups. There may be
5 R" groups. R' may be fluorine. R" may be chlorine. R may be bromine. The leaving

group may comprise the formula:
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In some aspects, the invention provides for methods of producing a MAC,
wherein the MAC comprises an antibody, or fragment thereof, covalently linked to at
least one Effector Moiety that binds an additional target (such as peptide, small
molecule, aptamer, nucleic acid molecule, or protein), characterised in that Effector
Moiety comprises a linker with a PFP leaving group capable of reacting with the e-amino
of surface lysine residues of the antibody. In some aspects, the invention provides for a
process for conjugating an Effector Moiety (such as a peptide) to an antibody
comprising a kappa light chain constant region comprising residues 62-103 SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:47, comprising conjugating the

Effector Moiety with a linker comprising a leaving group of the formula:

O
\/ \_ ,
@ R

where R'is any of F, Cl, Br or I, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and may be present in an amount of between 1 and 5 and reacting the leaving group
with the side chain of K® of SEQ ID NO:15 so as to provide an antibody with an Effector
Moiety conjugated to the constant light chain region.

The antibody may comprise a light chain constant region substantially
homologous to residues 74-106 of SEQ ID NO:15. The antibody may comprise a light
chain constant region substantially homologous to residues 62-103 of SEQ ID NO:15,
SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:47. In some aspects, the antibody may
comprise a light chain region substantially homologous to residues 74-90 of SEQ ID
NO:15. In some aspects, the Effector Moiety is conjugated at K® of SEQ ID NO:15. In
some aspects, the Effector Moiety is conjugated at K®. In some forms, an Ang2 binding
peptide is conjugated to an anti-IGF1R antibody at CLk-K'® (according to Kabat
numbering).

In some aspects, the method comprises combining an antibody or antigen
binding portion thereof with an Effector Moiety, wherein the Effector Moiety is covalently

attached to a linker comprising a PFP leaving group.
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In some aspects, the invention provides for a method of conjugating an Effector
Moiety to a protein, wherein the Effector Moiety is attached to a linker terminating in a

leaving group Z* of the formula:

O
\/ \_ ,
@ R

where R’ = any of F, Cl, Br or |, nitro, cyano, trifluoromethyl, alone or in combination,
and may be present in an amount of between 1 and 5, and the protein comprises
residues 62-103 of SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:47
including K*, such that the Effector Moiety is conjugated to the e-amino group of the K%
residue, comprising reacting the Effector Moiety and attached linker with the protein at a
molar ratio of between about 3.7:1 and about 4.3:1 of Effector Moiety:protein.

In some aspects, the Effector Moiety, linker and leaving group may be as herein
described. In some aspects, the protein may comprise an antibody light chain constant
region. In some aspects, the protein may comprise SEQ ID NO:15, and the site of
conjugation is K®.

In some aspects, the molar ratio of Effector Moiety: antibody (for example, ABP:
anti-IGF1R antibody) is between about 2.5 and about 4.6:1. In some aspects of the
invention, the molar ratio is about 3.7:1, and about 4.3:1. In some aspects of the
invention, the molar ratio of Effector Moiety:antibody is about 4:1. In some aspects, the
molar ratio is between about 2:1 and about 7:1. In some aspects, the molar ratio is
between about 3:1 and about 6:1. In some aspects, the molar ratio is between about 3:1
and about 7:1. In some aspects, the molar ratio is between about 3:1 and about 5:1.

In aspects of the invention where it is desirable to have less than 1.5
conjugations per antibody (such as where a single Effector Moiety is required) the molar
ratio may be between about 1:1 and about 6:1, wherein the buffer comprises HEPES at
a concentration of at least 0.02M. The concentration of HEPES may be between about
0.1M and about 1M. The concentration of HEPES may between about 0.1M and about
0.5M. In aspects of the invention where it is desirable to have less than 1.5 conjugations
per antibody (such as where a single Effector Moiety is required) the molar ratio may be
between about 1:1 and about 3:1.
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In some aspects, the preferred molar ratio is a range with a lower limit selected
from the group consisting of about 1, about 1.2, about 1.4, about 1.5, about 1.6, about
1.8, about 2, about 2.2, about 2.4, about 2.5, about 2.6, about 2.8, about 3, about 3.2,
about 3.3, about 3.4, about 3.5, about 3.6, about 3.7, about 3.8, about 3.9, about 4.0,
about 4.1, about 4.2, about 4.3, about 4.4. about 4.5, about 4.6, about 4.7, about 4.8,
about 4.9, about 5, about 5.2, about 5.4, about 5.5, about 5.6, about 5.8, about 6, about
6.2, about 6.4, about 6.5, about 6.6, about 6.8, about 7, about 7.3, about 7.5, about 7.7,
about 8, about 8.5, about 9, about 9.5, and about 10 to 1, and an upper limit selected
from the group consisting of about 1.5, about 1.6, about 1.8, about 2, about 2.2, about
2.4, about 2.5, about 2.6, about 2.8, about 3, about 3.2, about 3.3, about 3.4, about 3.5,
about 3.6, about 3.7, about 3.8, about 3.9, about 4.0, about 4.1, about 4.2, about 4.3,
about 4.4. about 4.5, about 4.6, about 4.7, about 4.8, about 4.9, about 5, about 5.2,
about 5.4, about 5.5, about 5.6, about 5.8, about 6, about 6.2, about 6.4, about 6.5,
about 6.6, about 6.8, about 7, about 7.3, about 7.5, about 7.7, about 8, about 8.5, about
9, about 9.5, about 10, and about 15 to 1.

In some aspects, the invention further comprises conjugating the Effector Moiety
and protein together for at least about 30 minutes. In some aspects, the duration is at
least about 60 minutes. In some aspects, the duration is at least about 2 hrs. In some
aspect, the invention further comprises conjugating the Effector Moiety and antibody at
between about 4°C and about 40°C In some aspect, the invention further comprises
conjugating the Effector Moiety and antibody at between about 10°C and about 30°C In
some aspect, the invention further comprises conjugating the Effector Moiety and
antibody at between about 15°C and about 30°C. In some aspects, the reaction is
conducted at about 18°C to about 25°C. In some aspects, the reaction is conducted at
about 22°C. In some aspects, the reaction is conducted at about room temperature.

In some aspects, the conjugation reaction takes place at between about pH 6.5
and about pH 8.0. In some aspects, the conjugation reaction takes place at between
about pH 6.75 and about pH 8.0. In some aspects, the conjugation reaction takes place
at about pH 7.7. In some aspects, the conjugation reaction takes place at about pH 7. In
some aspects, the conjugation reaction takes place at about pH 7.2. In some aspects,

the conjugation reaction takes place at about pH 7.5. In some aspects, the conjugation
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reaction takes place at between a range of pH values, whose lower limit is selected
from the group consisting of 5.5, 6, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7,6.8, 6.9, 7.0, 7.1, 7.2,
73,74,75,7.6,7.7,7.8, 7.9 and 8, and whose upper limit is selected from the group
consisting of 6.5, 6.6, 6.7,6.8,6.9,7.0,71,7.2,7.3,74,75,7.6,7.7,7.8,7.9, 8.0, 8.5,
and 9.

In some aspects, the pH may be below 6.5; this may be particularly useful in
applications were less than about 1.5 conjugations per antibody are required. In some
aspects, the pH is between about 5.5 and about 6.5.

In some aspects, the salt concentration may be below about 0.2M. The salt may
be a halide salt (F, Cl, Br, 1) and may comprise a metal such as Li, Na, K, Be, Mg, Ca.
The salt may be NaCl. The salt may be KCI. Salt concentrations of above about 0.1M
may be used to limit the rate and/or number of conjugations per antibody. The salt
concentration may be between about 0 and about 0.1M. The salt concentration may be
between about 0 and about 0.5M. The salt concentration may be between about 0 and
about 0.3M.

In some aspects, the method of the invention comprises formulating the antibody
or antigen binding portion thereof in a formulation buffer at about pH 5.5. The
formulation buffer may be sodium acetate and trehalose buffer. This buffer has the
advantage of not containing any primary amines, and lends itself well to pH adjustment.
The antibody may be present in an amount of about 15 to about 25 mg.ml™. In some
aspects, the antibody may be present at an amount of 20 mg.ml™".

The pH of the formulation buffer may be adjusted to about pH 7.2 to about pH
8.0; in some embodiments, the formulation buffer may be adjusted to pH 7.7. The pH of
the formulation buffer may be adjusted with a phosphate buffer. The phosphate buffer
may be at a concentration of between about 40mM and about 80mM. The phosphate
buffer may be at a concentration of between about 10mM and about 200mM.

In some aspects, the concentration of antibody during the conjugation reaction
with the Effector Moiety/linker and leaving group Z* may be in a range where the lower
limit of the range is selected from about 5, about 6, about 7, about 8, about 9, about 10,
about 15, about 20, about 30, and about 40 mg.ml™", and the upper limit of the range is

selected form the group consisting of about 7, about 8, about 9, about 10, about 15,



10

15

20

25

30

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
39

about 20, about 30, about 40, about 50, about 60, about 70, about 80, about 90, about
100, about 150, about 200, about 500 mg.ml™.

The Effector Moiety (such as peptide or ABP) may be reconstituted at a
concentration of at least about 2mg.mi™. The Effector Moiety may be reconstituted at a
concentration of about 5 to about 20 mg.ml™ in diluted propylene glycol prior to use and,
in some embodiments, may be at a concentration of 10 mg.ml™.

The conjugation reaction may be performed by combining the antibody or antigen
binding portion thereof and the Effector Moiety at a molar ratio of 4 moles Effector
Moiety to 1 mole of antibody and incubated at about 18°C to about 25°C for about 2 to
about 24 hrs. In some embodiments, the conjugation reaction between antibody and
Effector Moiety is at room temperature for 2 hrs. In some embodiments, the conjugation
reaction is for at least about 2 hrs. In some embodiments, the conjugation reaction is for
at least about 30 minutes.

The reaction may be quenched and adjusted to about pH 5.0 to about pH 6.0. In
some embodiments, the quenched reaction may be adjusted to pH 5.5. This may be
accomplished using a succinate and glycine buffer at, for example, about pH 4.0. This
buffer has advantages over other more common buffers such as TRIS, or other amino-
acid buffers. The succinate assists in limiting aggregation and precipitation during
diafiltration, which can be stressful on the conjugated molecule, and glycine contains an
additional primary amine, (particularly in the cases of MAC-1 and MAC-2).

The reaction may be concentrated and unreacted Effector Moiety (e.g. peptide or
ABP), related species (such as peptide where the linker was hydrolyzed by reaction with
water solvent) and other unreacted elements of the reaction mixture (such as PFP) may
be removed by diafiltration, for example, using a 50 kDa membrane or size exclusion
chromatography into a succinate, glycine, sodium chloride, and trehalose buffer, pH 5.5
at 30 mg.ml™.

In some aspects, the method may comprise conjugating an Effector Moiety to
CLk-K'® (according to Kabat numbering). In some aspects, the invention comprises
conjugating a peptide to a light chain A domain of an antibody or antigen binding portion
thereof, comprising substituting a portion of the CLA region with a corresponding portion

of a CLk region, attaching to the peptide a linker comprising a leaving group Z* as
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herein defined, and reacting said peptide-linker-leaving group complex with the
antibody, characterised in that the CLk region substituted into the antibody comprises at
least residues 62-103 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or 47. In some aspects, the CLk
region comprises at least residues 62-106 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or 47. In some
aspects, the CLk region comprises at least residues 1-103 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or
47. In some aspects, the CLk region comprises at least residues 1-106 of SEQ ID
NOs:15, 45, 46, or 47.

In some aspects, the invention comprises conjugating a peptide to a light chain
domain of murine antibody or antigen binding portion thereof, comprising substituting a
portion of the murine CL region with a corresponding portion of a human CLk region,
attaching to the peptide a linker comprising a leaving group Z* as herein defined, and
reacting said peptide-linker-leaving group complex with the antibody, characterised in
that the human CLk region substituted into the antibody comprises at least residues 62-
103 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or 47. In some aspects, the human CLk region
comprises at least residues 62-106 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or 47. In some aspects,
the human CLk region comprises at least residues 1-103 of SEQ ID NOs:15, 45, 46, or
47. In some aspects, the human CLk region comprises at least residues 1-106 of SEQ
ID NOs:15, 45, 46, or 47. These aspects of the invention can be advantageous, as
murine CLk regions do not comprise K'® (the corresponding sequence in murine CLk is
RHN; see residues 79-81 of SEQ ID NO:49).

Pharmaceutical compositions of the invention

The invention provides a pharmaceutical composition comprising the MAC and a
pharmaceutically acceptable carrier. As used herein, "pharmaceutically acceptable
carrier" includes any and all solvents, dispersion media, coatings, antibacterial and
antifungal agents, isotonic and absorption delaying agents, and the like that are
physiologically compatible. Examples of pharmaceutically acceptable carriers include
one or more of water, saline, phosphate buffered saline, dextrose, glycerol, ethanol and
the like, as well as combinations thereof, and may include isotonic agents, for example,
sugars, polyalcohols such as mannitol, sorbitol, or sodium chloride in the composition.

Pharmaceutically acceptable substances such as wetting or minor amounts of auxiliary
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substances such as wetting or emulsifying agents, preservatives or buffers, which
enhance the shelf life or effectiveness of the antibody or antibody portion.

The compositions of this invention may be in a variety of forms. These include,
for example, liquid, semi-solid and solid dosage forms, such as liquid solutions (e.g.,
injectable and infusible solutions), dispersions or suspensions, tablets, pills, powders,
liposomes and suppositories. The preferred form depends on the intended mode of
administration and therapeutic application. Typical preferred compositions are in the
form of injectable or infusible solutions, such as compositions similar to those used for
passive immunization of humans with antibodies in general. The preferred mode of
administration is parenteral (e. g., intravenous, subcutaneous, intraperitoneal,
intramuscular). In a preferred embodiment, the antibody is administered by intravenous
infusion or injection. In another preferred embodiment, the antibody is administered by
intramuscular or subcutaneous injection.

The pharmaceutical composition may further comprise another component, such
as an anti-tumour agent or an imaging reagent. Another aspect of the present invention
provides kits comprising MACs of the invention and pharmaceutical compositions
comprising these antibodies. A kit may include, in addition to the MAC or
pharmaceutical composition, diagnostic or therapeutic agents. A kit may also include
instructions for use in a diagnostic or therapeutic method. In some embodiments, the kit
includes the antibody or a pharmaceutical composition thereof and a diagnostic agent.
In other embodiments, the kit includes the antibody or a pharmaceutical composition
thereof and one or more therapeutic agents, such as an additional antineoplastic agent,
anti-tumour agent or chemotherapeutic agent.

These agents and compounds of the invention can be combined with
pharmaceutically acceptable vehicles such as saline, Ringer’s solution, dextrose
solution, and the like. The particular dosage regimen, i.e., dose, timing and repetition,
will depend on the particular individual and that individual’s medical history.

Acceptable carriers, excipients, or stabilizers are nontoxic to recipients at the
dosages and concentrations employed, and may comprise buffers such as phosphate,
citrate, and other organic acids; salts such as sodium chloride; antioxidants including

ascorbic acid and methionine; preservatives (such as octadecyldimethylbenzyl
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ammonium chloride; hexamethonium chloride; benzalkonium chloride, benzethonium
chloride; phenol, butyl or benzyl alcohol; alkyl parabens, such as methyl or propyl
paraben; catechol; resorcinol; cyclohexanol; 3-pentanol; and m-cresol); low molecular
weight (less than about 10 residues) polypeptides; proteins, such as serum albumin,
gelatin, or immunoglobulins; hydrophilic polymers such as polyvinylpyrrolidone; amino
acids such as glycine, glutamine, asparagine, histidine, arginine, or lysine;
monosaccharides, disaccharides, and other carbohydrates including glucose, mannose,
or dextrins; chelating agents such as EDTA,; sugars such as sucrose, mannitol,
trehalose or sorbitol; salt-forming counter-ions such as sodium; metal complexes (e.g.,
Zn-protein complexes); and/or non-ionic surfactants such as TWEEN™, PLURONICS™
or polyethylene glycol (PEG).

Liposomes containing compounds of the invention are prepared by methods
known in the art, such as described in U.S. Pat. Nos. 4,485,045 and 4,544,545.
Liposomes with enhanced circulation time are disclosed in U.S. Patent No. 5,013,556.
Particularly useful liposomes can be generated by the reverse phase evaporation
method with a lipid composition comprising phosphatidylcholine, cholesterol and PEG-
derivatized phosphatidylethanolamine (PEG-PE). Liposomes are extruded through
filters of defined pore size to yield liposomes with the desired diameter.

The active ingredients may also be entrapped in microcapsules prepared, for
example, by coacervation techniques or by interfacial polymerization, for example,
hydroxymethylcellulose or gelatin-microcapsules and poly-(methylmethacrylate)
microcapsules, respectively, in colloidal drug delivery systems (for example, liposomes,
albumin microspheres, microemulsions, nano-particles and nanocapsules) or in
macroemulsions. Such techniques are disclosed in Remington, The Science and
Practice of Pharmacy, 20th Ed., Mack Publishing (2000).

Sustained-release preparations may be prepared. Suitable examples of
sustained-release preparations include semi-permeable matrices of solid hydrophobic
polymers containing the antibody, which matrices are in the form of shaped articles,
e.g., films, or microcapsules. Examples of sustained-release matrices include
polyesters, hydrogels (for example, poly(2-hydroxyethyl-methacrylate), or
'poly(vinylalcohol)), polylactides (U.S. Pat. No. 3,773,919), copolymers of L-glutamic
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acid and 7 ethyl-L-glutamate, non-degradable ethylene-vinyl acetate, degradable lactic
acid-glycolic acid copolymers such as the LUPRON DEPOT ™ (injectable microspheres
composed of lactic acid-glycolic acid copolymer and leuprolide acetate), sucrose
acetate isobutyrate, and poly-D-(-)-3-hydroxybutyric acid.

The formulations to be used for in vivo administration must be sterile. This is

readily accomplished by, for example, filtration through sterile filtration membranes.
Therapeutic compounds of the invention are generally placed into a container having a
sterile access port, for example, an intravenous solution bag or vial having a stopper
pierceable by a hypodermic injection needle.
Suitable emulsions may be prepared using commercially available fat emulsions, such
as Intralipid™, Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ and Lipiphysan™. The active
ingredient may be either dissolved in a pre-mixed emulsion composition or alternatively
it may be dissolved in an oil (e.g., soybean oil, safflower oil, cottonseed oil, sesame oll,
corn oil or almond oil) and an emulsion formed upon mixing with a phospholipid (e.g.,
egg phospholipids, soybean phospholipids or soybean lecithin) and water. It will be
appreciated that other ingredients may be added, for example glycerol or glucose, to
adjust the tonicity of the emulsion. Suitable emulsions will typically contain up to 20%
oil, for example, between 5 and 20%. The fat emulsion can comprise fat droplets
between 0.1 and 1.0 ym, particularly 0.1 and 0.5 ym, and have a pH in the range of 5.5
to 8.0.

The emulsion compositions can be those prepared by mixing a compound of the

invention with Intralipid™

or the components thereof (soybean oil, egg phospholipids,
glycerol and water).

Compositions for inhalation or insufflation include solutions and suspensions in
pharmaceutically acceptable, aqueous or organic solvents, or mixtures thereof, and
powders. The liquid or solid compositions may contain suitable pharmaceutically
acceptable excipients as set out above. In some embodiments, the compositions are
administered by the oral or nasal respiratory route for local or systemic effect.
Compositions in preferably sterile pharmaceutically acceptable solvents may be
nebulised by use of gases. Nebulised solutions may be breathed directly from the

nebulising device or the nebulising device may be attached to a face mask, tent or



10

15

20

25

30

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
44

intermittent positive pressure breathing machine. Solution, suspension or powder
compositions may be administered, preferably orally or nasally, from devices which
deliver the formulation in an appropriate manner.

Compounds and compositions of the invention may be used in conjunction with
established treatments for the relevant indication. Examples include 5-Flurouracil,
irinotecan, oxilaplatin, cetuximab, sunitinib, and rituximab for the treatment of
angiogenic disorders in particular, especially cancer. Other examples include
ranibizumab, infliximab, adalimumab, natalizumab, omalizumab, and palivizumab.
Therapeutic methods of the invention

Therapeutic methods are also provided by the invention. A therapeutic method
comprises administering a compound or composition of the invention to a subject in
need thereof.

The invention provides for the use of compounds of the invention or
pharmaceutical compositions of the invention in a method of inhibiting or reducing
angiogenesis or for treating or preventing a disease or symptom associated with an
angiogenic disorder. The invention provides methods of inhibiting or reducing
angiogenesis or treating or preventing a disease or symptom associated with an
angiogenic disorder comprising administering to a patient a therapeutically effective
dose of compounds and compositions of the invention. Also provided are methods of
delivering or administering compounds and compositions of the invention and methods
of treatment using compounds and compositions of the invention. Also provided are
methods of treating cancer comprising administering to the subject a therapeutically
effective amount of a compound or pharmaceutical composition according to the
invention. As used herein, an angiogenesis-mediated condition is a condition that is
caused by abnormal angiogenesis activity or one in which compounds that modulate
angiogenesis activity have therapeutic use. Diseases and conditions that may be
treated and/or diagnosed with compounds and compositions of the invention include
cancer, arthritis, hypertension, kidney disease, psoriasis, angiogenesis of the eye
associated with ocular disorder, infection or surgical intervention, macular degeneration,

diabetic retinopathy, and the like.
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More specifically, examples of “cancer” when used herein in connection with the
present invention include cancers of the lung (NSCLC and SCLC), the head or neck, the
ovary, the colon, the rectum, the prostate, the anal region, the stomach, the breast, the
kidney or ureter, the renal pelvis, the thyroid gland, the bladder, the brain, renal cell
carcinoma, carcinoma of, neoplasms of the central nervous system (CNS), primary CNS
lymphoma, non-Hodgkins’s lymphoma, spinal axis tumours, carcinomas of the,
oropharynx, hypopharynx, esophagus, pancreas, liver, gallbladder and bile ducts, small
intestine, urinary tract; or lymphoma or a combination of one or more of the foregoing
cancers. Still more specifically, examples of “cancer” when used herein in connection
with the present invention include cancer selected from lung cancer (NSCLC and
SCLC), breast cancer, ovarian cancer, colon cancer, rectal cancer, prostate cancer,
cancer of the anal region, or a combination of one or more of the foregoing cancers.

In other embodiments, pharmaceutical compositions of the invention relate to
non-cancerous hyperproliferative disorders such as, without limitation, age-related
macular degeneration, restenosis after angioplasty and psoriasis. In another
embodiment, the invention relates to pharmaceutical compositions for the treatment of a
mammal that requires activation of IGF1R and/or Ang2, wherein the pharmaceutical
composition comprises a therapeutically effective amount of an activating antibody of
the invention and a pharmaceutically acceptable carrier. Pharmaceutical compositions
of the invention may be used to treat osteoporosis, frailty or disorders in which the
mammal secretes too little active growth hormone or is unable to respond to growth
hormone.

As used herein, an “effective dosage” or “effective amount” of drug, compound,
or pharmaceutical composition is an amount sufficient to effect any one or more
beneficial or desired results. For prophylactic use, beneficial or desired results include
eliminating or reducing the risk, lessening the severity, or delaying the outset of the
disease, including biochemical, histological and/or behavioural symptoms of the
disease, its complications and intermediate pathological phenotypes presenting during
development of the disease. For therapeutic use, beneficial or desired results include
clinical results such as reducing tumour size, spread, vasculature of tumours, or one or

more symptoms of cancer or other diseases associated with increased angiogenesis,
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decreasing the dose of other medications required to treat the disease, enhancing the
effect of another medication, and/or delaying the progression of the disease of patients.
An effective dosage can be administered in one or more administrations. For purposes
of this invention, an effective dosage of drug, compound, or pharmaceutical composition
is an amount sufficient to accomplish prophylactic or therapeutic treatment either
directly or indirectly. As is understood in the clinical context, an effective dosage of a
drug, compound, or pharmaceutical composition may or may not be achieved in
conjunction with another drug, compound, or pharmaceutical composition. Thus, an
“‘effective dosage” may be considered in the context of administering one or more
therapeutic agents, and a single agent may be considered to be given in an effective
amount if, in conjunction with one or more other agents, a desirable result may be or is
achieved.

An “individual” or a "subject" is a mammal, more preferably, a human. Mammals
also include, but are not limited to, farm animals, sport animals, pets, primates, and
horses.

Advantageously, therapeutic administration of compounds of the invention results
in decrease in angiogenesis and/or in the case of cancers, stabilized or reduced tumour
volume. Preferably, tumour volume is at least about 10% or about 15% lower than
before administration of a MAC of the invention. More preferably, tumour volume is at
least about 20% lower than before administration of the MAC. Yet more preferably,
tumour volume is at least 30% lower than before administration of the MAC.
Advantageously, tumour volume is at least 40% lower than before administration of the
MAC. More advantageously, tumour volume is at least 50% lower than before
administration of the MAC. Very preferably, tumour volume is at least 60% lower than
before administration of the MAC. Most preferably, tumour volume is at least 70% lower
than before administration of the MAC.

Administration of compounds of the invention in accordance with the method in
the present invention can be continuous or intermittent, depending, for example, upon
the recipient’s physiological condition, whether the purpose of the administration is

therapeutic or prophylactic, and other factors known to skilled practitioners. The
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administration of a compound of the invention may be essentially continuous over a
preselected period of time or may be in a series of spaced doses.
Antibodies

An "immunoglobulin" is a tetrameric molecule. In a naturally occurring
immunoglobulin, each tetramer is composed of 2 identical pairs of polypeptide chains,
each pair having one "light" (about 25 kDa) and one "heavy" chain (about 50-70 kDa).
The amino-terminal portion of each chain includes a variable region of about 100 to 110
or more amino acids primarily responsible for antigen recognition. The carboxy-terminal
portion of each chain defines a constant region primarily responsible for effector
function. Human light chains are classified as k and A light chains. Heavy chains are
classified as q, 9, €, y, and y, and define the antibody's isotype as IgA, IgD, IgE, 1gG,
IgM, respectively. Within light and heavy chains, the variable and constant regions are
joined by a"J"region of about 12 or more amino acids, with the heavy chain also
including a "D" region of about 10 more amino acids. The variable regions of each
light/heavy chain pair form the antibody binding site such that an intact immunoglobulin
has 2 binding sites.

Immunoglobulin chains exhibit the same general structure of relatively conserved
framework regions (FR) joined by 3 hypervariable regions, also called complementarity
determining regions or CDRs. The CDRs from the 2 chains of each pair are aligned by
the framework regions, enabling binding to a specific epitope. From N-terminus to C-
terminus, both light and heavy chains comprise the domains FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3 and FR4. The assignment of amino acids to each domain is in accordance
with the definitions of Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest (National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)).

The identity of the amino acid residues in a particular antibody that make up a
CDR can be determined using methods well known in the art. For example, antibody
CDRs may be identified as the hypervariable regions originally defined by Kabat et al
(Kabat et al., 1992, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public
Health Service, NIH, Washington D.C.). The positions of the CDRs may also be
identified as the structural loop structures originally described by Chothia and others
(Chothia et al., 1989, Nature 342:877-883). Other approaches to CDR identification
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include the “AbM definition,” which is a compromise between Kabat and Chothia and is
derived using Oxford Molecular's AbM antibody modeling software (now Accelrys®), or
the “contact definition” of CDRs based on observed antigen contacts, set forth in
MacCallum et al., 1996, J. Mol. Biol., 262:732-745. In another approach, referred to
herein as the “conformational definition” of CDRs, the positions of the CDRs may be
identified as the residues that make enthalpic contributions to antigen binding (Makabe
et al., 2008, Journal of Biological Chemistry, 283:1156-1166). Still other CDR boundary
definitions may not strictly follow one of the above approaches, but will nonetheless
overlap with at least a portion of the Kabat CDRs, although they may be shortened or
lengthened in light of prediction or experimental findings that particular residues or
groups of residues or even entire CDRs do not significantly impact antigen binding. As
used herein, a CDR may refer to CDRs defined by any approach known in the art,
including combinations of approaches. The methods used herein may utilize CDRs
defined according to any of these approaches. For any given embodiment containing
more than one CDR, the CDRs (or other residue of the antibody) may be defined in
accordance with any of Kabat, Chothia, extended, AbM, contact, and/or conformational
definitions.

As used herein, certain residues have been accorded their Kabat numbering;
thus, K'®-CLk refers to residue 188 of the kappa light chain according to Kabat
numbering, counting from the beginning of the kappa light chain. It is appreciated that
the numbering of the residue may alter depending on the specific numbering convention
applied.

An "antibody" refers to an intact immunoglobulin or to an antigen binding portion
thereof that competes with the intact antibody for specific binding. Antigen-binding
portions may be produced by recombinant DNA techniques or by enzymatic or chemical
cleavage of intact antibodies. Antigen-binding portions include, inter alia, Fab, Fab',
F(ab")2, Fv, dAb, and complementarity determining region (CDR) fragments, single-
chain antibodies (scFv), chimeric antibodies, diabodies and polypeptides that contain at
least a portion of an immunoglobulin that is sufficient to confer specific antigen binding
to the polypeptide. A Fab fragment is a monovalent fragment consisting of the VL, VH,

CL and CH | domains; a F(ab')2 fragment is a bivalent fragment comprising two Fab
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fragments linked by a disulfide bridge at the hinge region; a Fd fragment consists of the
VH and CH1 domains; an Fv fragment consists of the VL and VH domains of a single
arm of an antibody; and a dAb fragment consists of a VH domain or a VL domain (e.g.,
human, camelid, or shark).

In general, references to antibodies are to be construed as also referring to
antigen binding portions thereof, and in particular, antigen binding portions thereof that
comprise at least K'® of CLk.

A single-chain antibody (scFv) is an antibody in which a VL and VH regions are
paired to form a monovalent molecules via a synthetic linker that enables them to be
made as a single protein chain. Diabodies are bivalent, bispecific antibodies in which
VH and VL domains are expressed on a single polypeptide chain, but using a linker that
is too short to allow for pairing between the 2 domains on the same chain, thereby
forcing the domains to pair with complementary domains of another chain and creating
2 antigen binding sites. One or more CDRs may be incorporated into a molecule either
covalently or noncovalently to make it an immunoadhesin. An immunoadhesin may
incorporate the CDR (s) as part of a larger polypeptide chain, may covalently link the
CDR (s) to another polypeptide chain, or may incorporate the CDR(s) noncovalently.
The CDRs permit the immunoadhesin to specifically bind to a particular antigen of
interest.

An antibody may have one or more binding sites. If there is more than one
binding site, the binding sites may be identical to one another or may be different. For
instance, a naturally-occurring immunoglobulin has 2 identical binding sites, a single-
chain antibody or Fab fragment has one binding site, while a"bispecific"or
"bifunctional"antibody has 2 different binding sites.

An "isolated antibody" is an antibody that (1) is not associated with naturally-
associated components, including other naturally-associated antibodies, that
accompany it in its native state, (2) is free of other proteins from the same species, (3)
is expressed by a cell that does not naturally express the antibody, or is expressed by a
cell from a different species, or (4) does not occur in nature.

The term "human antibody" includes all antibodies that have one or more variable

and constant regions derived from human immunoglobulin sequences. In some
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embodiments of the present invention, all of the variable and constant domains of the
anti-IGF1R antibody are derived from human immunoglobulin sequences (a fully human
antibody). A humanized antibody is an antibody that is derived from a non-human
species, in which certain amino acids in the framework and constant domains of the
heavy and light chains have been mutated so as to avoid or abrogate an immune
response in humans. Alternatively, a humanized antibody may be produced by fusing
the constant domains from a human antibody to the variable domains of a non-human
species.

The term "chimeric antibody" refers to an antibody that contains one or more regions
from one antibody and one or more regions from one or more other antibodies.

The term "epitope" includes any protein determinant capable of specific binding
to an immunoglobulin or T-cell receptor. Epitopic determinants usually consist of
chemically active surface groupings of molecules such as amino acids or sugar side
chains and usually have specific 3 dimensional structural characteristics, as well as
specific charge characteristics. An antibody is said to specifically bind an antigen when
the dissociation constant is <1uM, preferably <100nM and more preferably: <10nM.

The term multifunctional antibody conjugate, or MAC, refers to an antibody as
defined herein, or antigen binding portion thereof, covalently conjugated to at least one
Effector Moiety that binds to a target. The Effector Moiety may be a peptide, small
molecule, protein, nucleic acid molecule, toxin, aptamer, or antigen binding antibody or
fragment thereof. References to conjugation of peptides and the like referred to
throughout the specification generally applies to conjugation to proteins and (antigen
binding) antibodies or fragments thereof. The attachment between Effector Moiety and
antibody (or fragment thereof) may be a covalent linkage. In some embodiments where
the Effector Moiety is a protein or peptide, the Effector Moiety may be fused to the N- or
C- terminus of one of the antibody chains. By fused, it is understood that the Effector
Moiety and antibody are fused by means of a peptide bond between their respective
peptide backbones. In some aspects, the Effector Moiety is covalently conjugated to the
antibody via a linker and is not fused through peptide bonds connecting the 2 the

peptide backbones.
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In some embodiments, MACs of the invention comprise humanized anti-IGF1R
antibodies. MACs of the invention may comprise fully human anti-IGF1R antibodies by
introducing human immunoglobulin genes into a rodent so that the rodent produces fully
human antibodies. Also provided are fully human anti-IGF1R antibodies. Fully human
anti-IGF1R antibodies are expected to minimize the immunogenic and allergic
responses intrinsic to mouse or mouse-derivatized monoclonal antibodies (Mabs) and
thus to increase the efficacy and safety of the administered antibodies. The use of fully
human antibodies can be expected to provide a substantial advantage in the treatment
of chronic and recurring human diseases, such as inflammation and cancer, which may
require repeated antibody administrations. In another embodiment, the invention
provides a MAC comprising an anti-IGF1R antibody that does not bind complement.

Methods of producing anti-IGF1R antibodies for use in the invention are
described in WO02053596 and W0O2005016967, both of which are incorporated herein
by reference.

In some embodiments, there are no greater than 10 amino acid changes in either
the VH or VL regions of the mutated anti-IGF1R antibody compared to the anti-IGF1R
antibody prior to mutation. In some embodiments, there are no more than 5 amino acid
changes in either the VH or VL regions of the mutated anti-IGF1R antibody. There may
be no more than 3 amino acid changes. In other embodiments, there are no more than
15 amino acid changes in the constant domains. There may be no more than 10 amino
acid changes in the constant domains. There may be no more than 5 amino acid
changes in the constant domains.

In addition, fusion antibodies can be created in which 2 (or more) single-chain
antibodies are linked to one another. This is useful if one wants to create a divalent or
polyvalent antibody on a single polypeptide chain, or if one wants to create a bispecific
antibody.

One type of derivatized antibody is produced by crosslinking 2 or more
antibodies (of the same type or of different types; e. g. to create bispecific antibodies).
Suitable crosslinkers include those that are heterobifunctional, having 2 distinctly
reactive groups separated by an appropriate spacer (e. g., m-maleimidobenzoyl-N-

hydroxysuccinimide ester) or homobifunctional (e. g., disuccinimidyl suberate).
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Another type of derivatized antibody is a labelled antibody. Useful detection
agents with which an antibody or antibody portion of the invention may be derivatized
include fluorescent compounds, including fluorescein, fluorescein isothiocyanate,
rhodamine, 5-dimethylamine-1-napthalenesulfonyl chloride, phycoerythrin, lanthanide
phosphors and the like. An antibody may also be labelled with enzymes that are useful
for detection, such as horseradish peroxidase, galactosidase, luciferase, alkaline
phosphatase, glucose oxidase and the like. When an antibody is labelled with a
detectable enzyme, it is detected by adding additional reagents that the enzyme uses to
produce a reaction product that can be discerned. For example, when the agent
horseradish peroxidase is present, the addition of hydrogen peroxide and
diaminobenzidine leads to a colored reaction product, which is detectable. An antibody
may also be labelled with biotin, and detected through indirect measurement of avidin or
streptavidin binding. An antibody may be labelled with a magnetic agent, such as
gadolinium. An antibody may also be labelled with a predetermined polypeptide epitope
recognized by a secondary reporter (e. g., leucine zipper pair sequences, binding sites
for secondary antibodies, metal binding domains, epitope tags). In some embodiments,
labels are attached by spacer arms of various lengths to reduce potential steric
hindrance.

The antibody may also be derivatized with a chemical group such as
polyethylene glycol (PEG), a methyl or ethyl group, or a carbohydrate group. These
groups may be useful to improve the biological characteristics of the antibody, e.g. to
increase serum half-life or to increase tissue binding.

Catalytic Antibodies

In some aspects of the invention, the MAC comprises a catalytic antibody, or
antigen binding portion thereof. In some aspects, the antibody may be an aldolase
antibody.

The contents of US2006205670 are incorporated herein by reference- in
particular paragraphs [0153]-[0233], describing antibodies, useful fragments and
variants and modifications thereof, combining sites and CDRs, antibody preparation,

expression, humanization, amino acid modification, glycosylation, ADCC, CDC,
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increasing serum half life of antibodies, expression vectors, mammalian host systems,
and folding, amongst other elements of antibody technology.

“Combining site”, as used herein, (also known as the antibody binding site) refers
to the region of the immunoglobulin or Ig domains that combine (or can combine) with
the determinant of an appropriate antigen (or a structurally similar protein). The term
generally includes the CDRs and the adjacent framework residues that are involved in
antigen binding.

“Aldolase antibodies” as used herein, refers to antibodies containing combining
site portions that, when unencumbered (for example by conjugation), catalyze an aldol
addition reaction between an aliphatic ketone donor and an aldehyde acceptor.
Aldolase antibodies are capable of being generated by immunization of an immune-
responsive animal with an immunogen that includes a 1,3 diketone hapten of the

formula:
0 o}

T O
coupled to a carrier protein, and further characterized by having a lysine with a reactive
g-amino group in the combining site of the antibody. Aldolase antibodies are further
characterized by their catalytic activity being subject to inhibition with the 1,3-diketone
hapten by formation of a complex between the 1,3-diketone hapten and the g-amino
group of the lysine of the catalytic antibody.

As discussed, in certain embodiments, certain antibodies that can be used to
make MACs, compositions and samples of the invention may comprise a reactive side
chain in the antibody combining site. A reactive side chain may be present naturally or
may be placed in an antibody by mutation. The reactive residue of the antibody
combining site may be associated with the antibody, such as when the residue is
encoded by nucleic acid present in the lymphoid cell first identified to make the
antibody. Alternatively, the amino acid residue may arise by purposely mutating the
DNA so as to encode the particular residue. The reactive residue may be a non-natural
residue arising, for example, by biosynthetic incorporation using a unique codon, tRNA,
and aminoacyl-tRNA as discussed herein. In another approach, the amino acid residue

or its reactive functional groups (e.g., a nucleophilic amino group or sulfhydryl group)
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may be attached to an amino acid residue in the antibody combining site. Thus,
covalent linkage with the antibody occurring “through an amino acid residue in a
combining site of an antibody” as used herein means that linkage can be directly to an
amino acid residue of an antibody combining site or through a chemical moiety that is
linked to a side chain of an amino acid residue of an antibody combining site. In some
embodiments, the amino acid is cysteine, and the reactive group of the side chain is a
sulfhydryl group. In other embodiments, the amino acid residue is lysine, and the
reactive group of the side chain is the e~amino group. In some embodiments, the amino
acid is K* on the heavy chain according to Kabat numbering. In some embodiments,
the amino acid is K* on HC h38C2 according to the nubering of SEQ ID NOs: 52 and
54.

Catalytic antibodies are one source of antibodies with suitable combining sites
that comprise one or more reactive amino acid side chains. Such antibodies include
aldolase antibodies, beta lactamase antibodies, esterase antibodies, and amidase
antibodies.

One embodiment comprises an aldolase antibody such as the mouse
monoclonal antibodies mAb 33F12 and mAb 38C2 (whose VL and VH comprise SEQ ID
NO:56 and 57), as well as suitably chimeric and humanized versions of such antibodies
(e.g., h38C2IgG1: SEQ ID NOs:51 and 52 and h38C2-IgG2: SEQ ID NOs:53 and 54).
Mouse mAb 38C2 (and h38C2) has a reactive lysine near to but outside HCDR3, and is
the prototype of a new class of catalytic antibodies that were generated by reactive
immunization and mechanistically mimic natural aldolase enzymes. Other aldolase
catalytic antibodies that may be used include the antibodies produced by the hybridoma
85A2, having ATCC accession number PTA-1015; hybridoma 85C7, having ATCC
accession number PTA-1014; hybridoma 92F9, having ATCC accession number PTA-
1017; hybridoma 93F3, having ATCC accession number PTA-823; hybridoma 84G3,
having ATCC accession number PTA-824; hybridoma 84G11, having ATCC accession
number PTA-1018; hybridoma 84H9, having ATCC accession number PTA-1019;
hybridoma 85H6, having ATCC accession number PTA-825; hybridoma 90G8, having

ATCC accession number PTA-1016. Through a reactive lysine, these antibodies
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catalyze aldol and retro-aldol reactions using the enamine mechanism of natural
aldolases.

Compounds of the invention may also be formed by linking a targeting agent to a
reactive cysteine, such as those found in the combining sites of thioesterase and
esterase catalytic antibodies. Reactive amino acid-containing antibodies may be
prepared by means well known in the art, including mutating an antibody combining site
residue to encode for the reactive amino acid or chemically derivatizing an amino acid
side chain in an antibody combining site with a linker that contains the reactive group.

The antibody may be a humanized antibody. Where compounds of the invention
are covalently linked to the combining site of an antibody, and such antibodies are
humanized, it is important that such antibodies be humanized with retention of high
linking affinity for the W group. Various forms of humanized murine aldolase antibodies
are contemplated. One embodiment uses the humanized aldolase catalytic antibody
h38c2 1I9G1 or h38c2 Fab with human constant domains C, and Cy11. C Human
germline Vi gene DPK-9 and human Jx gene JK4 were used as frameworks for the
humanization of the kappa light chain variable domain of m38c¢2, and human germline
gene DP-47 and human Jy gene JH4 were used as frameworks for the humanization of
the heavy chain variable domain of m38c2. FIGURE 18C illustrates a sequence
alignment between the variable light and heavy chains in m38c2, h38c2, and human
germlines. h38c2 may utilize 1gG1, 1gG2, 1gG3, or IgG4 constant domains, including any
of the allotypes thereof. Another embodiment uses a chimeric antibody comprising the
variable domains (V. and V) of h38c2 (SEQ ID NOS: 55 and 56) and the constant
domains from an 1gG1, 19G2, 1gG3, or IgG4 antibody that comprises K'®-CLk. The
antibody may be a full-length antibody, Fab, Fab’, F(ab’),, F., dsF,, scF,, Vu, Vi,
diabody, or minibody comprising V4 and V| domains from h38c2. The antibody may be
an antibody comprising the V_ and Vy domains from h38c2 and a constant domain
selected from the group consisting of 1IgG1, 1gG2, 1gG3, and IgG4. The antibody may be
h38C2 IgG1 (SEQ ID NOS: 51 and 52). The antibody may be h38C2 IgG2 (SEQ ID
NOS: 53 and 54). The antibody may be a humanized version of a murine aldolase
antibody comprising a constant region from a human IgG, IgA, IgM, IgD, or IgE

antibody. In another embodiment, the antibody is a chimeric antibody comprising the V,
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and Vy region from a murine aldolase antibody (e.g. SEQ ID NO:57 and 58) and a
constant region from a human IgG, IgA, IgM, IgD, or IgE antibody. In further
embodiments, the antibody is a fully human version of a murine aldolase antibody
comprising a polypeptide sequence from natural or native human IgG, IgA, IgM, IgD, or
IgE antibody.

Various forms of humanized aldolase antibody fragments are also contemplated.
One embodiment uses h38c2 F(ab’),. h38c2 F(ab’), may be produced by the proteolytic
digestion of h38c¢2 IgG1. Another embodiment uses an h38c¢2 scFv comprising the Vi
and Vy domains from h38c2 which are optionally connected by the intervening linker
(GlysSer)s (SEQ ID NO: 59). As an alternative to humanization, human antibodies can
be generated. For example, it is now possible to produce transgenic animals (e.g.,
mice) that are capable, upon immunization (or reactive immunization in the case of
catalytic antibodies) of producing a full repertoire of human antibodies in the absence of
endogenous immunoglobulin production.

As used herein, "pharmacokinetics" refers to the concentration of an
administered compound in the serum over time. Pharmacodynamics refers to the
concentration of an administered compound in target and nontarget tissues over time
and the effects on the target tissue (e.qg., efficacy) and the non-target tissue (e.g.,
toxicity). Improvements in, for example, pharmacokinetics or pharmacodynamics can be
designed for a particular targeting agent or biological agent, such as by using labile
linkages or by modifying the chemical nature of any linker (e.g., changing solubility,
charge, and the like). The term “Kqs” refers to the off rate constant for dissociation of an
antibody from the antibody/antigen complex. The term"Kq"refers to the dissociation
constant of a particular antibody-antigen interaction.

In some embodiments, the anti-IGF1R antibody portion of the MAC has a
selectivity for IGF1R that is at least 50 times greater than its selectivity for insulin
receptor. In some embodiments, the selectivity of the anti-IGF1R antibody portion of the
MAC is more than 100 times greater than its selectivity for insulin receptor. In some
embodiments, the anti-IGF1R antibody portion of the MAC does not exhibit any

appreciable specific binding to any other protein other than IGF1R.
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In some aspects of the invention, the MAC binds to IGF1R with high affinity. In
some embodiments, the MAC binds to IGF1R with a K4 of 1 x 10® M or less. In some
embodiments, the MAC binds to IGF1R with a Kg or 1 x 10 M or less. In some
embodiments, the MAC binds to IGF1R with a Kg or 5 x 10" M or less. In some
embodiments, the MAC binds to IGF1R with a Kg or 1 x 10™ M or less.

In some aspects of the invention, the MAC has a low dissociation rate from
IGF1R. In one embodiment, the MAC has a K of | x10* s™" or lower. In some
embodiments, the Ky is 5 x 10° s™ or lower.

In some aspects, the invention provides for pharmaceutically acceptable salts,
stereocisomers, tautomers, solvates, and prodrugs of compounds, samples,
compositions and pharmaceutical compositions of the invention.

Catalytic Antibody Linkers

Certain linkers suitable for connecting targeting agents to the combining site of
catalytic antibodies (Catalytic Antibody Linkers: CA-linkers) are disclosed in
US2009098130, the contents of which are incorporated herein by reference. The term
“targeting agents” is used herein to distinguish from the term “Effector Moiety” but it is
apparent that the types of molecules attached at the end of a CA-linker or MAC-linker
may be interchangable. In particular, aspects of US2009098130 pertaining to the
general formulae describing (CA-)linkers, specific (CA-)linker structure, synthesis of
(CA-)linkers and combinations of different elements of P, Q and W, and (therein
classified as X, Y and Z groups respectively) as specifically and generally described
therein are herein included.

The CA-linker may be CA-linear or branched, and optionally includes one or
more carbocyclic or heterocyclic groups. CA-linker length may be viewed in terms of the
number of linear atoms, with cyclic moieties such as aromatic rings and the like to be
counted by taking the shortest route around the ring. In some embodiments, the CA-

linker has a linear stretch of between 5-15 atoms, in other embodiments 15-30 atoms, in

still other embodiments 30-50 atoms, in still other embodiments 50-100 atoms, and in
still other embodiments 100-200 atoms. Other CA-linker considerations include the
effect on physical or pharmacokinetic properties of the resulting compound, such as

solubility, lipophilicity, hydrophilicity, hydrophobicity, stability (more or less stable as well
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as planned degradation), rigidity, flexibility, immunogenicity, and modulation of antibody
binding, the ability to be incorporated into a micelle or liposome, and the like.

In some aspects the CA-linker may be covalently linked to the side chain of the
TA-linking residue. The linker may comprise the formula: P-Q-W; wherein P is a
biologically compatible connecting chain including any atom selected from the group
consistingof C, H, N, O, P, S, F, Cl, Br, and |, and may comprise a polymer or block co-
polymer, and is covalently linked to the linking residue (through side chain, amino
terminus, or carboxyl terminus as appropriate) where the linker is linear, Q is an
optionally present recognition group comprising at least a ring structure; and W is an
attachment moiety comprising a covalent link to an amino acid side chain in a
combining site of an antibody.

When present, Q may have the optionally substituted structure:

f
g

aéb a/ \C
Ke/ ‘ or \\—é/

wherein a, b, ¢, d, and e are independently carbon or nitrogen; f is carbon, nitrogen,

oxygen, or sulfur; Q is attached to P and W independently at any 2 ring positions of
sufficient valence; and no more than 4 of a, b, ¢, d, e, or f are simultaneously nitrogen
and preferably a, b, ¢, d, and e in the ring structure are each carbon. In some aspects,
Q may be phenyl. Although not wishing to be bound by any theory, it is believed that the
Q group can assist in positioning the reactive group into a suitable antibody combining
site so that the W group can react with a reactive amino acid side chain.

The CA-linker may be designed such that it contains a reactive group capable of
covalently or non-covalently forming a bond with a macromolecule, such as an antibody,
protein, or fragment thereof. The reactive group is chosen for use with a reactive
residue in a particular combining site. For example, a chemical moiety for modification
by an aldolase antibody may be a ketone, diketone, beta lactam, active ester
haloketone, lactone, anhydride, maleimide, alpha-haloacetamide, cyclohexyl diketone,
epoxide, aldehyde, amidine, guanidine, imine, enamine, phosphate, phosphonate,
epoxide, aziridine, thioepoxide, masked or protected diketone (ketal for example),

lactam, haloketone, aldehyde, and the like.
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In some embodiments, W, prior to conjugation with the side-chain of a residue in
the combining site of an antibody, includes one or more C=0 groups arranged to form
an azetidinone, diketone, an acyl beta-lactam, an active ester, a haloketone, a
cyclohexyl diketone group, an aldehyde, a maleimide, an activated alkene, an activated
alkyne or, in general, a molecule comprising a leaving group susceptible to nucleophilic
or electrophilic displacement. Other groups may include a lactone, an anhydride, an
alpha-haloacetamide, an imine, a hydrazide, or an epoxide. Exemplary linker
electrophilic reactive groups that can covalently bond to a reactive nucleophilic group
(e.g., a lysine or cysteine side chain) in a combining site of antibody include acyl beta-
lactam, simple diketone, succinimide active ester, maleimide, haloacetamide with linker,
haloketone, cyclohexyl diketone, aldehyde, amidine, guanidine, imine, enamine,
phosphate, phosphonate, epoxide, aziridine, thioepoxide, a masked or protected
diketone (a ketal for example), lactam, sulfonate, and the like, masked C=0 groups
such as imines, ketals, acetals, and any other known electrophilic group. In certain
embodiments, the reactive group includes one or more C=0 groups arranged to form an
acyl beta-lactam, simple diketone, succinimide active ester, maleimide, haloacetamide
with linker, haloketone, cyclohexyl diketone, or aldehyde. W may be a substituted alkyl,
substituted cycloalkyl, substituted aryl, substituted arylalkyl, substituted heterocyclyl, or
substituted heterocyclylalkyl, wherein at least one substituent is a 1,3-diketone moiety,
an acyl beta-lactam, an active ester, an alpha-haloketone, an aldehyde, a maleimide, a
lactone, an anhydride, an alpha-haloacetamide, an amine, a hydrazide, or an epoxide.
In some aspects, the W group is covalently linked to a macromolecule scaffold that can
provide increased half-life to the peptides of the invention. In some aspects, the W
group if present is covalently linked to the combining site of an antibody.

In some aspects, prior to conjugation (for example, with the combining site of an
antibody), W has the structure:

AL O

wherein q=0-5. g may be 1 or 2. g may be 1. In other aspects, g may be 2.
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In some aspects, following conjugation with the antibody combining site, W has the

structure:

Antibod i 9
/
q or q

wherein q=0-5 and Antibody-N- is a covalent bond to a side chain in a combining site of
an antibody. g may be 1 or 2. g may be 1. In other aspects, g may be 2.

P may be a group comprising three components; Pp-Ps-Py, wherein Pp is a
group specifically adapted to be combinable with the targeting agent, Ps is a spacer
region of the P group, and Py is a group adapted to bind to the W group. In some
aspects, Py is selected from an amide bond, an enamine bond, or a guanidinium bond.
Py may be selected so as to provide a hydrogen molecule adjacent (within two atoms)
to the Q group. While not wishing to be bound by theory, it is believed that the H atom
can assist the Q group recognition of a hydrophobic pocket through H-bond interaction,
particularly in respect of the hydrophobic pocket of the binding cleft of a catalytic
antibody, such as h38C2. Thus the amide bond, for example, may be orientated such
that the NH group is directly bonded to the Q group, providing the H of the NH group for
hydrogen bonding. Alternatively, the C=0 group of an amide may be bonded to the Q
group, with the H of the NH group about 2 atoms adjacent to the Q group, but still
available for H-bonding. In some embodiments, Py is absent. In some embodiments the

Py group has the formula:
Y
T

In some aspects, Ps is selected such that Ps does not provide any overly
reactive groups. Ps may be selected so as to provide an overall length of the P groups
of between 2-15 atoms. Ps may be selected so that the overall length of the P group is
between 2 and 10 atoms. Xs may be selected so that the overall length of P group is 4-
8 atoms. Ps may be selected so that the overall length of P group is 5 atoms. Ps may
be selected so that the overall length of P group is 6 atoms. In some aspects, Ps may

comprise one of the following formulae:
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ot %TOFO\; o oA ey

where n=1, 2, 3,4,5, 6,7, 8,9, or 10, and m is present or absent; n may be 1, 2, 3, 4,
5, 0or6; nmay be 1, 2, 3, or 4; n may be 1; n may be 2; n may be 3; n may be 4.
In some aspects, Ps comprises one of the following formulae:

0]
r"rr\/\o/\/o\/\NJJ\/\(‘;‘ r"’:\/\o/\/o\/\r‘;f o)

b

o
.1"1./\0/\”/0\5‘ ""L,_/\o/\‘f o~ OO NJ\/\‘JJ:
o}

b b

Pp ideally is selected so as to enable a specific directional covalent linking
strategy to the linking residue of a targeting molecule (TA-linking residue), such as a
peptide, protein, small molecule, nucleic acid or aptamer. For example, where the TA-
linking residue comprises a nucleophilic group, Pp may be an electrophilic group and
vice versa. For example, if the TA-linking residue side chain comprises an amine group,
such as K, H, Y, orthinine, Dap, or Dab, Xp may be COOH, or other similarly reactive
electrophile. If the TA-linking residue is D or E, Pp may comprise a nucleophilic group,
such as an amine group. Either of these strategies permits a covalent bond to be
formed between the Pp group and the TA-linking residue by amide bond formation
strategies. Where the TA-linking group is an amine group, Pp may comprise the

formula:

r’r'YOH
0
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P may be an optionally present biologically compatible polymer or block copolymer. P

may be of the structure:

0 0 o 0 ®ooR
o) N N
MY N ANNA T BN
v w R°  or W R P or ro 9 s or

HOH

b
Mo eyt T
! \cra/ s or po " ° s or \H/s

whereinpis1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 32, 43, 44, or
45; w, r, and s are each independently 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 or 20; and R at each occurrence is independently hydrogen, substituted
or unsubstituted C1.10 alkyl, substituted or unsubstituted Cs.7 cycloalkyl-Co alkyl, or
substituted or unsubstituted aryl-Co.¢ alkyl.

Where the TA-linking residue is C, homologs of C, or other thiol-group containing
residues, Pp may comprise a maleimide group (or similar) permitting a thiol- maleimide
addition reaction strategy to covalently link the Pp group to the TA-linking residue. In
some aspects, Pp may also comprise a thiol group, allowing a disulphide bridge to be
formed between the TA-linking residue and Pp group. In some aspects, Pp may be be

maleimide:
o ¥
2

X 0

wherein the arrow indicates the point of attachment to the targeting molecule and the
parallel line represents to attachment to the Q group of the linker. Where the point of
attachment to the targeting molecule comprises a cysteine residue, or other thiol

bearing side chain, the mechanism of conjugation may be as follows:



WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
63

S--TA
O / O,
E/D | e— 571/ N
O 0

In some aspects, the Pp group comprises a substituted maleimide:

oo ¥

N\ | e——
kg O\

Major product Minor product

In some aspects, P is

N

wherein v and w are selected such that the backbone length of X is 6-12 atoms;

In some aspects, the TA-linker is of the formula:

whereinn=1,0r2,0r 3,0r4,5,6,7,8,9,0or10; n may be 1, 2, 3, 4, 5, or 6; n may be 1;
n may be 2; n may be 3; n may be 4. M may be absent. M may be present.

In some aspects, TA-linker is of the formula:

whereinn=1,0r2,0r 3,0r4,5,6,7,8,9,0or10; n may be 1, 2, 3, 4, 5, or 6; n may be 1;
n may be 2; n may be 3; n may be 4. M may be absent. M may be present.

In some aspects, the P portion of CA-linkers may be used as the Y, X-Y, Y-Z and
X-Y-Z, portion of linkers for a MAC of the invention.
Peptides and Proteins

Acyl lysine, or



10

15

20

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092

64
Kac (also AcK) refers to: K(SH) refers to:
6] o]
HaN-oH HaNon
HN._O HN\“/\,SH
T g
Diaminobutyric acid (Dab) Diaminopropionic acid (Dap)
o]
H,N o]
ﬁOH H2N1)L0H
NH; NH,
Homocysteine Homoserine Ornithine
o] Q R
HN o HZN\<‘\OH HZN\C[OH
SH OH NH;

Generally, nomenclatures used in connection with, and techniques of, cell and
tissue culture, molecular biology, immunology, microbiology, genetics and protein and
nucleic acid chemistry and hybridization described herein are those well known and
commonly used in the art. The methods and techniques of the present invention are
generally performed according to conventional methods well known in the art and as
described in various general and more specific references that are cited and discussed
throughout the present specification unless otherwise indicated. As used herein, the 20
conventional amino acids and their abbreviations follow conventional usage.

"Polypeptide,” "peptide," and "protein" are used interchangeably to refer to a polymer of
amino acid residues. As used herein, these terms apply to amino acid polymers in
which one or more amino acid residues is an artificial chemical analog of a
corresponding naturally occurring amino acid. These terms also apply to naturally
occurring amino acid polymers. Amino acids can be in the L or D form as long as the
binding and other desired characteristics of the peptide are maintained. A polypeptide
may be monomeric or polymeric.

Unless indicated otherwise by a “D” prefix, e.g., D-Ala or N-Me-D-lle, or written in

lower case format, e.g., a, i, I, (D versions of Ala, lle, Leu), the stereochemistry of the
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alpha-carbon of the amino acids and aminoacyl residues in peptides described in this
specification and the appended claims is the natural or “L” configuration.

All peptide sequences are written according to the generally accepted convention
whereby the a-N-terminal amino acid residue is on the left and the a-C-terminal amino
acid residue is on the right. As used herein, the term “N-terminus” refers to the free a-
amino group of an amino acid in a peptide, and the term “C-terminus” refers to the free
a-carboxylic acid terminus of an amino acid in a peptide. A peptide which is N-
terminated with a group refers to a peptide bearing a group on the alpha-amino nitrogen
of the N-terminal amino acid residue. An amino acid which is N-terminated with a group
refers to an amino acid bearing a group on the a-amino nitrogen.

As used herein, “halo,” "halogen" or "halide" refers to F, Cl, Br or I.

As used herein, "biological activity" refers to the in vivo activities of a compound,
composition, or other mixture, or physiological responses that result upon in vivo
administration of a compound, composition or other mixture. Biological activity thus
encompasses therapeutic effects, diagnostic effects and pharmaceutical activity of such
compounds, compositions, and mixtures. The term "biologically active" or "functional”
refers to a polypeptide that exhibits at least one activity that is characteristic of or similar
to an AA targeting agent.

The term “biologically compatible” as used herein means something that is
biologically inert or non reactive with intracellular and extra cellular biological molecules,
and non toxic.

The phrase “substituted alkyl” refers to an alkyl group in which one or more
bonds to a carbon(s) or hydrogen(s) are replaced by a bond to non-hydrogen and non-
carbon atoms such as, but not limited to, a halogen atom in halides such as F, Cl, Br,
and |; an oxygen atom in groups such as hydroxyl groups, alkoxy groups, aryloxy
groups, and ester groups; a sulfur atom in groups such as thiol groups, alkyl and aryl
sulfide groups, sulfone groups, sulfonyl groups, and sulfoxide groups; a nitrogen atom in
groups such as amines, amides, alkylamines, dialkylamines, arylamines,
alkylarylamines, diarylamines, N-oxides, imides, and enamines; a silicon atom in groups
such as in trialkylsilyl groups, dialkylarylsilyl groups, alkyldiarylsilyl groups, and
triarylsilyl groups; and other heteroatoms in various other groups. Substituted alkyl
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groups also include groups in which one or more bonds to a carbon(s) or hydrogen(s)
atom is replaced by a bond to a heteroatom such as oxygen in carbonyl, carboxyl, and
ester groups; nitrogen in groups such as imines, oximes, hydrazones, and nitriles.
Substituted alkyl groups include, among others, alkyl groups in which one or more
bonds to a carbon or hydrogen atom is/are replaced by one or more bonds to fluorine
atoms. One example of a substituted alkyl group is the trifluoromethyl group and other
alkyl groups that contain the trifluoromethyl group. Other alkyl groups include those in
which one or more bonds to a carbon or hydrogen atom is replaced by a bond to an
oxygen atom such that the substituted alkyl group contains a hydroxyl, alkoxy, aryloxy
group, or heterocyclyloxy group. Still other alkyl groups include alkyl groups that have
an amine, alkylamine, dialkylamine, arylamine, (alkyl)(aryl)amine, diarylamine,
heterocyclylamine, (alkyl)(heterocyclyl)amine, (aryl)(heterocyclyl)amine, or
diheterocyclylamine group.

The phrase “unsubstituted alkyl” refers to a divalent unsubstituted alkyl group as
defined above. Thus methylene, ethylene, and propylene are each examples of
unsubstituted alkylenes. The phrase “substituted alkyl” refers to a divalent substituted
alkyl group as defined above. Substituted or unsubstituted lower alkylene groups have
from 1 to about 6 carbons.

The phrase “unsubstituted cycloalkyl” refers to cyclic alkyl groups such as
cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl, cyclohexyl, cycloheptyl, and cyclooctyl and such
rings substituted with straight and branched chain alkyl groups as defined above. The
phrase also includes polycyclic alkyl groups such as, but not limited to, adamantyl
norbornyl, and bicyclo[2.2.2]octyl and the like, as well as such rings substituted with
straight and branched chain alkyl groups as defined above. Thus, the phrase would
include methylcylcohexyl groups among others. The phrase does not include cyclic alkyl
groups containing heteroatoms. Unsubstituted cycloalkyl groups may be bonded to one
or more carbon atom(s), oxygen atom(s), nitrogen atom(s), and/or sulfur atom(s) in the
parent compound. In some embodiments unsubstituted cycloalkyl groups have from 3 to
20 carbon atoms. In other embodiments, such unsubstituted alkyl groups have from 3 to

8 carbon atoms while in others, such groups have from 3 to 7 carbon atoms.
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The phrase “substituted cycloalkyl” has the same meaning with respect to
unsubstituted cycloalkyl groups that substituted alkyl groups have with respect to
unsubstituted alkyl groups. Thus, the phrase includes, but is not limited to,
oxocyclohexyl, chlorocyclohexyl, hydroxycyclopentyl, and chloromethylcyclohexyl
groups.

Detailed Description of Figures

Figure 1A: Alignments of amino acid sequences from the heavy chains of
antibodies 2.12.1 and 2.12.1.fx, with the consensus sequence for the variable region
shown. Figure 1B: Alignments of amino acid sequences from the light chains of
antibodies 2.12.1 and 2.12.1.fx, with the consensus sequence for the variable region
shown. CDRs are underlined, and constant regions are shown in italics. Sequences of
antibodies 2.12.1 and 2.12.1.fx as disclosed in WO2005016967 and W0O2005016967.

Figure 2: Intact molecular weight analysis of MAC by mass spectrometry
demonstrates that multiple peptides are attached to the anti-IGF1R antibody 2.12.1.x.
Figure 2A: mass spectrometry data of anti-IGF1R antibody 2.12.1.fx. Figure 2B-2D:
mass spectrometry data of MAC-2, showing replicate experiments of 3 individual lots.

Figure 3: Mass spectrometry data of 2.12.1.fx (IGF1R) and 3 lots of MAC-2
(MAC) where the disulfide bonds have been reduced. Figure 3A: Mass spectrometry
data of 2.12.1.fx (IGF1R), light chain. Figure 3B: Mass spectrometry data of 2.12.1.fx
(IGF1R), heavy chain. Figure 3C: mass spectrometry data of light chain of MAC-2, lot-1.
Figure 3D: mass spectrometry data of heavy chain of MAC-2, lot-1. Figure 3E: mass
spectrometry data of light chain of MAC-2, lot-2. Figure 3F: mass spectrometry data of
heavy chain of MAC-2, lot-2. Figure 3G: mass spectrometry data of light chain of MAC-
2, lot-3. Figure 3H: mass spectrometry data of heavy chain of MAC-2, lot-3.

Figure 4A: Amino acid sequence of light chain of antibody 2.12.1.fx with
chymotrypsin cleavage sites noted with bullets. Chymotryptic fragments that contain a
Lys residue (site of potential conjugation) are labeled by number from the N-terminus.
The Y15 fragment of the light chain is underlined. Figure 4B: Amino acid sequence of
heavy chain of antibody 2.12.1.fx with chymotrypsin cleavage sites noted with bullets.
Chymotryptic fragments that contain a Lys residue (site of potential conjugation) are

labeled by number from the N-terminus.
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Figure 5A: Mass spectrometry data of a conjugated lysine-containing peptide:
light chain Y15, showing mass spectrometry data for unconjugated anti-IGF1R antibody
2.12.1.x (IGF1r) and MAC-2 (MAC), as well as a representation of the Y15 fragment.
Figure 5B: Mass spectrometry data of un-conjugated light chain Y15 fragment, showing
mass spectrometry data for unconjugated anti-IGF1R antibody 2.12.1.fx (IGF1r) and
MAC-2 (MAC), as well as a representation of the Y15 fragment.

Figure 6A: The selected ion LCMS chromatogram data for the tryptic fragment of
2.12.1.fx. Figure 6B: The selected ion LCMS chromatogram data for the tryptic fragment
when Lys'®® is modified with ABP of MAC-2.

Figure 7A: The selected ion LCMS chromatogram data for the tryptic fragment of
2.12.1.fx. Figure 7B: The selected ion LCMS chromatogram data for the tryptic peptide
when Lys ' is modified with ABP of MAC-2.

Figure 8: Mass spectra of intact MAC-2.

Figure 9A: Mass spectra of reduced heavy chain for MAC-2. Figure 9B: Mass
spectra of reduced light chain for MAC-2.

Figure 10: Ang1-4 binding ELISA. Representative graph of MAC binding to Ang
family members (Ang1-4).

Figure 11: Ang2 competition ELISA. Representative graph of competition with
Ang2 binding to Tie2 receptor for MACs.

Figure 12: IGF1R competition ELISA. Representative graph of competition with
IGF1 binding to IGF1R for MACs.

Figure 13:Inhibition of IGF1 induced IGF1R autophosphorylation by MACs on
3T3-hIGF1R cells.

Figure 14A: Tumour volume of Colo205 colon adenocarcinoma xenografts after
treatment with vehicle, Ang2-h38c2, IGF1R antibody (2.12.1.fx) or MAC-2 (IP, 1x/wk).
Data are depicted as the mean and SE of n=10/group for days 0-28 (n=10 for all groups
beyond day 28). *: P < 0.05, IGF1R antibody (2.12.1.fx) 10 mg/kg vs. MAC-2 10 mg/kg;
** P <0.01, Ang2-h38C2 vs. MAC-2; Two Way Anova, Bonferroni posttest. Figure 14B:
Relative IGF1R expression levels in lysates prepared from excised and frozen tumours.

Figure 15A: Tumour volume of Colo205 colon adenocarcinoma xenografts after
weekly IP treatment with Vehicle or MAC-2 (IP, 1x/wk, 0.3 — 10 mg/kg). Data are
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depicted as the mean and SE of n=10/group. ***: P<0.001, PBS vs. MAC-2 (all doses);
Two Way Anova, Bonferroni posttest. Figure 15B: Final tumour weights at Day 28.
Figure 15C: Tumour microvessel density of Colo205 colon adenocarcinoma xenografts
after treatment with vehicle or MAC-2 (IP, once weekly). Figure 15D: Relative Ang2
expression levels in lysates prepared from excised and frozen tumours. Figure 15E:
Relative IGF1R expression levels in lysates prepared from excised and frozen tumours.

Figure 16A: Tumour volume of Colo205 colon adenocarcinoma xenografts after
once weekly IP treatment with vehicle, Ang2-h38c2 (10 mg/kg), IGF1R antibody
(2.12.1.fx) (10 mg/kg) or MAC-2 (1, 3 or 10 mg/kg). Figure 16B: Tumour volume of
Colo205 colon adenocarcinoma xenografts after once weekly IP treatment with vehicle,
IGF1R antibody (2.13.2) (10 mg/kg) or MAC-2 (10 mg/kg). Figure 16C: Tumour volume
of Colo205 colon adenocarcinoma xenografts after once weekly IP treatment with
vehicle, Ang2-h38c2 (10 mg/kg), IGF1R antibodies (2.12.1.fx and 2.13.2) (10 mg/kg),
MAC-2 (1, 3 or 10 mg/kg) or Ang2-h38c2 (10 mg/kg) in combination with either 2.12.2.fx
or 2.13.2 (10 mg/kg). All data are depicted as the mean and SE of n=10/group.

Figure 17: Tumour volume of MDA-MB-435 melanoma after weekly treatment
with vehicle or MAC-2 (IP, once weekly). **: P < 0.05, PBS vs. MAC-2, 20mg/kg; ***:
P<0.01 PBS vs Ang2-h38c2, 10 mg/kg or MAC-2, 3 mg/kg: Two Way Anova, Bonferroni
posttest. Data are depicted as the mean and SE of n=10/group.

Figure 18A: Amino acid sequence alignment of the variable domains of m38c2,
h38c2, and human germlines. Framework regions (FR) and complementarity
determining regions (CDR) are defined according to Kabat et al. Asterisks mark
differences between m38c2 and h38c2 or between h38c2 and the human germlines.
Figure 18B: Amino acid sequence alignment of murine constant light chain kappa region
(mCLk), human constant light chain kappa region (hCLk),and human constant light
chain lambda region (hCLA). Differences between mCLk and hCLk; and between hCLk
and hCLA; are shown as asterisks, and conserved substations are shown as crosses.

In order that this invention may be better understood, the following examples are
set forth. These examples are for purposes of illustration only and are not to be

construed as limiting the scope of the invention in any manner.

EXAMPLES



10

15

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
70

EXAMPLE 1 Synthesis of Peptides used in the invention

N

1 NHFmoc
) |
X XX XX XXX XXX X X OMe
AR Y s
Fmoc- Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G —SN

Rink Amide Resin

Steps for SPPS using Fmoc chemistry: (i) Fmoc removal with 20%
piperidine/DMF, (ii) Amino acid coupling; HBTU:Amino acid:HOBt:NMM ratio relative to
resin amine loading is 5:5:5:20. Solvent used was NMP, (iii) Repeat steps for each
amino acid coupling. X = acid-labile side chain protecting group.

Completed assembly of fully-protected, resin-bound peptide:
(i) Fmoc removal with 20% piperidine/DMF, (ii) Acetylation: acetic
anhydride/NMM/NMP.

Completed assembly of N-acetylated, protected, resin-bound peptide.

Scheme 1. Solid phase synthesis of a peptide chain using Fmoc chemistry (exemplified

with a typical Ang2-binding peptide (ABP) SEQ ID NO:27)
EXAMPLE 2: Cleavage from resin of the peptide prepared as in EXAMPLE 1.
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: |

o
O
/U\Q—K-Y-Q-P-L—D—E—K-D-K-T—L-Y-D-Q-F—M—L-Q-Q-G —

NH;
3 /Lo /ko

1. Completed assembly of N-acetylated, protected, resin-bound peptide.
5 2. TFA/water/phenol/triisopropylsilane (90:4:4:2).
Scheme 2: Cleavage of ABP (SEQ ID NO:27) from resin
EXAMPLE 3 Synthesis of ABP-thiol-linker compounds

(e]
O
)‘\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—<NH

2
1 o 0

2 |

Trt
S
O.

0
)KQ P
K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-KT-LY-D-Q-F-ML-Q-0-6—

2

10 3 0 0

4 |

"
(¢]
/“\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-

(0]
D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—<NH

SH

2

5 0 0

1. AngZ2 binding peptide.
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2. S-Trityl-mercaptopropionic acid/HBTU/NMM (5:5:10 ratio with respect to the

Ang2 peptide).

3. Trityl-protected thiol Ang2 peptide intermediate.

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

5. Thiol bearing Ang2 modified peptide.
Scheme 3: Synthesis of ABP-1-ti (3.3) (SEQ ID NO:27 with K" substituted with linking
residue K(SH))

Analogs of an Ang-2-binding peptide (ABP) with different tether points were
synthesized (see Examples 1 and 2). Initially the free thiol ABP intermediate was
synthesized and purified, and then a maleimide-PEG,-PFP linker added, followed by a
final purification step to obtain a pure, PFP-activated ABP. The peptide chain assembly
and cleavage were carried out as outlined in Schemes 1 & 2 to generate the pure ABP.

ABP (284 mg, 0.1 mmol) was dissolved in dimethylformamide (0.5 ml) with
stirring. Separately, S-Trityl-mercaptopropionic acid (MPA, 62 mg, approx 0.125 mmol),
HBTU (48 mg, 0.125 mmol) and N-methylmorpholine (0.025 ml, 0.25 mmol) were stirred
in DMF (0.5 ml) for 5 min until dissolved. The ABP solution and activated MPA solutions
were mixed together for 2 hrs. Progress of the reaction was monitored by LCMS. After 2
hrs, the solution was slowly added to ice-cold ether (40 ml) to precipitate the ABP-S-
trityl-MPA product. The white precipitate was collected by filtration then dried. The solid
residue was then dissolved in a solution of trifluoroacetic acid in dichloromethane (1:10,
10 ml), with triisopropylsilane (TIPS) added (0.050 ml) and stirred for 1 hr. The solution
was evaporated under reduced pressure to a light-yellow oil then the crude thiol peptide
precipitated by the addition of ice-cold ether. The product was collected by
centrifugation and dried in vacuo. The residue was dissolved in 50% aqueous
acetonitrile then lyophilized to yield the crude thiol peptide (approx 80% pure by HPLC
analysis). The crude thiol peptide was purified by semi-preparative HPLC to yield 145
mg of SEQ ID NO:27.

Synthesis of SEQ ID NO:27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP

SH

O Ny
/u\Q—K-Y—Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D—Q—F-M-L—Q—Q—G—<
PN A

0
NH,
0 0
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41  SEQID NO:27-K(SH)"
+
QO F
/ H o o} F
N\/\“/N\/\O/\/ \/\'r
o 0 ©F F
F
4.2 (MAL-2PEG-PFP linker)
R F
O_<\; :>—F
,_,o—/_<\0F F
O

s 2 N~
Y Qo
(@]
(@]
P 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
(0] (@]

4.3 (SEQ ID NO:27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP)
Scheme 4 Synthesis of SEQ ID NO:27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP
EXAMPLE 4 Generation of Ang-2-Binding-Peptide-thiol intermediates (ABP-ti)
Peptide chain assembly was conducted on a 0.1 millimole scale. The resin used
was Fmoc-Rink-PL resin (150 mg, 0.67 mmol/g substitution). Standard Fmoc chemistry
protocols were used to assemble the peptide. Fmoc removal was with 20%
piperidine/DMF for 3 x 5 min. and all resin washing steps used DMF. To incorporate the
amino acids, a single coupling step was employed for each residue, using
HBTU/HOBt/NMM activation, for a 2 hr period. The Linking Residue (K(SH)) was
incorporated as Fmoc-Lys(N*-mercaptopropionate-S-Trt)-OH. Upon chain assembly, the
N-terminal Fmoc group was removed and the peptidoresin capped by acetylation. The
final resin was washed with DCM and dried overnight in vacuo. The final resin weights
obtained were as follows: SEQ ID NO: 29-K(SH)®: 627 mg , SEQ ID NO:30-K(SH)"®:
573 mg, SEQ ID NO:31-K(SH)'®: 642 mg, and SEQ ID NO:32-K(SH)": 641 mg.
Acidolytic removal of protecting groups and cleavage of the peptide from the
resin was achieved using a cocktail of TFA/water/dithiothreitol/triisopropylsilane (ratio
90:4:4:2, 5 ml) for 2 hrs. The solution was filtered from the resin and the resin washed
with another 5 ml of neat TFA. The combined filtrates were evaporated to a syrup then
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addition of ice-cold ether precipitated a white powder. The powder was collected by
centrifugation then dissolved in 50% aqueous acetonitrile (20 ml), frozen and lyophilized
overnight.

Results:

SEQ ID NO:29-K(SH)°

SH

o (@)

)J\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NHz
(6} 6}

The amount of crude SEQ ID NO:29-K(SH)® obtained was 252 mg. Analysis of
the crude SEQ ID NO:29-K(SH)® by HPLC showed a clean major peak; 5-95%B/30 min,
C18, Rt=18.3 min. Further LCMS analysis of the crude SEQ ID NO:29-K(SH)® showed
that the major peak was desired product; [M+H]+ = 2930, +2 = 1465, +3 = 977
observed.

SEQ ID NO:30-K(SH)"®

SH

o 0]

)I\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH2
O O

The amount of crude SEQ ID NO:30-K(SH)'® obtained was 229 mg. Analysis of
the crude SEQ ID NO:30-K(SH)'"® by HPLC showed a clean major peak; 5-95%B/30
min, C18, Rt=22.0 min. Further LCMS analysis of the crude SEQ ID NO:30-K(SH)"®
showed that the major peak was desired product; [M+H]+ = 2915, +2 = 1458, +3 = 972
observed.
SEQ ID NO:31-K(SH)"®

SH

o @)

)KQ-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-K-L-Q-Q-G-N H,

O O



10

15

20

25

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
75

The amount of crude SEQ ID NO:31-K(SH)'® obtained was 252 mg. Analysis of
the crude SEQ ID NO:31-K(SH)'® by HPLC showed a clean major peak; 5-95%B/30
min, C18, Rt=21.1 min. Further LCMS analysis of the crude SEQ ID NO:31-K(SH)"®
showed that the major peak was desired product; [M+H]+ = 2912, +2 = 1456, +3 = 971
observed.

SEQ ID NO:32-K(SH)"

SH

o o)

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

0] @)

The amount of crude SEQ ID NO:32-K(SH)™ obtained was 261 mg. Analysis of
the crude SEQ ID NO:32-K(SH)" by HPLC showed a clean major peak; 5-95%B/30
min, C18, R; = 20.0 min. Further LCMS analysis of the crude SEQ ID NO:32-K(SH)"®
showed that the major peak was desired product; [M+H]" = 2930, +2 = 1465, +3 = 977
observed.

Purification:

A preparative HPLC column was pre-equilibrated with dilute agueous TFA and
acetonitrile. The crude ABP-thiol intermediates (i.e., ABP with K(SH) as linking residue)
was dissolved in DMF (3 ml), then adsorbed onto the column and eluted by applying a
gradient of acetonitrile in dilute TFA. Fractions were collected automatically by mass (M
= 1465). Elution from the column was monitored by UV, the fractions obtained were
analyzed by analytical RP-HPLC. The purest fractions (> 95% by analytical HPLC) were
combined and lyophilized to give the following quantities: 87 mg of pure SEQ ID NO:29-
K(SH)®, 50 mg of pure SEQ ID NO:30-K(SH)'®, 59 mg of pure SEQ ID NO:31-K(SH)"?,
and 39 mg of pure SEQ ID NO:32-K(SH)'®.

Linker synthesis

5 different activation strategies were considered for conjugating an ABP to anti-
IGF1R antibodies of the invention, (Examples 5-9) (exemplary structures are shown
using SEQ ID NO:27-K(SH)'"):

EXAMPLE 5 N-hydroxysuccinimide esters (NHS) (SEQ ID NO:27-K''-NHS)
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o]

AQ—K-Y—Q—P—L—D—E-K—D—K-T—L-Y—D—Q-F—M—L-Q—Q—G—NH2
0 0]
N-hydroxysuccinimide esters (NHS) (SEQ ID NO:27-K''-NHS)

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

O O
5.1 SEQ ID NO:27
o) 0O
&.0\[(\,0\/\0/\/0\/\0/\/0\/*0.%
+ o) O
(] 0

5.2 Bis-PEGs5-NHS ester

0
OYVO\/\O/\/O\/\O/\/O\/YO )5
)\Q—K-Y-Q-P—L—D—E-K-D—K-T—L—Y—D-Q—F-M-L—Q—Q—G—NH2 %5
0 0

5.3 SEQ ID NO:27-K""-5PEG-NHS
Scheme 5 Synthesis of SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-NHS
Synthesis of SEQ ID NO:27-K''-5PEG-NHS

SEQ ID NO:27 (5.1) was reacted with a Bis-NHS, PEGy-linker (5.2), such that the
NHS-activated carboxyl group remained on the final activated peptide product (5.3) and
remained available for subsequent conjugation. This was necessitated by the presence
of 4 other free carboxyl groups on the ABP. These precluded a simple in situ activation
strategy, as the position of the activated group could not have been easily controlled
and it would be likely that multiple carboxyl side chains would have been activated.

The reaction between the bis-PEGs-NHS ester and the ABP (SEQ ID NO:27)
was examined. Using a 10-fold excess of the linker in DMSO, a solution of the ABP and
N-methylmorpholine (as base) in DMSO was slowly titrated into a well-stirred solution.
Samples were taken and examined by HPLC and LCMS at various time-points. After
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about 2 hrs, there was substantial product formation (around 80% conversion from 5.1
to form 5.3) and this was easily separated from the bis-NHS linker reagent. However,
even in DMSO, the product 5.3 slowly converted over time to the free acid form (where
the NHS-ester group converted to the inactive free carboxyl). Also, when the crude
reaction mixture was fractionated to isolate the desired product 5.3, this was also
subject to hydrolysis during the purification and subsequent lyophilization steps.
Although the procedure was successful at synthesizing some product, it was thought
that the aqueous lability of the resulting NHS-ester would limit its application in
subsequent conjugation reactions. Further tests of MAL-PEG2-NHS are shown in
Example 30 (comprising Z* group Z13).

EXAMPLE 6 Maleimide (Mal) (SEQ ID NO:27-K"'-Mal)

}?
_N
o JaT

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

Maleimide activation is generally used in concert with a free thiol conjugation
partner. Although no free thiol residues are present in antibody 2.12.1.fx, there are
several chemical procedures that can be used to introduce free thiols into proteins and
thus provide linkage sites for maleimide-based conjugation.

Mal-containing peptides are in general relatively straightforward to synthesize
using simple maleimide/acid containing linkers. Several SEQ ID NO:27-MAL
compounds were synthesized, as shown below. In general, the maleimide-activated
peptides did not conjugate well to proteins or antibodies which lack either an
endogenous thiol (derived from a free cysteine side chain) or a thiol introduced by other

chemical means, e.g. via Traut’s reagent.

AQ—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2

O O
SEQ ID NO:27-K"-Mal
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PN

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
O (0]
SEQ ID NO:27-K*1-4PEG-Mal-2

EXAMPLE 7 Azetidinone (AZD) (SEQ ID NO:27-K"'-AZD)

_N
o b
o}
ANQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0
SEQ ID NO:27-AZD

0]
3\
(0] 07/\,0\/\0/\/0\/\0/\/ N \I(\,E?
o) O

PCT/IB2011/053092

AZD-activated ABP was synthesized by attaching an AZD-acid linker to the ABP in solution.

AZD activation:

o)
ANQK-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
o} 0
6.1 SEQ ID NO:27

0 o
DS T
H

6.2 AZD-acid linker
0

o NJ

O NH
J
(0] 0.

)j\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-N Hy
(0] (0]
6.3 SEQID NO:27-K"'-AzD

Scheme 6: Synthesis of SEQ ID NO:27-K"'-AZD (6.3)
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The AZD-activated ABP reacted very slowly with lysine side chain amino groups.
Conjugation was attempted at pH 7 to 9 in phosphate buffer to increase the nucleophile
tendency of the antibody surface lysines by decreasing their charge (the pKa of lysines
on the surface proteins is about 9.1 to 11.2). Issues with antibody stability and AZD
hydrolysis precluded the use of pH above 9. 15 moles of AZD-activated ABP was added
per 1 mole of antibody) over 3 days of reaction time, yielding low levels of conjugation
(an average of 2 AZD-activated ABP per antibody). At basic pH, AZD hydrolysis occurs
rapidly (50% after 24 hrs) contributing to the decreased levels of conjugation.
EXAMPLE 8 Esters of squaric acid (Squarates). (SEQ ID NO:27-Squarate)

1 R
o 0 o
)I\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2
0o 0
SEQ ID NO:27-K"" Squarate-R

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

(@) (@)
7.1 SEQID NO:27
Oj;(O
QO O
R R

7.2 R1 and R2 derived squarate, in this example, R1 and R2 were both CH,CHs.

|
0
o o) d
)I\Q—K-Y—Q—P-L—D—E-K—D—K—T—L—Y-D—Q—F-M-L—Q—Q—G-NH2
O O
Scheme 7: 7.3 SEQ ID NO:27-K"-Squarate-
Scheme 7: Squaric acid derivatives ~ SEQ ID NO:27-K"'-Squarate linker-1 -> ABP-
1-Squarate-1
Alkyl esters made from squaric acid are known to react selectively with thiols at

neutral pH, while at higher pHs (around 8.5 and above), they can also react with amines
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but more slowly. The reactivity of squarates can be significantly enhanced by
replacement of alkyl with aryl groups. The present invention provides for several
squarate derivatives of the ABP, where the nature of the ‘R’ is varied (R is selected from
the group consisting of ethyl, phenyl, 2-methoxycarbonylphenyl, 3-fluorophenyl and 3,5-
difluorophenyl), and other derivatives where the linker position has been varied. The
ethyl squarates conjugate well to free thiols but poorly to free amines on proteins and
antibodies unless the pH is above 9. The aryl squarates demonstrated better efficiency
when conjugated to free lysines on the antibodies of the invention at neutral pH.
EXAMPLE 9 Pentafluorophenyl esters (PFP) (SEQ ID NO:27-PFP)

F
o & F
o, Lo OF:F

)OJ\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2
0 0

The present invention also provides for the use of pentafluorophenyl (PFP)
esters to form relatively stable activated peptides. This method has several advantages
over other approaches in that the PFP group can be introduced in solution easily from a
stable activated peptide product, which itself can be purified using standard HPLC
methods with little PFP ester hydrolysis observed. The challenge in synthesizing an
ABP covalently connected to a linker with a reactive group capable of conjugation to an
antibody is the presence of four acidic side chains (3 aspartic acids and one glutamic
acid) in the ABP sequence. These preclude a simple activation strategy using the
peptide and an activating agent since there are no known simple methods to ensure
site-specific activation on one particular acid side chain.

To solve this problem, the present invention provides a synthetic route whereby
an activated ester group, such as PFP, can be coupled directly to a side chain lysine on
the peptide by either a chemoselective reaction (using thiol/maleimide chemistry) or by
using a bis-active ester reagent, which forms an amide with the peptide side chain but
leaves the other end as the active ester.

In some embodiments, the strategy may be a bis-acid PEG with each acid

activated as a PFP ester. In organic solutions, with some base present, the end of the
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bis-PFP linker reacted with the N-g-amino side chain of lysine in the required tether
position to form a stable amide linkage, while the other end maintained the other PFP
group. One potential problem with this strategy is the possibility of forming peptide
dimers, where a peptide would add to each of the PFP moieties present at each end of
the linker. In some aspects, the present invention overcomes this additional problem by
altering the stoichiometry and addition of the respective peptide and bis-PEG-PFP
linker. One solution provided by the invention is to have an excess of the bis-Pfp linker
in solution and slowly add the peptide in solution, such that an excess of linker over
peptide is always present. By having a ratio of between about 3.7:1 to about 4.3:1, orin
some embodiments, a ratio of about 4:1, of linker over peptide, the required PFP-
activated peptide can be synthesized with no dimer present. The synthesis scheme for
SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP is shown below in Scheme 8:

o)
NQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
o) o)
SEQ ID NO:27 (8.1)

F F

F F o o F F

+ E OJ\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)LO F
F F

Bis-dPEGs-OPfp (8.2)
F

i OY\’O\/\O/\’O\/\O/\’O\/\ICI;O:@: F

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

SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP (8.3)
Scheme 8 SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP
Synthesis of Bis-dPEG;-OPfp linker (8.2)

Bis-dPEGs-acid (1 mmol, 338 mg) was dissolved in anhydrous dichloromethane
(5 ml) then pentafluorophenol (2 mmol, 368 mg) was added, along with
dicyclohexycarbodiimide (1 mmol, 208 mg). The solution was stirred overnight at RT.

After this time, the fine white dicyclohexylurea side-product was filtered off and the
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filtrate evaporated to dryness to give a pale yellow light oil. Analysis by TLC and HPLC
indicated a pure product with correct MS = 670. The product was used in the next step
without further purification. The product is stable for several months at -20°C.
Synthesis of SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP (8.3)

SEQ ID NO:27 (8.1) (730 mg) was dissolved in anhydrous dimethylformamide (8
ml) and N-methylmorpholine (0.05 ml) added. An aliquot of neat bis-dPEGs-OPfp
reagent (8.2) (0.5 ml) was placed in a glass vial (20 ml). With vigorous stirring, the SEQ
ID NO:27/NMM solution was added in 4 x 2 ml aliquots to the bis-dPEGs-OPfp reagent
over 2 hr, then the final mixture stirred for a further 1 hr. Progress of the conversion to
SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP product was monitored by analytical HPLC. At the end of
the reaction, the solution was filtered and directly purified by semi-preparative HPLC on
a 1” C8 column. The purest fractions (> 95% by analytical HPLC) were combined and
lyophilized to give 400 mg (48% yield) of final ABP-1-5PEG-PFP peptide-linker-2
product. A similar mechanism can be used to generate SEQ ID NO:27-K(SH)"'-
Maleimide-2PEG-PFP (see Scheme 4).
Synthesis of Maleimide-2PEG-PFP linker

o o 0 o 0 oF I
@/\)LH/\/O\/\O/\)LOH - @/\)LH/\/O\/\O/\)\O@F
0 PfpOH, DCC 0
Scheme 9 Maleimide-dPEG2-acid (9.1) -> Maleimide-2PEG-PFP (9.2)

Maleimide-dPEG;-acid (328 mg, 1 mmol, Quanta Biodesign), pentafluorophenol
(0.103 ml, 1 mmol, PFP) and dicyclohexylcarbodiimide (206 mg, 1 mmol, DCC) were
dissolved in dry DCM (10 ml) and stirred for 1 hr at RT. The fine white precipitate (DCU
side-product) that formed was removed by filtration and the filtrate evaporated to
dryness in vacuo. The product was obtained as a fine white powder in high yield (490
mg, quantitative). Purity was > 95% by analytical HPLC; MS showed [M+H]" = 495.
Synthesis of PFP-activated ABP analogs

A sample (30-40 mg) of each of the purified ABP-thiol-intermediates (i.e. ABP
with K(SH) as linking residue) was dissolved in anhydrous DMF (2 ml). Mal-PEG,-PFP
(20 mg) was added along with N-methylmorpholine (5 mL). The reaction was stirred and
monitored at RT by HPLC to follow the time-course of product formation. The complete
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conversion of starting peptide to PFP-activated ABP product was observed within the
first 2 hrs. The solution was filtered and the product peak directly isolated by semi-
preparative HPLC. In each case, the product was isolated in approximately 40% vyield

after lyophilization.

O N—/_
S
N
o (@]
)I\ ©
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

A A

SEQ ID NO:27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP: 21 mg

0 n—
S
\Qﬂo
o @)
)I\ °
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH,

O O

SEQ ID NO:30-K(SH)"®-MAL-2PEG-PFP: 6 mg

0O

o —
L ! tiﬁ

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

O O
SEQ ID NO:31-K(SH)"®-MAL-2PEG-PFP: 9 mg
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R F
oﬂo F F
/- o/_/

. f N
o Nacch
)]\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—L—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—K—Q—Q—G—NI-102
(0] (6]
SEQ ID NO:32-K(SH)"*-MAL-2PEG-PFP: 12 mg
EXAMPLE 10 Antibody conjugation
The MAC-1 and MAC-2 drug products were made by conjugating 2.12.1.fx with
5 an Ang2 binding peptide. MAC-1 comprises of 2.12.1.fx with SEQ ID NO:27-K(SH)"'-
MAL-2PEG-PFP and MAC-2 comprises of 2.12.1.fx with SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP.
Number of peptide conjugations per 2.12.1.fx molecule in a sample of each MAC was
calculated (see Table 1).

Conjugation Additions (CA) (%)
0 1 2 3 4 Avg CA
MAC-2 |2 20 47 26 5 2.12
MAC-1 3 26 42 25 3 1.97
Table 1 : conjugation profile of MAC-1 and MAC-2
10  Generation of MAC-1
RF
O F
o/ oF

S 2 _/—6N_/-O
N 6]
Q Ojj ﬁo
)J\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NHz
(0] O
SEQ ID NO:27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP

R F
/—\\’GQ—F

A~~NH; e
Ab-K-Ab' ,—/O oF F

s P N
J o
0.
(@]
I 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
(0] (o]

]
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< 9 N~
J o
@]
(0]
P 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

o ¢
MAC-1

PCT/IB2011/053092

Scheme 10: Reaction of SEQ ID NO:27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP with a lysine side
chain of an antibody (Ab-K-Ab): Where the antibody is 2.12.1.fx, the MAC is MAC-1

Generation of MAC-2

F
)Ol\ OY\,O\/\Oz\,O\/\O/\,O\/\WO]@F
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, OF r F

[e] (o]
SEQ ID NO:27-K""-5PEG-PFP
Ab-K-Ab'
Hy
+
~ F
)Ol\ OY\’O\/\O,\’O\/\O/\’O\/\WO]:\)(F
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, OF X F
O O
l -PfpOH
Ab-K-Ab'
o ®) O\/\O/\,O\/\O/\,O NH
P 1 X

Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
(o} o}
MAC-2
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Scheme 11: Reaction of SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP with a lysine side chain of an
antibody (Ab-K-Ab): Where the antibody is 2.12.1.fx, the MAC is MAC-2
EXAMPLE 11 Optimizing conditions for PFP-based conjugation
A series of assays were run to establish optimal reaction conditions for directed
conjugation. At the end of each reaction conjugation, the reaction was quenched with a
succinate and glycine buffer, lowering the pH to approximately 5.5 and quenching any
free peptide or peptide/linker. MAC-2 analysis was conducted by measuring the intact
molecular weight (MW) of the MAC using electrospray time-of-flight mass spectrometry
detection following protein separation from salts and excipients through a size exclusion
chromatography column.
Temperature

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.ml" atpH 7.7 with a phosphate buffer
to a final concentration of 0.06M sodium phosphate. The peptide/linker (SEQ ID NO:27-
K'" 5SPEG-PFP) was reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™". The
peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and allowed to

react for 2 hrs at 18, 22, or 25°C. Results are presented in Table 2.

CA (%)

Temp 0 1 2 3 4 Avg CA
18C 1 16 51 23 8 2.21
22C 3 15 57 21 5 2.1
25C 2 12 53 25 7 2.24

Table 2: Reaction temperature in 0.06M phosphate at 4.3:1 peptide:antibody
Reaction pH

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.ml" atpH 6.5, 6.75, 7.0, 7.25, 7.5, 7.75,
or 8.0 with a phosphate buffer to a final concentration of 0.06M sodium phosphate. SEQ
ID NO:27-K"! 5PEG-PFP (L2) was reconstituted in a propylene glycol solution to 10
mg.mi”'. The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and

allowed to react for 2 hrs at room temperature. The results are presented in Table 3.

CA (%)

pH 0 1 2 3 4 | AvgCA
6.5 7 | 42 41 9 0 151
6.75 3 | 31 52 12 3 1.83
7.0 3 | 24 53 16 4 1.94




WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092

87
7.25 2 18 54 22 5 212
7.5 2 12 57 23 7 2.23
7.75 3 15 55 22 6 215
8.0 1 14 52 29 4 2.21

Table 3: pH in 0.06M sodium phosphate buffer at 4.3:1 peptide:antibody

2.12.1.fx antibody was adjusted to 2 mg.ml” atpH 7.0, 7.5. and 8.0 with a
HEPES buffer to a final concentration of 0.02M. SEQ ID NO:27-K'! 5PEG-PFP was
reconstituted in DMSO to 10 mg.ml™'. The peptide/linker was added to 2.12.1.fx
antibody at a molar ratio of 5:1 and allowed to react overnight at room temperature. The

results are presented in Table 4. The level of conjugation decreased above pH 8.0

ABP Additions (%)
pH 0 1 2 3 4 Avg CA
7 2 21 41 28 4 2.03
7.5 3 22 44 26 5 2.08
8 9 30 42 17 2 1.73

Table 4: pH in 0.02M HEPES Buffer at 5:1 peptide:antibody
Duration of conjugation reaction

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.ml" atpH 7.7 with a phosphate buffer
to a final concentration of 0.06M sodium phosphate. SEQ ID NO:27/5PEG-PFP was
reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™. The peptide/linker was added
to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and allowed react for 30, 60, 120, 180,
240, 300, or 2400 mins at room temperature (Table 5).

CA (%)
Time
(mins) 0 1 2 3 4 Avg CA
30 6 38 44 13 0 1.64
60 1 22 52 21 3 2.02
120 0 15 50 29 6 2.24
180 1 12 51 31 5 2.28
240 1 9 51 33 5 2.33
300 1 9 50 35 5 2.35
2400 1 10 48 35 6 2.35

Table 5: Duration of conjugation reaction in 0.06M sodium phosphate at 4.3:1
peptide: antibody
Molar ratio of peptide to protein
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2.12.1.fx antibody was adjusted 18 mg.ml™" to pH 7.5 with a HEPES buffer to a
final concentration of 0.2M HEPES. SEQ ID NO:27-K"" 5PEG-PFP was reconstituted in
a propylene glycol solution to 10 mg.ml™". The peptide/linker was added to 2.12.1.fx
antibody at a molar ratio of 1, 2, 3, 4, and 5:1 (Table 6), and allowed to react for at least
2 hrs at room temperature, but the high concentration of HEPES buffer resulted in a

decreased level of conjugation.

CA (%)

Peptide:2.12.16x | 0 | 1 3| 4| 5| 6| 7 | AvgCA
1:1 80 | 20 0| o 0.20
2:1 60 | 35 0| o 0.45
3:1 39 49|12 0] o0 0.73
4:1 27 |51 19 3] o 0.98
5:1 11 |47 ]37r| 5| o0 1.36

Table 6: Molar ratio of peptide to protein 1:1-5:1 in 0.2M HEPES

2.12.1.fx antibody was adjusted 18 mg.ml™" to pH 7.7 with a phosphate buffer to a
final concentration of 0.06M sodium phosphate. SEQ ID NO:27-K"' 5PEG-PFP was
reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™. The peptide/linker was added
to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 5, 7, 10, 12, and 15:1 (Table 7) and allowed to
react for 2 hrs at room temperature to generate a MAC with a higher level of

conjugation.
CA (%)
Peptide:2.12.1.fx | 0 1 2 3 4 5 6 7 Avg CA
7:1 1 1129 |39 |17 10| 2 0 3.06
10:1 1 1118 |33 |25 | 19| 3 0 3.49
12:1 3 1 | 11222 |26 | 8 3 3.92
15:1 1 2 | 9 [ 19]23[32]12] 3 4.22

Table 7: Molar ratio of peptide to protein 7:1-15:1 in 0.06M sodium phosphate

To further optimize the molar ratio of 2.12.1.fx antibody and SEQ ID NO:27-K""
5PEG-PFP, 2.12.1.fx antibody was adjusted 18 mg.ml™ to pH 7.7 with a phosphate
buffer to a final concentration of 0.06M sodium phosphate. The peptide/linker was
reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™. The peptide/linker was added
to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 2.5, 2.8, 3.1, 3.4, 3.7, 4.0, 4.3, or 4.6:1 (Table 8)

and allowed to react for 2 hrs at room temperature.

| | CA (%) | |
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Peptide:2.12.1.fx | 0 1 2 3 4 5 6 7 Avg CA
2.51 14 53 | 30 4 0 1.25
2.8:1 10 | 45 | 37 8 0 1.43
3.1:1 7 39 | 45 8 0 1.53
3.4:1 5 40 | 4 | 1 0 1.61
3.7:1 4 25 | S 15 5 1.92
4.0:1 2 26 | 55 | 15 2 1.89
4.31 1 24 | 55 | 16 4 1.98
4.6:1 2 19 | 56 | 19 5 2.08

Table 8: Molar ratio of peptide to protein 2.5:1-4.6:1 in 0.06M sodium phosphate

2.12.1.fx antibody was adjusted to 2 mg.ml™" at pH 7.0 with a HEPES buffer to a
final concentration of 0.02M. SEQ ID NO:27-K"" 5PEG-PFP was reconstituted in DMSO
to 10 mg.ml™'. The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 5,
6, 7, 8, 10:1 and allowed to react overnight at room temperature. The results are

presented in Table 9.

CA (%)

Peptide:21244x | 0 | 1 | 2 | 3| 4| 5 | 6| 7 | AvgCcA
5:1 2 21|49 |24 40| 0] o0 2.07
6:1 2 15|42 |32 9] 0|0 o0 2.31
7:1 1 11 | 344213 0] 0] o0 2,57
8:1 0]l 9 |32 ]4216]1]0]o0 2.68
10:1 0|l 4 |21]lar]|25]4]0]o0 3.07

Table 9: Molar ratio of peptide to protein 5:1-10:1 in 0.02M HEPES
Conjugation profile of 2.12.1.fx at various protein concentrations

The conjugation profiles of 2.12.1.fx with SEQ ID NO:27-K'"-5PEG-PFP at
various concentrations were analyzed. 2.12.1.fx was concentrated to > 50mg/mL,
diluted to the desired concentration with 20mM sodium acetate, 200m trehalose pH 5.5,
and spiked with 60mM sodium phosphate pH 7.7 SEQ ID NO:27-K""-5PEG-PFP was
resuspended with 50% propylene glycol and mixed with the antibody at a 4.3:1 molar
ratio and allowed to react overnight at room temperature. All samples were diluted to
2mg/ml and analyzed as an intact conjugated protein by size exclusion
chromatography- mass spectrometry (SEC-MS) to determine the number and
quantitation of conjugate forms of the protein. This technique measures the molecular
weight of each protein form; multiple conjugation sites are observed as distinct signals

separated by the mass difference of a peptide. Relative quantitation of multiple
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conjugation species is performed by measuring the signal magnitude. Table 10 shows
the conjugation profile of 2.12.1.fx with peptide at various concentrations of antibody. At
antibody concentrations 10 mg/mL to 50 mg/mL, the conjugation occurs at a distribution
between 0-5 addition with an average of 1.8 or greater additions. At antibody
concentrations 0.5 to 5 mg/mL, the conjugation occurs at a distribution between 0-3

additions with an average of 1.5 or less additions.

CA (%)
Antibody 0 1 2 3 4 5 Avg CA
Concentration
(mg/ml)

0.5 65 | 32 3 - - - 0.37

1 44 | 44 12 - - - 0.67

5 10 | M 40 8 - - 1.45
10 3 30 | 47 | 17 2 1 1.87
15 1 24 | 51 20 3 1 2.02
20 1 16 | 57 | 22 2 1 2.11
30 2 20 | 55 | 20 3 1 2.04
40 2 21 53 | 22 2 0 2.04
50 2 19 | 50 | 24 4 1 2.11

Table 10: Effect of antibody concentration
Reaction buffer selection

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.mI™" at pH 7.7 with a sodium carbonate,
sodium borate, or sodium phosphate buffer to a final concentration of 0.05M sodium
phosphate. SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP was reconstituted in a propylene glycol
solution to 10 mg.ml™". The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar
ratio of 1, 2, 3, 4, or 5:1 and allowed to react for 2 hrs at room temperature. The low

reaction pH resulted in the reduced level of conjugation (Table 11).

CA (%)
Buffer 0 1 2 3 4 | AvgCA
50mM sodium carbonate pH 7.4 2 24 | 48 | 26 0 1.98
50mM sodium borate pH 7.0 1 17 | 45 | 31 5 2.20
50mM sodium phosphate pH 7.0 10 48 | 38 4 0 1.36

Table 11: Buffer and pH alterations

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.ml" atpH 7.5, 7.7 and 8.0 with a
sodium borate and sodium phosphate buffer to a final concentration of 0.04M. SEQ ID
NO:27-K"'-5PEG-PFP was reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™.
The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and allowed

to react for 2 hrs at room temperature (Table 12).
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CA (%)
Buffer 0 1 2 3 4 | Avg CA
Phosphate, pH 7.5 1 21 53 21 3 2.02
Phosphate, pH 7.7 0 15 50 29 6 2.26
Phosphate, pH 8.0 1 14 52 29 4 2.21
Borate, pH 7.5 46 44 10 0 0 0.64
Borate, pH 7.7 22 51 23 4 0 1.09
Borate, pH 8.0 1 17 48 30 4 2.19

Table 12: Buffer and pH alterations

2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.mI™" at pH 7.7 with a phosphate buffer
to a final concentration of 0.04M, 0.06M, or 0.08M sodium phosphate. The
peptide/linker (SEQ ID NO:27-K'" 5PEG-PFP) was reconstituted in a propylene glycol
solution to 10 mg.ml™". The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar
ratio of 4.3:1 and allowed to react for 2 hrs at room temperature. The results are

presented in Table 13.

CA (%)
Concentration (mM) of
phosphate at pH 7.7 0 1 2 3 4 | AvgCA
40 2 23 54 16 4 1.95
60 2 28 51 15 4 1.91
80 2 29 51 13 4 1.86

Table 13: Concentration of phosphate
Effect of buffer constituents on conjugation

Propylene glycol: 2.12.1.fx antibody was adjusted to 18 mg.ml™" atpH 7.7 with a
phosphate buffer to a final concentration of 0.06M sodium phosphate. The peptide/linker
(SEQ ID NO:27-K"" 5PEG-PFP) was reconstituted in a propylene glycol solution to 20
mg.mi™' (5% propylene glycol in the conjugation reaction). The peptide/linker was added
to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and spiked with an additional 0 to 15%
propylene glycol (final propylene glycol percentage of 5, 10, 15, and 20%) and allowed

to react for 2 hrs at room temperature. The results are presented in Table 14.

CA (%
Percent (%) Propylene Glycol 0 1 2 3 4 | AvgCA
5 2 18 | 55 | 20 5 2.08
10 2 20 [ B3 | 2 5 2.09
15 2 23 | 49 | 20 5 2.01
20 4 23 | 50 | 19 4 1.96




10

15

20

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
92

Table 14: Percent of propylene glycol in 0.06M sodium phosphate

Sodium chloride: 2.12.1.fx antibody was adjusted to 2 mg.ml™ atpH 7.0 with a
HEPES buffer to a final concentration of 0.02M in the presence and absence of 0.14M
sodium chloride. SEQ ID NO:27-K"" 5PEG-PFP was reconstituted in DMSO to 10
mg.ml™". The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 5:1 and
allowed to react overnight at room temperature. The results are presented in Table 15.
The level of conjugation decreases in the presence of sodium chloride

ABP Additions (%
Concentration of sodium
chloride (mM) 0 1 2 3 4 | AvygCA
0 2 21 41 28 4 2.03
0.14 9 34 | 42 14 1 1.64

Table 15: Concentration of sodium chloride in 0.02M HEPES

HEPES: 2.12.1.fx antibody was adjusted to 2 mg.ml” at pH 7.0 with a HEPES
buffer to a final concentration of 0.2M and 0.02M. SEQ ID NO:27-K''-5PEG-PFP was
reconstituted in 50% propylene glycol to 10 mg.ml™. The peptide/linker was added to
2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 5:1 and allowed to react 2 hrs at room temperature.
The results are presented in Table 16. The level of conjugation is reduced at 0.2M
HEPES buffer.

ABP Additions (%

Concentration of HEPES (mM) 0 1 2 3 4 | AvygCA

0.02 2 35 | 47 | 16 0 1.77

0.2 21 | 49 | 26 4 0 1.13

Table 16: HEPES concentration

DMSO: 2.12.1.fx antibody was adjusted to 15 mg.ml™" at pH 7.7 with sodium
phosphate buffer to a final concentration of 0.06M and DMSO was added to a final
concentration of 30%. SEQ ID NO:27 K''-5PEG-PFP was reconstituted in a propylene
glycol solution to 10 mg.ml™. The peptide/linker was added to 2.12.1.fx antibody at a
molar ratio of 4:1 and allowed to react for 2 hrs at room temperature. The results are
presented in Table 17.

ABP Additions (%

Percent of DMSO 0 1 2 3 4 | AvygCA

0 3 28 | 49 | 14 6 1.92

30 8 28 | 32 | 22 | 10 1.98
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Table 17: DMSO in 0.06M sodium phosphate

Discussion of conjugation reaction parameters

When the molar ratio of Effector Moiety (in this example, a peptide) to antibody is
reduced below about 3.5:1, the level of conjugation is decreased, as seen in Table 8.
Alternatively, Table 9 shows that increasing the molar ratio results in an increased level
of conjugation. Increasing the number of peptides per antibody generally decreases the
binding efficiency of the antibody (in this case 2.12.1 fx ) to its antigen (in this case the
IGF1R receptor), therefore the molar ratio of peptide to antibody was optimized to
maximise both antibody-antigen, and peptide-cognate binding.

It was also found that varying the conjugation buffer can alter the conjugation
pattern. Amine-containing excipients are less preferable in general as they can react
with the PFP group. Buffers such as carbonate and borate can be used for conjugation
but were avoided as their pKa (boric acid with a pKa ~9 and carbonate with two pKa of
~6 and ~11) were far from the conjugation pH of 7.7 that was identified as optimal for
MAC-1 and MAC-2 (Table 11). The level of conjugation is not only dependent on the
chemical conditions of the reaction but also based on time. After 2 hrs, most of the PFP-
activated peptide had reacted with the antibody or the PFP Z* has hydrolyzed (Table 5).

The PFP-activated peptide/linker reacted quickly with lysine side chain amino
groups. Conjugation was performed at pH 6.5 to 8 in phosphate buffer to increase the
nucleophile tendency of the antibody surface lysines by decreasing their charge (the
pKa of lysines on the surface proteins is about 9.1 to 11.2) as shown in Table 3 and 4.

Optimal conditions for conjugation of MAC-1 and MAC-2 are described as
follows: 2.12.1.fx antibody was adjusted to pH 7.7 with a phosphate buffer to a final
concentration of 0.06M sodium phosphate. The peptide/linker (SEQ ID NO:27-K''-
5PEG-PFP) was reconstituted in a propylene glycol solution to 10 mg.ml™" (final
propylene glycol concentration in reaction is 10%). The peptide/linker was added to
2.12.1.fx antibody at a molar ratio of 4.3:1 and allowed to react for 2 hrs at ambient
room temperature. The reaction was quenched with a succinate and glycine buffer,
lowering the pH to approximately 6.0 and quenching any free peptide. In some aspects,
the reaction may be concentrated and peptide-related species (such as peptides where

the linker was hydrolyzed by reaction with water solvent) and other elements of the
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reaction mixture (such as PFP) may be removed by diafiltration, for example, using a 50
kDa membrane or size exclusion chromatography into a succinate, glycine, sodium
chloride, and trehalose buffer, pH 5.5 at 30 mg.ml™.

The conjugation conditions listed above were varied to determine the range of
each process parameter. Parameter ranges were set based on variability that may
occur during the conjugation and/ or were expanded until greater than 10% change in
species population was observed. Table 18 summarizes the parameters that result in

similar conjugation profiles for MAC-2.

Parameters tested Parameter Desirable range of Optimum reaction
range tested parameters condition

Temperature 18-25°C 18-25°C RT

Reaction pH 6.510 8.0 pH 7.25-8.0 7.7

Reaction duration 30-2400 mins 180- 2400 mins >about 2hrs

Molar ratio of Peptide to | 2.5 t0 4.6 3.71t04.31 4.3:1

Antibody

2.12.1.fx concentration | 0.5to 50 mg/mL | 10 to 50 mg/mL 20mg/mL

added to the
conjugation reaction

Concentration of 40 to 80mM 40-80mM 60mM
phosphate in the
reaction buffer

Final propylene glycol 5 to 20% 5-20% 10 %
concentration

Table 18: Process parameters optimized for MAC-2

EXAMPLE 12 Linker site on antibody

In general, only Z* leaving groups comprising halogen phenyl esters
demonstrated consistent levels of directional conjugation, although squarates and NHS
esters showed some potential for use in certain circumstances.

Only 2 of the 5 proposed linkers (PFP esters and squarates) were successful in
preparing MACs. Although it is postulated that electrophilic linkers will generally allow
the conjugation of peptides (such as Ang2 peptides (ABP)) to an antibody, (such as the
IGF1R antibody), azetidinone linkers did not allow the conjugation of peptides to
antibodies at acceptable rates (the reactions required significant excesses of
azetidinone linkers and were extremely slow). Table 19 presents some considerations

of each of the linkers used to prepare MACs.

PFP Squarate
Ease of synthesis Easy using thiol/maleimide Easy, reacts with amines
chemistry, harder with direct
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addition to peptides

Stability of peptide Hydrolyses to free acid, half-life | Little hydrolysis
reagent in conditions | around 4 hrs
conducive of linker
reaction with
antibody surface

lysines.

Bond formed Amide Squaramide

Speed of conjugation | Rapid Fairly slow

Ease of altering Easy by addition of other Fairly easy by altering pattern of

reactivity alcohols, e.g NHS, HOBt. Related | substitution on phenol; as with PFPs,
compounds, e.g. tetrafluorophenol | more reactive forms may be subject
ester are less active. Increased to side-reactions, including reacting
reactivity results in concomitant with antibody side chains other than
increase in hydrolysis rate Lys

Table 19: Activation methods via PFP esters and squarates.
EXAMPLE 13 Location of conjugated peptides on antibody

The MAC-2 drug product molecule consists of a distribution of 1-4 attached SEQ
ID NO:27 molecules to the 2.12.1.fx antibody (a-IGF1R-1), using the SPEG-PFP linker
as described in Scheme 11. This was determined by measuring the intact molecular
weight (MW) of the MAC-2 using electrospray, time-of-flight mass spectrometry
detection following protein separation from salts and excipients through a size exclusion
chromatography column. Mass spectrometry data that demonstrated the intact
molecular weight (MW) of the 2.12.1.fx antibody and 3 lots of the MAC-2 are shown in
Figure 3. Figure 2A shows 2.12.1.fx before conjugation. This is a uniform molecule that
displays a single MW. The MAC-2 lots display a distribution of conjugated peptides to
2.12.1.fx; between 1-4 conjugation additions (CA) are observed. The relative amount of
each form is consistent between lots and the most common form in each lot has 2
peptides (SEQ ID NO:27) attached to each individual 2.12.1.fx antibody.

By reducing disulfide bonds in the 2.12.1.fx antibody, light and heavy chains are
observed separately. Disulfide reduction is performed by treating the intact 2.12.1.fx
antibody with 20mM tris(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP). The resulting mixture of
heavy and light chains is analyzed for intact molecular weight as described above. The
data shown in Figure 3 provides evidence toward the location of the ABP on 2.12.1.fx.
The majority of light chain (>65%) in the MAC-2 lots are conjugated. Most of the

conjugated light chain contains 1CA. 2CA is also observed at a lower level. Almost all
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observed heavy chain (>90%) is unmodified, which suggests that very few of the
conjugated peptides are located on the heavy chain.

Peptide mapping was used to determine the precise location of conjugation. The
procedure was as follows: an aliquot of MAC-2 was denatured with 8M Guanidine-
hydrochloride, disulfide bonds were reduced with TCEP, and the resulting cysteine
sulphhydryls were alkylated with lodoacetamide. This treated protein sample was then
digested with the protease chymotrypsin (1:125 protease:MAC ratio by weight). The
resulting chymotryptic peptides were then detected individually by mass spectrometry
after separation through a C8 liquid chromatography column. With this technique, MAC-
2 was digested by chymotrypsin on the heavy and light chains into fragments at the
locations noted in the sequence (with bullets) in Figure 4. Liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS) detection of the MW of each peptide was then used to determine
which Lysine residues are modified by a conjugated peptide. If a fragment was modified
by attachment of conjugaged peptide, its MW was shifted accordingly.

Fragments Y1, Y6, Y9, Y10, Y20, Y25, Y26, Y29, Y32, Y33, Y34, Y37, Y40 and
Y43 of the heavy chain contain Lys residues. Of these, peptide conjugation was
detected at Y6, Y10, Y25, Y33, and Y37. Fragments Y3, Y10, Y11, Y12, Y13, Y14, Y15,
and Y16 of the light chain contain Lys residues. Of these, conjugation was detected at
Y3, Y13, and Y15.

The light chain fragment referred to as Y15 (the 15™ chymotryptic fragment on
the light chain from the N-terminus) was found to be conjugated based on the data
shown in Figure 5. The MW of the modified Y15 fragment in MAC was clearly detected.
In the un-conjugated 2.12.1.fx sample, there was no evidence of modified Y15
fragment. The unmodified Y15 fragment was observed in both MAC and 2.12.1.fx. The
magnitude of this fragment is higher in the 2.12.1.fx sample because all of this fragment
is present in the un-modified form. As this fragment is conjugated in MAC-2, the
observed level of un-modified Y15 decreases, which is seen in Figure 5 as a peak with
a smaller area.

The amount of conjugation of SEQ ID NO:27-5PEG observed on light chain
fragment Y15 in MAC-2 is estimated by measuring the decreased peak area of un-

modified Y15. After normalizing the signal intensity such that unconjugated 2.12.1.fx
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showed 100%, 3 independent lots of MAC-2 showed 17%, 27% and 22% unconjugated
Y15 fragments respectively.

The observed magnitude of Y15 in the MAC samples was normalized to the
magnitude of Y15 in the 2.12.1.fx sample. Between 75-85% of the Y15 fragments are
determined as modified in MAC-2. Considering that MAC-2 contains mostly 1-2
conjugation additions, this suggests that most of the conjugation in MAC-2 is located at
one of the 2 K residues of light chain fragment Y15 (K'®® or K'*°). The location of
fragment Y15 in relation to the sequence of 2.12.1.fx is shown in Figure 4.

Trypsin enzymatic digestion was used to discriminate between K'® and K'*°
(trypsin has specificity for the C-terminus of K and R). As trypsin does not digest
conjugated K residues, the enzymatic digestion generates different peptide lengths,
depending on which K residue is conjugated. Examination of LCMS data from MAC-2
that was digested with trypsin provides evidence that the peptide attaches specifically to
K'®. No evidence of modified K'* was observed.

MAC-2 was reduced with TCEP and denatured with guanidine hydrochloride as
described above. The protein concentration was adjusted to 2mg/ml and the pH to 7.8
with Tris digestion buffer. Purified trypsin was added at a 1:125 protease:MAC ratio by
weight and incubated at 30°C for 4 hrs. Samples were stored at -20°C until analysed by
LCMS. Fragment samples were separated on a C18 reversed phase column using
water/acetonitrile + 0.1% TFA mobile phases. Detection of fragments was monitored
both by UV 214nm and ESI-TOF mass spectrometry. All data analysis was performed
using MassLynx software.

The formation of fragments upon trypsin digestion of MAC-2 depends on the site
of peptide conjugation. Lysines are the targeted residue for conjugation. Data shown in
Figures 2-5 indicates that the predominant site of peptide binding is either K'® or K'*°.
The scheme below shows the trypsin digestion reactions that occur upon conjugation at
K188 or K190.

...8182KADY$KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSZOS

/ TRYPSIN DIGESTION\‘

ADYEK*HK HK*VYACEVETHQGLSSPVTK
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The chemical structures of the two potential digestion fragments in question are

as follows:
g
H le}
IO A-D-Y-E-K-H-K
[¢]
r
o O,
)j\Q—K-Y-Q—P—L-D—E—K-D—K—T—L—Y—D—Q-F-M—L-Q—Q—G—NHZ
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o
H o
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o]

Lo}

A

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

Figure 6 shows the selected ion LCMS chromatogram data for the trypsin peptide
when K is conjugated to the peptide. Figure 7 shows the selected ion LCMS
chromatogram data for the trypsin fragment when K'® is modified with a conjugated
peptide. These data suggest that only K'®® alone is conjugated; this situation results in a
significant signal that is detected in MAC-2 but is absent in the 2.12.1.fx control
experiment. The results from modification at K'° do not provide any data that is unique
compared to the negative control.

In contrast to what may be expected, the peptide/linker appears to preferentially
decorate K'® of the light chain of 2.12.1.fx (K® of SEQ ID NO:15). This has the
surprising advantage that the Fc portion of the 2.12.1.fx antibody is unaffected. Tests
show that the resulting PK of MAC-2 is approximately equal to the PK of unconjugated
2.12.1.fx. Promiscuous, non-specific conjugation to multiple sites on an antibody can
result in a product with lower PK. The directional conjugation of the invention,
exemplified by MAC-1 and MAC-2, provide the advantage of minimizing some of the
possible deleterious effects that can be caused by promiscuous, non-specific
conjugation, including lower PK.

To establish the reproducibility of the process, the experiment was repeated.

MAC-2 was diluted to 2mg/ml and analyzed as an intact conjugated protein by size
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exclusion chromatography-mass spectrometry (SEC-MS) to determine the number and
quantitation of conjugate forms of the protein. This technique measures the molecular
weight of each protein form; multiple conjugation sites are observed as distinct signals
separated by the mass difference of a conjugated peptide/linker. Relative quantitation of
multiple conjugation species is performed by measuring the signal magnitude. Figure 8
shows a representative spectrum of MAC-2; the calculations used for quantitation are
shown in Table 20. The average conjugation additions for the intact MAC-2 is calculated
as 2.11 using the following formula: SUMPRODUCT (Number of Conjugation Additions
(CA), Percent per CA). This example demonstrates conjugation of peptides occurring as
a distribution between 0-4 peptide additions with the largest form being 2 peptide
additions and the average number of peptide additions is 2.11. Replicate analysis by
multiple individuals demonstrates that the profile of conjugation is consistent and
reproducible.

Conjugation additions Predicted mass Intensity Percent
0 149210 1615 1%
1 152350 20533 17%
2 155490 69395 56%
3 158630 27708 22%
4 161770 4818 4%
124069 100%

Table 20: weighted average of conjugation additions: 2.11

The extent of peptide conjugation was examined separately on the light and

heavy chains of 2.12.1.fx. MAC-2 was denatured and disulfide bonds were reduced

using guanidine hydrochloride and dithiothreitol. The resulting free light and heavy

chains were analyzed using LCMS to determine the conjugation profile on each. Figure

9 shows a representative spectrum of each chain; the calculation used for quantitation

are shown in Table 21. The average conjugation additions (Avg CA) for the reduced

heavy chain MAC-2 is calculated as 0.14 and the Avg CA for the reduced light chain
MAC-2 is calculated at 0.86 using the following formula: SUMPRODUCT (Number of

Conjugation Additions (CA), Percent per CA). These data demonstrate that the location

of conjugation is higher on the light chain; the most abundant form on the light chain

contains one peptide addition and the light chain contains an average of 0.86 peptide

additions. Conjugation on the heavy chain is observed at a significantly lower level.
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Replicate analysis of this experiment by multiple individuals demonstrates that the

profile of conjugation is consistent and reproducible.

Mass Con,. Species Intensity Percent Avg CA
(Da) Additions
51020 0 HC 102093 86%
54165 1 HC + (1x) ABP-1 16204 14%
Total HC 118297 100% 0.14
23584 0 LC 19752 21%
26729 1 LC + (1x) ABP-1 68757 2%
29874 2 LC + (2x) ABP-2 6561 7%
Total LC 95070 100% 0.86

Table 21: Peptide mapping characterization of MAC-2 identifying specific location
of conjugation
MAC-2 was reduced with dithiothreitol and cysteine residues were alkylated by
carboxymethylation with iodoacetamide. Chymotrypsin was used for proteolytic
digestion. Digested fragments in solution were analyzed using liquid chromatography
mass spectrometry (LCMS). Individual fragments were separated over a C18 HPLC
column and their accurate mass is measured in a Quarduple Time-of-Flight (Q-ToF)
mass spectrometer. The resulting fragment mass was used to identify unmodified
fragments or fragments modified with a conjugated peptide. This experiment was
interpreted by focusing on chymotryptic fragments that contain a lysine residue, as
these were possible sites for peptide conjugation. Table 22 shows a listing of all such
fragments. Blank entries are fragments that are not detected using this technique.
Detected fragments that are observed with a peptide modifier are considered potential
sites of conjugation.
The table entries for Table 16 are explained below:
e Fragment number: Chymotrypsin fragment numbering from the N-terminus;
joined fragments (i.e. Y1-2) indicate a missed cleavage site.
o Start/End: Numbering of the fragment location from the N-terminus.
o Peptide Mass (Da): Theoretical mass of the fragment listed in Daltons.
¢ Retention Time (Control/Analyte): Time of chromatographic retention/elution in
the LCMS fragment mapping experiment.
¢ MS Signal Intensity (Control/Analyte): Magnitude of observed signal observed by
MS.
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e Mass Error- ppm (Control/Analyte): Comparison of theoretical vs. observed mass
of the fragment; values >10, and especially closer to zero (0) demonstrate better
mass accuracy.

¢ Modifiers: Potential covalent additions to the fragment; peptide-antibody binding
fragment of Lys residue, CAM- carboxymethylation of Cysteine residue.

o Asterisks indicate the modified (e.g. conjugated) version of the respective
fragment.

¢ Pep indicates a conjugated pepide.

Directional conjugation of a peptide to the Y15 fragment is demonstrated by
quantitating the conjugation level. The following analysis was performed on each of the
peptide fragments that were observed having conjugation during the peptide mapping
experiment of the 2.12.1.fx reference product. The ratio of observed signal intensity for
the unmodified peptide in the non-conjugated control (2.12.1.fx antibody scaffold - no
conjugation) compared to the conjugated reference product (MAC-2) is shown in Table
23. The unmodified signal is used because a direct comparison of the same peptide
signal is possible in each sample. For example, an unconjugated peptide would be
expected to have the same observed signal intensity in the control vs. product samples
resulting in a ratio of one (1). Conjugation would result in a decrease in the observed
amount of unmodified peptide in the product sample which would be indicated by a ratio
greater than one (1). The data in Table 23 was further normalized to correct for sample
and experimental variation between the control and product. Table 23 demonstrates that
light chain peptide Y15 is conjugated at a significantly higher level than each of the other
conjugated peptides. This suggests that conjugation occurs in a directional manner and is

not randomly distributed across K residues.
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Fragment Unmodified Intensity
Ratio: Control/Analyte-
normalized

Light Y3 1.000

Light Y13 1.112

Light Y15 5.218

Heavy Y6 0.831

Heavy Y10 1.038

Heavy Y25 0.988

Heavy Y33 1.045

Heavy Y37 1.120

Table 23: Directional conjugation of peptide to Y15 fragment on the light chain
EXAMPLE 13 Ang1-4 Binding ELISA

High-binding half-well plates were coated with recombinant human Ang1,
human Ang2, mouse Ang3 or human Ang4 (all reagents from R&D Systems, 250
Mg/ml) in 50 ul PBS and incubated at 4°C overnight. Plates were washed 3 times
with washing buffer (0.1% Tween 20, PBS, pH 7.4) and blocked with Superblock,
150 pl/well at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times with washing buffer. Following
washing, prepared a dosing solution (range: 0.005-50,000ng/ml) were added to the
plate and incubated for 1 hr to allow binding of the compounds to the coated Ang
family members on the plates. Positive controls for each angiopoietin included either
monoclonal or polyclonal antibodies against each family member (supplied by R&D
Systems). Plates were washed 3 times, and 50 ul of HRP-conjugated anti-human
IgG (0.8 ng/mL) (or respective species for positive controls) was added and
incubated at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times, and 50 ul (25 ul TMB + 25 pl
H.0,) substrate solution was added and incubated for 1-5 minutes. Color
development was stopped with 25 ul of 2 M H,SO4. OD450 nm with a correction
wavelength of 540 nm was measured.
EXAMPLE 14 Ang2 Reverse Competition Assay

For Ang2 reverse competition ELISA, human Tie2-Fc, angiopoietin-2 protein,
biotinylated anti-human Ang2 antibody, and streptavidin HRP (R&D Systems) and
TMB substrate from Pierce were used. High-binding half-well plates were coated
with Tie2-Fc (50 ng/well) in 50 ul PBS and incubated at 4°C overnight. Plates were
washed 3 times with washing buffer (0.1% Tween 20, PBS, pH 7.4) and blocked with
Superblock, 150 ul/well at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times. Following
washing, 50 ul of an Ang2 binding peptide compound (50 nM, 5x serial dilution) in
the presence of 50 ng/ml (0.83 nM) Ang2 in Superblock were added and incubated
at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times, 50 ul of 1 ug/ml biotinylated anti-Ang2
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detection antibody in Superblock was added and incubated at RT for 2 hrs. Plates
were washed 3 times, and 50 pl of streptavidin HRP (1:200 dilution in Superblock)
was added at RT for 20 minutes. Plates were washed 3 times, and 50 pl (25 ul TMB
+ 25 ul H2O,) substrate solution was added and incubated for 20-30 minutes. Color
development was stopped with 25 ul of 2 M H,SO4. OD450 nm with a correction
wavelength of 540 nm was measured. IC50 values (50% inhibition of Ang2-Tie2
binding) were calculated using the non-linear Sigmoidal dose-response curve fitting
function in the Prism 4 software.

Ang2-h38C2-IgG1 was used as a control in certain examples. The generation
and structure of the Ang2-h38C2 is fully described as compound 43 in
W02008056346, whose contents is incorporated herein, with particular reference to
aspects referring to the generation of compound 43. Briefly, the structure is as

follows:

ZT

H
O v/\n,N Antibody
(e}

Tor2
OjNH
0 oy’
)\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2

0 0
wherein and the linker is covalently attached to the e-amino group of K® (K*?
according to Kabat numbering) of the combining site of Antibody and Antibody is
h38C2-1gG1 (SEQ ID NO:51 and 52) (SEQ ID NO:189 and SEQ ID NO:190 of
W02008/056346).
EXAMPLE 15 IGF1R Competition Assay

For the IGF1R competition ELISA, recombinant human IGF1R (R&D
Systems), biotinylated IGF1 (GroPep Ltd.), streptavidin-poly-HRP20 (SDT),
Superblock, and TMB substrate (Pierce) were used. High-binding half-well plates
were coated with IGF1R (62.5 ng/well) in 50 ul PBS and incubated at 4°C overnight.
Plates were washed 3 times with washing buffer (0.1% Tween 20, PBS, pH 7.4) and
blocked with Superblock, 150 pl/well at RT for 1 hour. Plates were washed 3 times
with washing buffer. Following washing, 50 ul of an IGF1R binding compound (1 uM,
5x serial dilution) in the presence of 100 ng/mL (13.3 nM) biotinylated IGF1 in

Superblock were added and incubated at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times,
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and 50 ul of streptavidin-poly-HRP20 (1:5000 dilution in Superblock) was added at
RT for 20 minutes. Plates were washed 3 times, and 50 ul (25 ul TMB + 25 ul H,O»)
substrate solution was added and incubated for 5-10 minutes. Color development
was stopped with 25 ul of 2 M H,SO4. OD450 nm with a correction wavelength of
540 nm was measured. |Cs values (50% inhibition of IGF1 to IGF1R binding) were
calculated using non-linear Sigmoidal dose-response curve fitting function in the
Prism 4 software.
EXAMPLE 16 IGF1 Induced IGF1R Autophosphorylation Inhibition Assay
For the IGF1R autophosphorylation inhibition assay, mouse 3T3 cells
engineered to express human IGF1R were used, and the phosphorylation
determined by Cell Signaling Technologies phospho-IGFI receptor  (Tyr1131)
sandwich ELISA kit #7302. Human IGF1R expressing intact cells were seeded (5.0 x
10* cells/well) in a 96-well tissue culture treated round-bottom plate and allowed to
attach overnight in 50 uL of growth media (37°C, 5% COg, growth media consisting
of DMEM with 10% FBS, 2mM L-Glutamine, Penicillin — Streptomycin, and 500
ug/mL Geneticin). After 16 hrs, the growth media was removed by aspiration and 50
uL per well of new growth media was added containing an IGF1R binding compound
(1 mM, 8x serial dilution) in the presence of 100 ng/mL (13.3 nM) recombinant
human IGF1 and incubated for 10 minutes at room temperature. The plate was
washed by aspirating liquid away and adding 100 uL per well of ice cold PBS. The
cold PBS was immediately aspirated away and 60 pL of lysis buffer (starting with the
lysis buffer, all of the following reagents were supplied as part of a commercial kit
manufactured by Cell Signaling Technologies designed to quantify the
phosphorylation of IGF1R at tyrosine 1131) was added to each well and incubated at
room temperature for 10 minutes while shaking. The plates were then centrifuged at
4°C for 5 minutes. The supernatant (50 uL per well) was then removed and added to
a 96 well plate pre-coated with a Phospho-IGF1 Receptor beta (Tyr1131) Rabbit
Antibody and containing 50 ulL per well of a sample diluent. The plates were
incubated overnight for 16 hrs at 4°C while gently shaking. Following the incubation,
the plates were washed 4 times with wash buffer and 100 uL of a human IGF1
Receptor Detection Antibody (mouse origin) was added to each well for 1 hr at 37°C.
The plates were washed 4 times with wash buffer and 100 pL of an HRP-linked
Mouse 1gG Secondary Antibody was added to each well for 30 minutes at 37°C. The
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plates were washed 4 times, and 100 uL of TMB substrate was added to each well
and incubated for 30 minutes. Color development was stopped with 50 ul of 2 M
H,SO4. OD450 nm with a correction wavelength of 540 nm was measured. Internal
controls with and without IGF1 treatment confirmed the specificity of the
phosphorylation event and determined the % inhibition of transmembrane signaling.
ECso values (concentration at which half-maximal signal was achieved) were
calculated using non-linear Sigmoidal dose-response curve fitting function in the
Prism 4 software.

EXAMPLE 17 IGF1R Downregulation Assay

For IGF1R downregulation, human colon adenocarcinoma Colo205 cells were
used and cell surface expression of IGF1R determined by flow cytometry. Tissue
culture 96-well plates plated with 5x10° cells/well in growth media (RPMI, 10% fetal
bovine serum, glutamine) were treated with compound titration for 3 hrs at 37°C.
Cells were rinsed with PBS, lifted with CellStripper and transferred to fresh 96-well
plates. Cells were washed 3 times with PBS with 2.5% fetal bovine serum. Cells
were incubated with phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal anti-human IGFI R
(R&D FAB391P, 10 ul/5 x107° cells) in the dark for one hr. Cells were then washed 3
times with PBS with 2.5% fetal bovine serum. The presence of IGF1R on the cell
surface was determined by flow cytometry using a FACSArray and data analyzed
with FloJo software. Receptor numbers were calculated by fitting data to standard
curves generated using QuantiBRITE PE beads (BD 340495). The data were
reported as the percentage of downregulation by test compounds versus negative
control hlgG2.

Results and Discussion

The ability of MAC-2 to bind to human AngZ2 specifically is shown in Figure 10.
MAC-2 and Ang2-h38c2 were able to bind to human Ang2 but not human Angf1,
human Ang4 or mouse Ang3 showing high specificity for Ang2 and not other
angiopoiten family members.

MAC-1 and MAC-2 were able to bind Ang2 and prevent its binding to Tie2 as
shown in the Ang2 competition assay (Figure 11 and Table 24). Surprisingly, in
comparison with Ang2-h38c2, MAC-1 and MAC-2 both showed an increase in ability
to competitively bind Ang2. After confirming that the conjugated MACs bound and
inhibited Ang2 binding to Tie2, the ability to compete for IGF1 binding to IGF1R was
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determined by IGF1R competition assay (Figure 12). MAC-1 and MAC-2 were as
efficient as parental anti-IGF1R antibody (2.12.1.fx) for competing with IGF1 for
IGF1R binding. MAC-1 and MAC-2 showed ICs values in the low nanomolar range.
In contrast, in tests with certain other anti-IGF1R antibodies, conjugation of the
peptide was observed to interfere with the ability of the antibody to interact with
IGF1R (data not shown).

To confirm that the IGF inhibition observed in the competition assay translates
into inhibiting IGF induced signaling events, a cell-based functional assay was used
to determine the inhibition of IGF1R autophosphorylation following IGF stimulation
(Figure 13 and Table 24). MAC-1 and MAC-2 have similar activity as the parental
anti-IGF1R antibody (2.12.2.1x); therefore, conjugation of limited Ang2 peptides does
not appear to change the MAC innate binding and inhibition.

In addition to inhibiting IGF1R autophosphorylation, anti-IGF1R antibody also
causes IGF1R internalization and degradation resulting in receptor downregulation.
This behaviour is observed within 2 hrs of treatment and maintained for 24 hrs. The
MACs were tested for the ability to downregulate IGF1R levels on a human colon
carcinoma cell line Colo205. Cells were treated for 3 hrs in culture with titration of
MAC compounds. Cells were collected and IGF1R surface expression determined by
flow cytometry. The percentage of IGF1R downregulated as compared to negative
control hlgG2 was determined (Table 24). MAC-1 and MAC-2 have similar IGF1R
downregulation activity as the parental IGF1R antibody (2.12.1.fx).

Ang2 IC5 (nM) | IGF1RIC5 (nM) | IGF1R % IGF1R
phosphorylation | downregulated
IC5o (NM)
MAC-1 0.092 £+ 0.049 51+£11 150.7 £ 59.6 435
MAC-2 0.057 +£ 0.022 6.1+1.1 91.4+40.2 50+5
2.12.1.fx antibody nd 3.8+£0.8 48.7 £14.0 48+ 3
Ang2-h38c2-1gG1 0.582 £ 0.242 nd nd nd

Table 24: Ability of MAC-1 and MAC-2 to bind & modulate IGF1R and Ang2

It was demonstrated that conjugating 2 peptides per antibody was ideal in
terms of effecting IGF 1R autophosphorylation and downregulation and that
conjugating more or less than 2 peptides per antibody lessens the ability of the MAC
to effect these functions.

To assess the effect of the number of peptides per antibody on the ability of
2.12.1.fx to modulate IGF1R activity, 2 samples of MAC-1 were prepared where the
reaction conditions were set to provide either reduced conjugation (MAC-1 low) or

increased conjugation (MAC-1 high) (Table 25). The samples were analysed for the
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ability to downregulate and phosphorylate IGF1R (Table 25). There is a significant
difference in the ability of the MAC-1 high as compared with MAC-1 low to effectively
modulate the IGF1R pathway. Conjugation of greater than about 2 peptides per
antibody limits the functional activity of the MAC to both inhibit IGF1R
autophosphorylation and induce IGF1R downregulation, compared to conjugation of
about 2 or less peptides per antibody. Therefore, in order to efficiently modulate 2
different biological pathways in one bifunctional entity, conjugation of about 2
peptides per antibody may be ideal (depending on peptide’s and target’s

pharmacokinetic profile).

Ang2 % IGF1R Phosphorylation CA (%)
ICsq downregulated IGF1R IC5 (nM) Avg
(nM) 0]1]2]|3]4]5] CA
MAC-1 Low 0.103 32+1 12.8 1alaz 32121 0 lo]| 142
MAC-1 High | 0.035 9+2 >300 ol al19l41]32]5]| 318
2.12.1.x nd 363 35
Ang2- 0.252 nd nd
h38c2-gG1

Table 25: analysis of MAC-1-High and MAC-1 Low
EXAMPLE 18 In vivo Pharmacokinetics
Protocol

A validated direct binding enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
method was used to measure serum MAC levels in mouse and monkey serum.
Briefly, the MAC in the sample binds IGF1R or Ang2 that has been passively
absorbed onto a microtiter plate, and horseradish peroxidase-conjugated anti-human
IgG is used along with a chromogenic substrate to generate a signal that is
proportional to the concentration of MAC-2 in the serum sample. The upper and
lower limits of quantification of MAC-2 in mouse serum are 26.0 and 1000 ng/ml, and
52.0 and 2000 ng/ml in cynomolgus monkey serum.
Ang2 and IGF1R Reverse ELISA

High-binding half-well plates were coated with IGF1R (62.5 ng/well) or Ang2
(6.25 ng/ml) in 50 ul PBS and incubated at 4°C overnight. Plates were washed 3
times with washing buffer (0.1% Tween 20, PBS, pH 7.4) and blocked with
Superblock, 150 ul/well at RT for 1 hr. Plates were washed 3 times with washing
buffer. Following washing, prepared dosing solution standards (range: 3.91-
500ng/ml) and serum samples were added to the plate and incubated for one hr to

allow binding of the MAC complexes to the coated Ang2 or IGF1R on the plates.
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Plates were washed 3 times, and 50 ul of HRP-conjugated goat anti-human IgG (0.8
ug/mL) was added and incubated at RT for one hr. Plates were washed 3 times, and
50 ul (25 ul TMB + 25 ul H,O,) substrate solution was added and incubated for 1-5
minutes. Color development was stopped with 25 ul of 2 M H,SO4. OD450 nm with a
correction wavelength of 540 nm was measured. Serum concentrations of the MAC
complexes were calculated using the standard curves. MAC complex concentrations,
as determined by ELISA, were plotted as a function of time. Further data analysis
was undertaken using WinNonlin version 4.1 (Pharsight Corporation) to determine
the B half life (T1/2) and the area under the curve (AUC) for MAC complexes.
Mouse

PK studies were conducted using male Swiss Webster mice (CFW, Charles
River, Hollister, CA) weighing approximately 20-22 grams at the start of dosing. MAC
compounds were intravenously administered. Blood samples were taken from 4 mice
per time point at the following time points: 0.08, 0.5, 1, 3, 5, 7 and 24 hrs. Protease
inhibitor cocktail was added to all blood tubes prior to sample collection. Blood was
allowed to clot on ice for 30 minutes and then centrifuged at 12000 rpm for 5-10
minutes at 4°C to collect serum and immediately stored at -80°C until analysis via
ELISA. Dosing solutions were used to establish the standard curves for serum
sample analysis by Ang2 or IGF1R Reverse ELISA. Aliquots of each serum sample
were analyzed by either Ang2 or IGF1R Reverse ELISA.
Monkey

The pharmacokinetic profile of MAC-2 was determined. 2 male Cynomolgus
monkeys (Macaca fascicularis) were used in the study; MAC-2 was administered via
an intravenous (bolus) injection at a dose level of 10 mg/kg. All animals were
observed at 5 min, 15 min, 1 h, 4 h and 8 h post dose on Day 1 and twice daily
thereafter for any reactions to treatment. Body weights were measured and recorded
on Days 1, 2, 3, 4, 5, 7 and 14. Blood samples for toxicokinetic analysis were
obtained at the designated time points and serum was separated and stored at -80
°C.

There were no adverse clinical signs noted during the study that could be
related to treatment with MAC-2. Body weight profiles were satisfactory. Blood
samples of approximately 1.0 mL were collected from the femoral vein of each animal

and into plain clotting tubes at the time points (0.08 — 504 hrs). Blood samples were
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left to stand for one hr at room temperature after collection and then centrifuged at
3000 rpm for 10 minutes at 4 °C. The resulting serum samples were stored at
approximately -80 °C prior to analysis.
Results

Exploratory non-GLP pharmacokinetic (PK) studies were conducted in male
Swiss Webster mice and male cynomolgus monkeys (Table 26 and 27). Both the
Ang2 and IGF1R binding activities of the MAC were analyzed. In mouse, MAC-1 and
MAC-2 demonstrated similar residence time as the parental anti-IGF1R antibody
with beta phase half-lives of 383-397 hrs. The MAC-1 and MAC-2 Ang2 binding
capability demonstrated similar residence time as Ang2-h38c¢2 with beta phase half-
lives of 105-120 hrs in mouse in single dose IV studies. In cynomolgus monkey,
MAC-2 demonstrated a slightly shorter residence time as the parental anti-IGF1R
antibody with beta phase half-lives of 100.4 hrs. The MAC-2 Ang2 binding capability
demonstrated similar residence time as Ang2-h38c2 with beta phase half-lives of
97.8 hrs.

Compound (mg:Kg") | {15 cortion IGFIR portion
Ang2-h38c2, (10) 95.2 -

a-IGF1R antibody, (10) - 390

MAC-1, (10) 105 383

MAC-2, (10) 120 397

Table 26: Single-dose PK of IV administered MACs at 10mg/mk in mouse

Compound (mgKg") | Anc portion IGFIR portlon

Ang2-h38c2, (10) mpk 95.3 -

a-IGF1R antibody, (5) mpk - 146.4

MAC-2, (10) mpk 97.8 100.4

Table 27: Single-dose PK of IV administered MACs at 10mg/mk in cynomolgus
monkey

EXAMPLE 19 In vivo Pharmacology

Protocol

The anti-tumour activity of MAC-2 was evaluated in the Colo205 (human
colon adenocarcinoma) or MDA-MB-435 (melanoma) xenograft model. Colo205 or
MDA-MB-435 cells were cultured with 10% FBS RPMI medium and 3 x10° cells in

0.1 ml Hank’s balanced salt solution (HBSS) were injected subcutaneously into the
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upper right flank of 5-7 week old female nu/nu mice and allowed to establish to a
volume of 200 ~ 400 mm?® prior to initiation of treatment. Once tumours were
established, mice were randomized to treatment groups with identical tumour
volumes (n=9-10/group), and MAC-2 treatment was administered once weekly by
intraperitoneal (IP) injection. In combination studies, additional anti-cancer agents
were administered weekly by IP injection, with treatments initiated concomitant with
MAC-2. Tumour volumes were measured once or twice weekly, using calipers, and
body weights were measured weekly, during the treatment period. In some studies,
all mice were euthanized by CO» asphyxiation and tumours were excised, weighed,
and processed for further histological and/or immunochemical evaluation once
tumour volume in the vehicle-treated control group reached 2000 mm?. In pseudo-
survival studies, mice were euthanized by CO, asphyxiation and tumours were
excised and weighed once the mean tumour volume of each treatment group
exceeded 2000 mm?°.

Results

An experiment conducted in the Colo205 (human colon adenocarcinoma)
xenograft model is illustrated in Figure 12A and 13A. Weekly administration of Ang2-
h38¢2 or anti-IGF1R antibody (2.12.1.fx) inhibited Colo205 tumour growth.
Combination of weekly administered Ang2-h38c2 and anti-IGF 1R antibody showed
an additive benefit on inhibiting Colo205 tumour growth. Weekly administration of
MAC-2 alone showed similar benefit as the combination (Figure 14A). In a separate
study, MAC-2 dose-dependently inhibited Colo205 tumour growth and final tumour
weights (Figure 15A, B).

At day 28, compound treated mice were sacrificed, and tumours were excised
and snap frozen. To assess the anti-angiogenic effect of MAC-2, tumour microvessel
density was assessed immunohistochemically on frozen sections of Colo205 colon
adenocarcinoma xenograft tumours treated with Vehicle (PBS) or MAC-2 (dose
response ranging from 0.3 mg/kg to 10 mg/kg). Tumours were stained with a mouse-
specific monoclonal antibody to CD31, and immunoreactivity was quantified from 5
areas of 3 sections from each tumour (Figure 13C). Tumour microvessel density was
significantly reduced ~42% by MAC-2 (10 mg/kg, once weekly) in comparison with
the Vehicle-treated group confirming the anti-angiogenic activity of the MAC-2

treatment.
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To investigate whether MAC-2 targets both Ang2 and IGF1R in vivo, the
effects of MAC-2 on Ang2 and IGF1R expression levels were assessed in 2
independent Colo205 xenograft tumours treated with Vehicle, Ang2-h38¢2, IGF1R
antibody (2.12.1.fx) or MAC-2 (dose response ranging from 0.3 mg/kg to 10 mg/kg).
Lysates were prepared from frozen excised tumours, and Ang2 and IGF1R
immunoreactivity was quantified by ELISA. Ang2 and IGF1R immunoreactivity was
significantly reduced by MAC-2 treatment in a dose-dependent manner (1, 3 and 10
mg/kg) in comparison with the Vehicle-treated group (Figure 14B, 15D, and 15E).
The effect of MAC-2 on IGF1R levels is similar to that observed for an IGF1R
antagonizing antibody (2.12.1.fx) (Figure 14B). In addition, the levels of
phosphorylated IGF1R were reduced in tumours from MAC-2 treated animals (data
not shown). Immunofluorescense on fixed sections of these tumours also confirmed
the reduction in IGF1R and pIGF1R (data not shown). These data demonstrate that
MAC-2 treatment affects both Ang2 and IGF1R pathways in Colo205 xenograft
model.

In 3 separate studies, MAC-2 treatment led to sustained tumour inhibition
compared with the vehicle (PBS), Ang2-h38c2 and IGF1R antibodies (2.12.1.fx and
2.13.2) (Figure 16A, 16B, 16C). The anti-IGF1R antibody 2.13.1 is described as SEQ
ID NO:45 and SEQ ID NO:47 in WO02/053596, less the respective signal
sequences. The tumour inhibition by MAC-2 was similar to the combination of Ang2-
h38c¢2 and 2.12.1.fx and more active than Ang2-h38c¢2 and 2.13.2 (Figure 16C).
MAC-2 treatment did not affect body weight gain (data not shown) and mice
appeared to be in good health throughout the study. Tumours in each group of
animals were allowed to progress to 2000 mm? as a pseudo-survival study. Both the
Ang2-h38c¢2 and anti-IGF1R antibody treated groups had to be stopped by day 48;
however, the MAC-2 treated tumours (3-10 mpk) were still below 2000 mm? at day
94 when the study was halted.

The anti-tumour efficacy of MAC-2 was also evaluated in an MDA-MB-435
melanoma xenograft model. Weekly administration of MAC-2 (3 and 20 mg/kg IP)
resulted in a significant 40% reduction (day 67) in tumour growth in the MDA-MB-435
model (Figure 17). Thus, MAC-2 demonstrates significant anti-tumour efficacy in 2
different human xenograft tumour models.

EXAMPLE 20 Peptide conjugation profile of various antibodies
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The conjugation profiles of several different antibodies with peptides were
analyzed, using SEQ ID NO:27 and 5PEG as an exemplary peptide and linker
respectively. All antibodies tested were human or fully humanized IgG antibodies
with well defined and characterized antigen interactions. hAbATest comprises a CLA,
whereas 2.12.1.fx, mAbkTest1, h28C2-IgG1 (SEQ ID NO:51 and 52) and h38C2-
IgG2 (SEQ ID NO:53 and 54) each comprise CLk. Each of the antibodies were buffer
exchanged into 20mM HEPES, pH 7.0 and concentrated to 5-20mg/mL. SEQ ID
NO:27/K"'-5PEG-PFP was resuspended with 50% propylene glycol and mixed with
the relevant antibody at a 4.3:1 molar ratio and allowed to react for at least 2 hrs at
room temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and analyzed as an intact
conjugated protein by size exclusion chromatography- mass spectrometry (SEC-MS)
to determine the number and quantitation of conjugate forms of the protein. This
technique measures the molecular weight of each protein form; multiple peptide
conjugation sites are observed as distinct signals separated by the mass difference
of a bound peptide. Relative quantitation of multiple peptide conjugation species is
performed by measuring the signal magnitude. Table 22 shows the peptide
conjugation profile of various antibodies

For antibodies containing a CLk, peptide conjugation occurs at a distribution
between 0-4 peptide additions with the largest form being 2 to 3 peptide additions. In
contrast, for the CLA comprising antibody, hAbATest, conjugation of the peptide
occurs at a distribution between 0-4 peptides additions with the largest form being 1
to 2 peptide additions.

The extent of peptide conjugation was examined separately on the light and
heavy chains. Each sample was denatured and disulfide bonds were reduced using
guanidine hydrochloride and dithiothreitol. The resulting free light and heavy chains
were analyzed using LCMS to determine the conjugation profile on each. The
peptide conjugation profile on the light and heavy chain of various antibodies is
shown in Table 28. On 2.12.1.fx and hAbkTest1, the data demonstrates that the
location of conjugation is higher on the light chain; the most abundant form on the
light chain contains one (1) peptide addition. Conjugation on the heavy chain is
observed at a significantly lower level. On h38C2-1gG1 and h38C2-1gG2, comparable
levels of conjugation are observed on the light and heavy chain, with a slight

conjugation preference on the light chain. On a CLA containing antibody (hAbATest),
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the majority of the conjugation occurs on the heavy chain with a low level of

conjugation observed on the light chain.

CA (%) Avg | Light Chain %CA Heavy chain %CA
CA
Antibody 0 1 2 3 4 0 1 2 0 1 2
2.12.1.fx 1 15 [ 53 | 26 5 22 | 20 70 9 84 16 0
hAbATest 10 | 37 [ 37 | 11 6 |1.66]| 95 5 0 74 22 4
hAbkTest1 7 10 [ 35 | 27 | 14 | 255 11 74 14 87 13 0
h38C2 IgG1 1 3 28 | 55 | 13 | 2.75| 49 | 46 4 70 30 0
h38C21gG2 | 4 6 31| 44 | 15 | 26 | 61 35 4 73 27 0

Table 28: Conjugation profile of various antibodies

Each of the antibodies 2.12.1.fx, hAbATest and hAbkTest1 was assessed
after the conjugation process to determine the effect of the conjugation additions on
the ability of the antibody scaffold to retain its receptor binding (compared to native
mADb) (Table 29). The results show that the directional conjugation of peptides to the
test antibodies did not appear to alter the antibody binding.

Receptor binding

Antibody Native (ICso, NM) | After conjugation (ICss, NM)
5.7

2.12.1.fx 3.2

hAbATest 0.4 1.7

hAbkTest1 59 53
Table 29: Antibody binding to native antigen before and after conjugation
EXAMPLE 21 Peptide conjugation profile of a representative antibody of
1gG2-k

The conjugation profile of an 1gG2 k antibody (hABkTest2) with a 39-mer
peptide was analyzed. The antibody was concentrated to 8mg/ mL and buffered
exchanged into 40mM HEPES pH 8.0. The peptide was resuspended with 100%
DMSO and mixed with the antibody at a 5.0:1 molar ratio and allowed to react
overnight at room temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and analyzed as
an intact conjugated protein by size exclusion chromatography- mass spectrometry
(SEC-MS) to determine the number and quantitation of conjugate forms of the
protein. This technique measures the molecular weight of each protein form; multiple
peptide conjugation sites are observed as distinct signals separated by the mass
difference of a peptide. Relative quantitation of multiple peptide conjugation species
is performed by measuring the signal magnitude. Table 30 shows the peptide
conjugation profile of hAbkTest2 with the 39-mer peptide. The conjugation of peptide
occurs at a distribution between 0-4 peptide additions with an average of 2.03

peptide additions, and is consistent with directional conjugation on the CLk-K'®,

| [ [ %CA [ |
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Antibody Avg
scaffold Binding Peptide | 0 1 2 3 4 CA

hAbkTest2 | 39-mer peptide 1 22 | 53 18 5 2.03

Table 30: Conjugation profile of 39-mer peptide and hAbkTest2

In a separate experiment, the 39-mer peptide was conjugated to h38C2-1gG2
with MAL-2PEG-PFP as described above, at different molar concentrations. In
addition, binding of the cognate receptor for the 39-mer peptide was assayed. The
results (Table 31) shown are consistent with directional conjugation at K'®-CLk.
Moreover, increasing the average number of peptides per antibody did not
substantially increase overall binding to the target. This demonstrates that in certain
scenarios, increasing the conjugation per antibody may not increase target binding,
demonstrating one of the advantages of the invention; control of the number of

peptides conjugating per antibody can help achieve the maximum target binding per

unit peptide.
39-mer peptide: h38C2- CA (%) Avg # Peptide target:
1gG2 mole ratio Conjugates EC50 (nM)
0 1 2 3
2:1 57 | 32 | 10 0 0.52 0.99
2.5:1 19 | 56 | 25 0 1.06 1.06
4:1 20 | 25 | 35 | 20 1.55 1.01
5:1 0 16 [ 45 | 40 2.26 0.82

Table 31: Conjugation profile of 39-mer peptide and H38C2-1gG2
EXAMPLE 22 Conjugation of Biotin to 2.12.1.fx Fab
Biotin-2.12.1.fx

The conjugation profile of the Fab region of 2.12.1.fx (SEQ ID NO:50 and 4)
with PFP-Biotin was analyzed. The antibody Fab was concentrated to 20mg/ mL and
buffered exchanged into 20mM sodium acetate+ 200mM trehalose, pH 5.5 and
spiked with 60mM sodium phosphate pH 7.7. PFP-Biotin was resuspended with
100% DMSO and mixed with the antibody at successive molar ratios and allowed to
react overnight at room temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and
analyzed as an intact conjugated protein by size exclusion chromatography- mass
spectrometry (SEC-MS) to determine the number and quantitation of conjugate
forms. This technique measures the molecular weight of each protein form; multiple
conjugation sites are observed as distinct signals separated by the mass difference
of a conjugated peptide. Relative quantitation of multiple conjugation species is
performed by measuring the signal magnitude. Table 32 shows the conjugation

profile of 2.12.1.fx Fab with PFP-Biotin at molar ratios. The conjugation of occurs at
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a distribution between 0-2 additions as the molar ratio increases. The lower number
of molecules per antibody was consistent with earlier results, based on the molar
ratio used. This is a useful demonstration of the flexibility of the process to control

the amount of conjugation by altering one or more of the reaction parameters.
o]

HN/(

NH
F
O F
S
O

F F
F Biotin-PFP

%CA

Antibody Binding Peptide:Antibody Avg
scaffold Peptide Molar Ratio 0 1 2 3 CA
21210 | o . 11

Fab Biotin-PFP 54 |46 | - | - | 046
21210 | o . 151

Fab Biotin-PFP 2|51 7| - | oes
21210 | o 21

Fab Biotin-PFP 34 55 | 10| - | o076
21210 | o 31

Fab Biotin-PFP 28|55 | 17| - | oss
21210 | o 21

Fab Biotin-PFP 21 | 46 | 26 | 8 | 121

Table 32: Conjugation profile of Biotin to 2.12.1.fx Fab
EXAMPLE 23 Conjugation of Biotin to h38C2-IgG1
Biotin-h38C2-1gG1

The antibody h38C2-IgG1 was adjusted to 20mg/mL with HEPES buffer pH
7.5 to a final concentration of 0.02M. Biotin-PFP was reconstituted in water to
10mg/mL and added to h38C2-1gG1 at a molar ratio of 5:1 and allowed to react at
room temperature for 2 hrs. The unreacted PFP-Biotin was removed by size
exclusion chromatography and buffer exchanged into a histidine, glycine, and
sucrose buffer pH 6.5. The samples were diluted to 2mg/ml and analyzed as an
intact conjugated protein by size exclusion chromatography- mass spectrometry
(SEC-MS) to determine the number and quantitation of conjugate forms of the
protein. Table 33 shows the conjugation profile of h38C2-1gG1 with Biotin-PFP.
Conjugation of h38C2-1gG1 occurs at a distribution between 0-3 CA with an average
of 1.1 conjugations. Increased conjugation would be possible following optimization
of the reaction conditions. The reactivity of VH-K*® (K®® according to Kabat

numbering) on h38C2-1gG1 was confirmed to be > 95% when reacted with the
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catalytic antibody test compound CATC-1, and analyzed via reversed phase

chromatography.

h38C2-lgG1 (16 |61 |20 3 1.1

wt o
»_?, ~ Qﬂﬂ/ Antibody |0 |1 |2 |3 |AvgCA

CATC-1 Table 33: Conjugation of Biotin and
h38C2-IgG1
EXAMPLE 24 Conjugation profile of 2.12.1.fx and K'®, K'* mutants

Based on peptide mapping, there are 2 Lys in Y15 fragment. In order to
distinguish the active conjugation site, K'® and K'® were mutated to R respectively
or in combination. Mutants were generated following protocols described in
QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Mutations were introduced
by oligonucleotide primers and confirmed by DNA sequencing. The mutated mAbs
were transiently expressed in HEK 293 cells, and purified using protein A affinity
column. The purified mAbs were characterized using MS. SEQ ID NOs:33, 34 and
35 show the 2.12.1.fx IGF1r mutant light chain sequences.

The antibody was buffer exchanged to 0.02M HEPES buffer pH 7.5 or 6.5 at
2mg/mL. If the pH was 6.5, the antibody was then spiked with 60mM sodium
phosphate pH 7.7. SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP was resuspended with 50%
propylene glycol and mixed with the protein at a 4.3:1 molar ratio and allowed to
react overnight at room temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and
analyzed as an intact conjugated protein by size exclusion chromatography - mass
spectrometry (SEC-MS) to determine the number and quantitation of conjugate
forms of the protein. This technique measures the molecular weight of each protein
form; multiple conjugation sites are observed as distinct signals separated by the
mass difference of a conjugated protein. Relative quantitation of multiple protein
conjugation species is performed by measuring the signal magnitude. Table 34
shows the conjugation profile of unmodified 2.12.1.fx, 2.12.1.fx-K'®®R (LC: SEQ ID
NO:33), 2.12.1.fix-K'®R (LC: SEQ ID NO:34), and 2.12.1.fx-K'*®R-K'®R (LC: SEQ
ID NO:35). K'®R mutant showed reduced conjugation. K'®*R had similar conjugation
as the unconjugated 2.12.1.fx. The conjugation of MAC-2 was lower than observed

in other assays due using a combination HEPES / phosphate buffer.

[LC SEQID | [ CA (%) [ |
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NO:
Mutants 0 1 2 3 4 Avg CA
15 MAC-2 14 49 31 5 1 1.29
33 K188R 82 14 4 0 0 0.22
34 K190R 11 46 36 6 0 1.37
35 K188R /
K190R 51 37 9 3 0 0.63
Table 34: Conjugation profile of 2.12.1.fx, K'* and R™ mutants
EXAMPLE 25 2.12.1.fx mutants to elucidate directional conjugation

mechanism on K'%

Residues close to K'® were examined. H'®

side chain is very close to the ¢-
amino group of K'®8, Since His is often involved in proton transfer reactions, H'®® is
very likely required for K'® conjugation. In order to study the role of H'® in K'®® site
specific conjugation, we eliminated the imidazole ring by replacing Histidine with
Alanine.

D''A and D'®'A/H'®A mutants were made to study the role of D' in site
specific conjugation and the combined effect of D'®' and H'®°.

Mutants were generated following protocols described in QuickChange site-
directed mutagenesis kit (Stratagene). Mutations were introduced by oligonucleotide
primers and confirmed by DNA sequencing. The mutated mAbs were transiently
expressed in HEK 293 cells, and purified using protein A affinity column. The purified
mAbs were characterized using MS. The following 2.12.1.fx light chain mutants were
generated: D'®'A (SEQ ID NO:36), K'®A (SEQ ID NO:37), H'®°A (SEQ ID NO:38),
K'°A (SEQ ID NO:39) and D'*'A/H'®A (SEQ ID NO:40).

Each of the antibodies was buffer exchanged to 20mM sodium acetate, 200m
trehalose pH 5.5 at 20mg/ml. The proteins were then spiked with 60mM sodium
phosphate pH 7.7. SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP was resuspended with 50%
propylene glycol and mixed with the antibody at a 4.3:1 molar ratio and allowed to
react overnight at room temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and
analyzed as an intact conjugated protein by size exclusion chromatography-mass
spectrometry (SEC-MS) to determine the number and quantitation of conjugate
forms of the protein. This technique measures the molecular weight of each protein
form; multiple conjugation sites are observed as distinct signals separated by the
mass difference of a conjugated peptide. Relative quantitation of multiple conjugation

species is performed by measuring the signal magnitude.
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Table 35 shows the conjugation profile of 2.12.1.fx, 2.12.1.fx-D"*'A, 2.12.1 fx-
K'®A, 2.12.1.6x-H""A | 2.12.1.&x-K'®A, and 2.12.1.ix-D"*'A/H'®A mutants. All the
mutants showed reduced average conjugation level compared to the unmodified
2.12.1.fx antibody, except for K'®°A, which maintained directional conjugation.

The extent of conjugation was examined separately on the light and heavy
chains. Each sample was denatured and disulfide bonds were reduced using
guanidine hydrochloride and dithiothreitol. The resulting free light and heavy chains
were analyzed using LCMS to determine the conjugation profile on each. The
conjugation profile on the light and heavy chain of 2.12.1.fx and mutants are shown
in Table 35. All the mutants listed in the table showed reduced conjugation level on
light chain compared to the unmodified 2.12.1.fx except K'®°’A. The heavy chain

conjugation level of the mutants was at the similar level as the unmodified 2.12.1.fx.

CA (%) Avg LC CA% LC HC CA % HC

CA Avg Avg

LCSE(:.)ID CA- CA-

NO: LC HC
Mutants | 0 |1 | 2 | 3 | 4 0| 1] 2 0| 1|2

15 MAC-2 | 1 [15]53 (26| 5 |22 [ 23]69| 8 085|866 |14 | 0 ]0.14

36 DA [17[38 31 14| 0 [141]68 |30 1 03379 |21] 0 |0.21

37 K®A [56|31|10| 4 | 0 |061|89| 11| 0 |011| 91| 9 | 0 | 0.09

38 H™A (3444176 | 0 |095/89| 11| 0 |011]| 78 | 22| 0 |0.22

39 KA |9 |7 [31 3716242 8 [77 151068317 | 0 [0.17

40 D™A/
H®A |34|39|18| 9| 0 |102|83 |17 ]| 0 |017|87 | 13| 0 |0.13

Table 35: Conjugation profile of MAC-2 and KA, D" and H'®® mutants
EXAMPLE 26 Lambda/ kappa substitution

The LCA in hAbATest1 was substituted with LCk to determine whether this
increased the level, directionality and/or control of LC derivatization. The LCA /LCk
domain substitution hybrid constructs were generated using overlap PCR. The LVA
and LCk were PCR amplified using hAbATest and a kappa mAb light chain as
templates separately. These 2 PCR products were mixed as templates; hAbATest1
forward primer and LCk reverse primer were used in overlap PCR reaction to amplify
the full length hAbATest LV/LCk DNA. The hybrid antibody constructs were
transiently expressed in HEK 293 cells, and purified using protein A affinity column.
The purified antibodies were characterized using MS. The hAbATest LCk hybrid
bound to its cognate receptor similarly to the native mAb (hAbATest)(Table 36). SEQ
ID NOs:41, 42 and 43 are the light chain constant regions from hAbATest, hAbATest-
Ak (with AJ), and hAbATest-AkJ (with kJ).
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hAbATest1 Mutants LC SEQID NO: Receptor binding (ICse, NM)
hAbATest (CONTROL) 41 0.4
hAbATest-Ak 42 0.3
hAbATest-hkJ 43 0.3
Table 36: Antibody: Antigen binding of lambda / Kappa substitution
EXAMPLE 27 hAbATest1 mutants: motif modification

To establish whether the short motif “KH” was sufficient for MAC formation in
the corresponding region of the CLA, a mutant with simple sequence switch of
residues CLA'®'8 in hAbATest to place a histidine beside K'®” was made, hence
“K'¥7S'18H'8% pecame “K'®"H'®S"®” Mutants were generated following protocols
described in QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Mutations
were introduced by oligonucleotide primers and confirmed by DNA sequencing. The
mutated antibody constructs were transiently expressed in HEK 293 cells, and
purified using protein A affinity column. The purified antibodies were characterized
using MS. The hAbATest-S'®H/H"'®S (LC: SEQ ID NO:44) mutant bound to its
receptor as well as the parent hAbATest antibody did (Table 37).

hAbATest1 Mutants LC SEQID NO: Receptor binding (ICse, M)
hAbATest (CONTROL) 41 0.3
hAbATest-STH/H™S 44 0.4

Table 37: hAbATest-S"°H/H'™S
EXAMPLE 28 Conjugation profile of hAbATest1 mutants

Each antibody (hAbATest, hAbATest-Ak, hAbATest-AkJ and hAbATest-
S'8H/H'®s) was buffer exchanged to 20mM sodium acetate, 200m trehalose pH 5.5
at 20mg/ml. The proteins were then spiked with 60mM sodium phosphate pH 7.7.
SEQ ID NO:27/K"'-5PEG-PFP was resuspended with 50% propylene glycol and
mixed with the antibody at a 4.3:1 molar ratio and allowed to react overnight at room
temperature. All samples were diluted to 2mg/ml and analyzed as an intact
conjugated protein by size exclusion chromatography- mass spectrometry (SEC-MS)
to determine the number and quantitation of conjugate forms of the protein. This
technique measures the molecular weight of each protein form; multiple peptide
conjugation sites are observed as distinct signals separated by the mass difference
of a peptide. Relative quantitation of multiple peptide conjugation species is
performed by measuring the signal magnitude. Table 38 shows the overall level of
conjugation has been increased in the 2 LC-switched hybrids (Ak and AkJ — the

former includes a lambda J fragment, the latter includes a kappa J fragment). The
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conjugation level increases over the hAbATest control’s average CA, going from 1.66
to 2.19 (Ak) and 2.53 (AkJ) respectively. The mutant had little effect compared to the
native sequence, suggesting that “KH” motif alone is not sufficient for MAC
formation.

The extent of peptide conjugation was examined separately on the light and
heavy chains (Table 38). Each sample was denatured and disulfide bonds were
reduced using guanidine hydrochloride and dithiothreitol. The resulting free light and
heavy chains were analyzed using LCMS to determine the conjugation profile on
each. In the reduced analyses, the LC of native hAbATest has only 5% 1CA but this
jumps dramatically to 58% 1CA for hAbATest-Ak and 63% 1CA for hAbATest-AkJ.
The LC switch had little effect on the level of HC conjugation, which remained fairly
constant (except for AkJ, where HC conjugation increased moderately). Again, the
mutant had little effect compared to the native sequence, suggesting that “KH” motif

alone is not sufficient for MAC formation.

LC CA (%) Avg LC CA% Avg HC CA % Avg
SEQ CA CA- CA-
hAbATest | ID NO: LC HC
Mutants 0| 1| 2]|3]| a4 0|1 2 01| 2
41 10373711 | 6 [1.66
hAbATest 95| 5| 0|005|74|22] 4| 03
hAbATest- 42 3 1843|290 7 2109
AK 42|58| 0 |058|78 (22| 0 | 0.22
hAbATest- 43 2 [11 3436 | 17 [ 253
AkJ 33|(63| 4 |071|64 (36| 0| 0.36
hAbATest- 44
S"8H/H'®S 7 |34 |37|16| 6 |179]|82|18| 0 |018|79]|21] 0 | 0.21

Table 38: Conjugation profile of hAbATest mutants

The receptor binding attributes of these conjugated forms was also assessed
to determine the effect of conjugation with SEQ ID NO:27/K''-5PEG-PFP on the
ability of the conjugated antibodies to still bind to their receptor (Table 39).

SEQ ID NO:27 conjugated
hAbATest1 Mutants LC SEQID NO: Receptor binding (ICse, M)
hAbATest 41 1.7
hAbATest-Ak 42 1.5
hAbATest-AkJ 43 1.6
hAbATest1-S™°H/H™’S 44 1.6
Table 39: Antibody: Antigen binding of lambda at antibodies
EXAMPLE 29 MAC generation using different leaving groups

To investigate if the degree of activation and/or structure of the active ester
leaving group was important in defining the directional conjugation effect, a series of
alternatively activated ester analogs of SEQ ID NO:27-K'(SH)MAC-2PEG-PFP were
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synthesized. The distribution of the conjugate product was examined by MS of the
intact conjugates, and the degree of peptide addition to both the light and heavy
chains were also determined by MS following reduction of the intact conjugate and
separation of the light and heavy chains.

The structure and designations of the alternatively activated esters are shown
below.

The alternatively activated peptides were synthesized using the same strategies and
methods previously shown in Examples 1-3. Briefly, each activated group was
incorporated into a maleimide-2PEG-Z* linker, where Z* represented the new leaving
group replacing PFP. To synthesize the above compounds, a sample (30-40 mg) of
the purified ABP-thiol peptide (i.e. ABP with K(SH) as linking residue) was dissolved
in anhydrous DMF (2 ml). MAL-PEG2-Z* (20 mg) was added along with N-
methylmorpholine (5 mL). The reaction was stirred and monitored at RT by HPLC to
follow the time-course of product formation. The complete conversion of starting
peptide to activate-ester linked ABP product was observed within 2-6 hrs. The
solution was filtered and the product peak directly isolated by semi-preparative
HPLC. The products were isolated in yields ranging from approximately 30-50%,
after lyophilization.

The conjugation reactions were carried out under the standard conditions.
Briefly, the 2.12.1.fx antibody solution was prepared by diluting the 2.12.1.fx solution
with sodium phosphate, pH 7.7 to a final concentration of 0.06M. Separately, the
peptide solution was prepared by dissolving the peptide to 20 mg/ml in propylene
glycol, then diluting this solution to 10 mg/ml with water. For the conjugation reaction,
the peptide and antibody solutions were mixed at a 4:1 molar ratio for the prescribed
period. For the time-course studies, samples of the conjugation solution were
guenched at various time points by mixing a sample of the conjugation reaction with
a solution of 40 mM succinic acid, 200 mM glycine, pH 4.0 (1:1, v/v). Time-course of
the conjugation reactions were followed by HPLC. SEQ ID NO:27 was used as an

exemplary peptide.

A

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

0 (0]
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SEQ ID NO:27-K""-MAL-2PEG-Z*
Z11 212
Z1 Z2 Z3 Z4 zZ5 Z6 27 Z8 Z9 Z10
NH5 | 2HI

CA 2,34 | 2,36 | 2,36 | 2,6 2,4 57 NB2,3 [ 1,3 2,6- 1

PFP TFP TFP TCP | DCP | DCN DCQ DCI D 4ANP | DFP | NAP
0 3 32 17 100 81 38 73 34 20 41 50 100
1 34 45 43 0 19 45 25 40 36 42 39 0
2 51 20 30 0 0 16 2 18 31 15 11 0
3 12 3 11 0 0 2 0 5 12 3 0 0

Table 40: Reactive esters- intact conjugation at 24hrs

Table 40 shows the final product distribution of the intact conjugates 24 hrs
after initiation of the conjugation reaction. The results show that some of esters did
not react at all (Z4, Z12), others reacted sluggishly (e.g. Z5), while several gave
profiles approaching that of PFP (Z1) (e.g. Z3).
Conjugation kinetics

The rates of addition over time for each of the final conjugates are shown in
Tables 41, 42, 43 and 44. 0CA represents underivatized 2.12.1.fx antibody, whereas
1, 2 or 3CA represents additions of 1, 2 or 3 peptides to the 2.12.1.fx antibody at

each of the time periods examined.

0CA r4| 22 Z3 Z4 Z5 Z6 z7 Z8 29 210 [ Z11 [ Z12

NH5 | 2HI

time 234236 (236 |26 |24 |57 NB2,3 | 1,3 2,6- |1
(hr) PFP | TFP | TFP | TCP |DCP |DCN |DCQ |DCI |D 4NP | DFP | nap
0 84 97 | 94 100 [100 |100 | 100 |95 95 96 100 | 100
1 5 83 |58 100 [100 |95 |96 43 24 79 |93 |100
2 4 75 | 40 100 [100 |89 |93 42 20 67 |88 |100
4 4 62 |27 100 | 96 81 88 40 20 54 79 | 100
24 3 32 17 100 | 81 38 |73 34 20 41 50 | 100
Table 41: Conjugation Kinetics of different Z* groups yielding 0 CA

1CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 |26 | Z7 Z8 Z9 |(Z10 | 211 | Z12

NH5 | 2HI

time 234 1236|236(26 |24 |57 |NB23 |13 26- |1
(hr) PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D |4NP | DFP | nap
0 16 3 6 0 0 0 0 5 5 |5 0 0

1 38 17 |36 0 0 5 4 39 39 [21 |8 0

2 37 25 |45 0 0 11 7 39 38 [290 |12 o

4 33 34 |43 0 4 19 |12 |42 39 (37 |21 0

24 34 45 |43 0 19 |45 |25 |40 36 [42 |39 |o

Table 42: Conjugation kinetics of different Z* groups yielding 1 CA
2CA [Zn Z2 |z3 [z4 [z5 [ze6 |z7 |z8 Z9 |z10 [Z11 [ Z12

NH5 | 2HI

time 2341236(236|26 |24 |57 [NB23|[1,3 26- |1
(hr) PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D |4NP |DFP | nap
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 0

1 49 0 6 0 0 0 0 15 27 [0 0 0
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2 50 0 14 0 0 0 0 16 30 [4 0 0
4 52 4 25 0 0 0 0 15 29 [ 9 0 0
24 51 20 30 0 0 16 2 18 31 |15 11 0

Table 43: Conjugation Kinetics of different Z* groups yielding 2 CA
3CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 | Z6 z7 Z8 29 (210 (211 | 212
NH5 | 2HI

time 234(236(236(26 [24 |57 |NB23|13 26- |1
(hr) PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D |4NP | DFP | nap
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |o 0 0
1 8 0 0 0 0 0 0 3 11 |0 0 0
2 10 0 2 0 0 0 0 3 12 |0 0 0
4 12 0 5 0 0 0 0 4 12 |0 0 0
24 12 3 11 0 0 2 0 5 12 |3 0 0

Table 44: Conjugation kinetics of different Z* groups yielding 3 CA
Light and heavy chain distribution

The extent of peptide conjugation for each of the alternatively activated esters
was examined separately on the light and heavy chains. Each sample was
denatured and disulfide bonds were reduced using guanidine hydrochloride and
dithiothreitol. The resulting free light and heavy chains were analyzed using LCMS to
determine the conjugation profile on each. The peptide conjugation profile on the
light and heavy chain of 2.12.1.fx and mutants are shown in Table 45. Almost all of
the activated peptides listed in the table showed reduced conjugation level on light
chain compared to the compound using PFP (Z1), except 2,3,6-trifluorophenyl (Z3),
which showed a similar level of conjugation. Activated esters derived from N-
hydroxysuccinimde (NHS), i.e. N-Hydroxyl-5-norbornene-2,3-dicarboxylic acid imide
and 2-hydroxyl-isoindoline-1,3-dione (Z8 and Z9) showed a greater propensity for

heavy chain derivatization.

zZ |z Al Time course of conjugation adducts Reduced conjugation

Name Structure [separate 24 hr expt in bold] at 24 hr

Penta CA |0 1 2 |4 |24

Fluoro /O—Q—F LC |LC+ | L+
Phenyl X /N 0 84 5 4 4 3 1CA | 2CA
1 16 38 37 33 34 30 64 7

2 0 49 50 52 51

HC | HC+ | HC+
1CA | 2CA
94 6 -

3 0 8 10 12 12
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2 234 FF S— : . _ -
trifluoro- /O—@-F LC LC+ | L+
ohenyl | N 0 97 |83 |75 |62 |32 1cA | 20A
1 3 17 |25 |34 |45 59 |41 |-
2 0 0 0 2 20
HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 3 1ca | 2ca
94 |6 -
3 | 2.36- O
trifluoro- o@ CA |0 1 2 4 24 LC LC+ | L+
ohenyl | X ) 0 |94 |58 |40 (|27 |17 1CA | 2CA
1 6 |36 |45 |43 |43 0 |64 |7
2 0 6 14 |25 |30 HC | HC+ | HC+
1CA | 2¢cA
3 0 0 2 5 11
90 |10 |-
4 | 2,3,6- cl cl
trichloro 0 CA |0 1 2 4 24 LC [LC+ [ L+
-phenyl X o 0 100 {100 | 100 [ 100 | 100 1CA | 2CA
1 0 o o o o 9% |5 |-
2 |0 o o o 1o HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 0 1CA | 2CA
100 | - 5
5 |26 ]
dichloro- O@ CA |0 1 2 4 24 LC LC+ | L+
phenyl \/ o 0 100 | 100 | 100 |96 81 1CA | 2CA
1 0 0 0 4 19 89 1M -
2 |0 |0 0 jo |0 HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 0 1CA | 2CA
700 | - -
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6 | 2,4 DiCI Cl
CA |0 1 2 4 24 LC [ LC+ | L+
Napthal \/o & )-Cl
ene Y 0 100 |95 |89 |81 |38 1CA | 2CA
1 0 |5 |11 |19 |45 66 |34 |-
2 |0 o o o 16 HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 2 1CA | 2CA
95 |5 -
7 |5.7- ai
dichloro 0 al|CA |0 1 2 4 24 LC |[LC+ |L+
/
quinolin- | S W) 0 |100 |96 |93 |88 |73 1CA | 2CA
8-yl 1 0 4 7 12 25 92 8 )
2 0 0 0 0 2 HC [ HC+ | HC+
3 0 0 0 0 0 1CA | 2cA
95 |5 -
8 N- o)
Hydroxy O'w CA [0 [1 2 |4 |24 LC |LC+ [L+
I-5- X o 0 95 |43 |42 [40 |38 1CA | 2CA
norborn T |5 |89 |30 |42 |40 A S
ene-2,3-
dicarbox 2 0 15 16 15 18 HC HC+ | HC+
o 3 0 3 3 4 5 1CA | 2CA
ylic acid
imide 82 18 |-
9 | 2- [5)
hydroxyl O,N);D CA [0 1 2 4 24 LC |LC+ | L+
- X 4 0 95 24 20 20 20 1CA | 2CA
isoindoll 1T |5 |39 |38 [39 |36 7030 -
ne-1,3-
o 2 0 27 |30 |29 |31 o Thcr THcs
3 0 M |12 |12 |12 1CA | 2CA
50 |50 |-




10

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
129
" 2h::; \/O—O_Noz CA [0 1 2 4 24 LC |LC+ | L+
0 96 [79 |67 [54 |41 1CA | 2CA
1[5 |21 |20 |37 |42 68 |32 |-
N U O L - HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 3 1CA | 2¢cA
92 |8 -
1| 2,6- F
difluorop \/Oj@ CA 0 1 2 4 24
henyl F 0 100 |93 |88 [79 |50
1 0 8 12 |29 |39
2 0 0 0 0 11
3 0 0 0 0 0
12 [ 1-
naphthy| \/o CA |0 1 2 4 24
0 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0

Table 45: Summary of activated ester results. Some data also presented in
Tables 40-44.
EXAMPLE 30

Further examples of alternatively activated esters are shown in Table 45. The

time-course of conjugation of several analogs of PFP esters were examined. By

decreasing the number and position of the fluorine groups in PFP, less reactive

active ester forms can be synthesized and investigated. 2,3,5,6-tetrafluorophenyl

ester and 2,4,6-trifluorophenyl ester were both tested after conjugation to SEQ ID

conjugated to SEQ ID NO:27-K"'-5PEG-PFP.

NO:27-K11(SH)MAC-2PEG-PFP. 1-hydroxyl-pyrrolidine-2,5-dione (NHS) was




10

WO 2012/007896 PCT/IB2011/053092
130
el
z* OIO
O—/_<\O OH
~ ot
o L A
S °
)I\Q-K—Y-Q-P—L—D-E-K-D—K—T—L-Y—D-Q(-)F—M-L-Q-Q-G-NHZ )l\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NHZ
SEQ ID NO:27-K"(SH)MAC-2PEG-PFP SEQ ID NO:27-K"'-
5PEG-PFP

After 2 hrs conjugation, these less activated forms gave lower overall
conjugation to 2.12.1.fx than PFP. NHS group also showed lower overall
conjugation. NHS and PFP-containing peptides were conjugated to 2.12.1.fx. The
reduced forms were analyzed to see the distribution at 2 hrs. PFP showed a much
greater propensity for light chain derivatization (77% overall to LC, only 6% to heavy)
compared to 1-hydroxyl-pyrrolidine-2,5-dione (NHS) (31% overall to LC, but 34%
overall to heavy).

Name Structure CAat2hr Active esters- reduced analysis of
conhjugation at 2hr
1 Penta NS
Fluoro OAQ_F CA | 2hr
Phenyl | X =X o T3 LC [LC+ |LC+ |HC |HC+ | HC+
1CA | 2CA 1CA | 2CA
1 40
23 |72 5 94 |6 0
2 42
3 14
4 1
13 | 1- Q
hydroxy CA |2hr
I- o-N 5 5 LC |LC+ |LC+ | HC | HC+ | HC+
pyrrolidi \/ 1CA | 2CA 1CA | 2CA
ne-2 5- o] 70 | 28 3 66 | 31 3
; 1 44
dione
2 24
(NHS)
3 12
4 3
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N F. F
HE R
Iropheny \/ F : 0 21
1 44
2 29
3 5
4 2
_ F,
* tzr}gf)ro OQF CA |2hr
phenyl | . 0 |80
1 27
2 2
3 0
4 0

Table 46: Alternatively activated esters- further examples

Compounds Z1-Z15 represent a variety of different structural types of active
ester. It is enlightening to consider the series of fluorinated aromatic active esters,
which have a different number and pattern of substitution of fluorine atoms around
the aromatic ring (compounds Z1, Z2, Z3, Z11, Z14 and Z15) and consider how their
structure influences their reactivity and propensity for protein derivatization. The
kinetics of the antibody-conjugation of these derivatives can be conveniently
compared at the 2 hr time-point, when the pentafluorophenyl (Z1) reaction has gone
to completion. With an increasing level of fluorine substitution around the ring, there
is an increasing level of overall conjugation and a concomitant decrease in
unreacted antibody. The rate of reaction is directly related to the pKa of the
fluorinated phenol leaving group, with the most acidic phenols giving higher reaction
rates. The rates of conjugation are Z1>214>723>215>72>711. The subtle effects of
the fluorine substitution patterns can be seen by comparing compounds Z2, Z3 and
Z15.

The structure of the active ester also significantly affected the directionality of
the conjugation reaction. In general, the fluorinated aromatic esters showed a
marked propensity towards light chain derivatization (principally CLk-K'®® as
previously mentioned). In contrast, several esters based on N-hydroxysuccinimide
derivatives (Z8, Z9 and Z13) showed less preference, with often greater levels of

heavy chain derivatization observed.
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EXAMPLE 31

The rate of conjugation between MAC-1 (PEG-2-maleimide-
mercaptopropionyl linker between the peptide and PFP activating group) and MAC-2
(straight-chained PEG-5 linker between the peptide and PFP activating group) was
assessed. Table 47 compares these activated peptides to 2.12.1x. The results show
that the activated peptides behave very similarly in terms of the rate and extent of

derviatization, despite their slightly different linker structures.

MAC-2 MAC-1

Intact time OCA |1CA |2CA |3CA [4CA | OCA |1CA |[2CA |[3CA |4CA
(min)

0 72 27 1 0 0 82 18 1 0 0
10 26 56 17 1 0 29 49 20 2 0
20 13 53 29 5 0 15 47 33 5 0
30 9 51 32 8 1 9 43 40 8 0
40 7 45 39 9 1 8 41 41 8 2
50 6 43 39 11 1 7 41 42 9 2
60 5 41 40 11 2 6 36 45 11 2
70 4 40 40 14 2 6 35 46 11 2
80 3 38 44 14 2 5 36 47 10 2
90 4 37 45 13 1 6 35 46 12 2
100 4 40 41 13 2 6 35 46 11 2
110 3 40 42 14 1 6 34 46 12 3
120 4 37 44 13 1 5 35 46 12 2

Table 47: Comparison of conjugation between MAC-1 and MAC-2
EXAMPLE 32 Effect of linker length

The effect on the final conjugate distribution profile of having different lengths
of linker was examined. Compounds were synthesized with different PEG length
linkers joining the peptide to the PFP group. The results for the addition to 2.12.1.fx
of 0, 1, 2, 3 and 4 peptides are summarized in Table 48. Overall, changing the length

of the PEG linker had generally little effect on the distribution of conjugates obtained.
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Y=
i
n CA (%)

n 0 1 2 3 4
2 8 | 39 | 44 8 | o©
3 6 | 34 | 47 | 10 | 2
> 4 | 37 | 44 | 13 | 1
! 4 | 35 | 49 | 11| 0
o 3 | 28 | 49 | 19 | 2,
13 3 | 3@ | s4 [ 10| o
7 6 | 37 | 51 7 | o
21 4 | 43 | 45 5 | 2
25 1 | 44 | 38 7 | o

Table 48: Effect of linker length
EXAMPLE 33: Conjugation of alternative peptide sequences

PCT/IB2011/053092

A Yoo

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

fo) e}

Structure of Example 32 compounds.

To confirm the applicability of the invention across other peptide sequences,
SEQ ID NO:60 and SEQ ID NO:61 (Test-peptides-1, and -2) were conjugated. SEQ
ID NOs:60 and 61 were subjected to conjugation with 5-PEG-PFP and then the
2.12.1.fx antibody under conditions previously optimized for reaction with SEQ 1D
NO:27-K''-5PEG-PFP. The results of analysis of the conjugation profile and LC/HC
conjugation are shown in Table 49. SEQ ID NO:60 and SEQ ID NO:61 both showed
directional conjugation to the light chain. On further analysis of the LC/HC

distributions, similar profiles to that of MAC-2 were observed, with around 70% LC

derivatization and less than 10% on the HC.

% CA

LC %CA HC %CA
SEQ [0 [ 1] 23] 4
ID NO: e |55 The | 91 Y
27 2245 |73 | 22 | e 1 11 1911 o ]
60 [11]39] 4| 8 [ 0 | 3 | 68 | - | o5 | 5 -
61 |8 35|48 | 10| 0 | 29 | 71 o | & -

Table 49: Conjugation profile of SEQ ID NO 60 and SEQ ID NO:61

F

Ty

F
F

O,

by

)I\G-R-G-D-S-P-K-NHQ

)kD—V—P—K—S—D—QrFVV—G—L—M—NHZ
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SEQ ID NO:60/K"-5PEG-PFP SEQ ID NO:61/K*-
5PEG-PFP
EXAMPLE 34:

Peptide mapping experiments were performed on a range of
protein/conjugate combinations for the purpose of confirming the important
parameters that lead to directional conjugation at K'®® on antibody light chains. Table
50 lists the results of the peptide mapping experiments performed. For each study
parameter, the peptide mapping procedure described earlier was used. “***”
indicates a high level of directional conjugation to K'®8-CLk. “**” and to a lesser

kedy

extent, “”, indicates directional conjugation is still observed, but may show
differences, such as slower reaction conditions, less overall conjugation, or
averaging at one light chain only, and so may be more suitable to special
circumstances, such as generating MACs with between 0.5 and 1.5 peptide per

antibody (for example).“-” indicates that these reaction conditions did not appear
favorable towards directional conjugation at K'®-ClLk.

As K'8_CLk was observed in MAC-2 to be the location of directional
conjugation, peptide mapping studies on alternative parameters focused on this
location. Detailed peptide mapping data for each study parameter is not included, but
significant conjugation levels at other K residues was not observed, and
observations of other MACs were consistent with directional conjugation at K'®-CLk.

K'®R and K'®A mutations of 2.12.1.fx resulted in the loss of directional
conjugation at this site; suggesting an essential role for this specific residue. K'®R,
and K'*°A mutations did not hinder directional conjugation to K'®®, and may even
enhance it. Of the other study parameters examined, at least a portion of the sub-
type of light chain constant region was observed to have a significant impact on
directional conjugation; at least a portion of the light chain sub-type kappa was
determined to be necessary. Conjugation onto a lambda light chain sub-type (using
an exemplary A containing antibody, hAbATest1), did not demonstrate directional
conjugation. When the LCA of hAbATest1 was mutated to a LCk, directional

conjugation at K'®® was recovered.
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Antibody LC Mutations/ SEQ Linker z* Directional
Differences ID NO conjugation
Vs MAC1/2
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | PFP ok k
2.12.1.fx K 27 5PEG PFP K
2.12.1.fx Fab | k 27 5PEG PFP ok k
h38C2-1gG1 | « 27 5PEG PFP ok k
h38C2-19G2 | 27 5PEG PFP k%
hAbATest A K™ESH 27 5PEG PFP -
hAbkTest1 | k 27 5PEG PFP ok k
hAbkTest3 | k 39-mer | 5PEG PFP xRk
hAbATest | Ak 27 5PEG PFP EEE
hAbATest | AkJ 27 5PEG PFP ok
2.12.1.fx K KR 27 5PEG PFP -
2.12.1.fx K K™R 27 5PEG PFP ok k
2.12.1.fx K K™®R/R™R 27 5PEG PFP -
2.12.1.fx K DA 27 5PEG PFP *
2.12.1.fx K KA 27 5PEG PFP -
2.12.1.fx K H™A 27 5PEG PFP -
2.12.1.fx K K™°A 27 5PEG PFP *
2.12.1.fx K DTA/H™A 27 5PEG PFP -
hAbATest1 A S™H/H™’S 27 5PEG PFP -
2.12.1.fx K 39-mer | 5PEG PFP EEE
2.12.1.fx K 60 | 5PEG PFP ok
2.12.1.fx K 61 | 5PEG PFP ok k
h38C2-19G2 |k 39-mer | 5PEG PFP ok k
2.12.1.fx Fab | k biotin | 5PEG PFP EEE
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | PFP ok
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,34 TFP (2) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,3,8 TFP (3) %
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,3,86 TCP (4) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,6 DCP (5) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,4 DCN (6) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 5,7 DCQ (7) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | NH-5-N2,3DlI (8) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2Hi1,3 DIO (9) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 4NP (10) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,6 DFP (11) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG NAP (12)
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 1HP 2,5D (13)
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | 2,3,56 TFP (14) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,48 TFP (15) %
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG Squarate *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG AZD *
2.12.1.fx K 27 PEG 2-17 | PFP ok k
2.12.1.fx K 27 PEG 17-21 | PFP %
2.12.1.fx K 27 PEG 25 PFP *

Table: 50: Summary of directional conjugation at K"*°CLk

The invention thus has been disclosed broadly and illustrated in reference to
representative embodiments described above. Those skilled in the art will recognize
that various modifications can be made to the present invention without departing
from the spirit and scope thereof. All publications, patent applications, and issued

patents, are herein incorporated by reference to the same extent as if each individual
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publication, patent application or issued patent were specifically and individually
indicated to be incorporated by reference in its entirety. Definitions that are contained
in text incorporated by reference are excluded to the extent that they contradict
definitions in this disclosure.

It is appreciated that certain features of the invention, which are, for clarity,
described in the context of separate embodiments, may also be provided in
combination in a single embodiment. Conversely, various features of the invention
which are, for brevity, described in the context of a single embodiment, may also be
provided separately or in any suitable sub-combination.

It is specifically contemplated that any limitation discussed with respect to one
embodiment of the invention may apply to any other embodiment of the invention.
Furthermore, any composition of the invention may be used in any method of the
invention, and any method of the invention may be used to produce or to utilize any
composition of the invention. In particular, any aspect of the invention described in
the claims, alone or in combination with one or more additional claims and/or
aspects of the description, is to be understood as being combinable with other
aspects of the invention set out elsewhere in the claims and/or description and/or
sequence listings and/or drawings

In so far as specific examples found herein do not fall within the scope of an
invention, said specific example may be explicitly disclaimed.

The use of the term "or" in the claims is used to mean "and/or" unless
explicitly indicated to refer to alternatives only or the alternative are mutually
exclusive, although the disclosure supports a definition that refers to only alternatives
and "and/or." As used herein the specification, "a" or "an" may mean one or more,
unless clearly indicated otherwise. As used herein in the claim(s), when used in
conjunction with the word "comprising, "the words "a" or "an" may mean one or more
than one. As used herein "another"” may mean at least a second or more. Unless
otherwise defined herein, scientific and technical terms used in connection with the
present invention shall have the meanings that are commonly understood by those
of ordinary skill in the art. Further, unless otherwise required by context, singular
terms shall include pluralities and plural terms shall include the singular. The words
“‘comprises/comprising” and the words “having/including” when used herein with
reference to the present invention are used to specify the presence of stated

features, integers, steps or components but does not preclude the presence or
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addition of one or more other features, integers, steps, components or groups

thereof.

SEQUENCE LIST

SEQ | Description Sequence

ID:

1 Heavy Chain 2.12.1 See Figure 1

2 Light Chain 2.12.1 See Figure 1

3 Heavy Chain 2.12.1.fx | See Figure 1

4 Light Chain 2.12.1.fx | See Figure 1

5 CH 2.12.1 & 2.12.1.fx | See Figure 1

6 Consensus VH 2.12.1 & | QxQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSG
2.12.1.fx. x*=V/A STRDYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRDGVETTFYYYYY

GMDVWGQGTTVT

7 VHCDR1 2.12.1/2.12.1.fx GFTFSDYYMS

8 VHCDR2 2.12.1/2.12.1.fx | YISSSGSTRD YADSV

9 VHCDR3 2.12.1/2.12.1.£x | DGVETTFYYY YYGMDV

10 | VHFRL 2.12.1/2.12.1.fx | QxQLVESGGG LVKPGGSLRL SCAAS [x°= V/a]

11 | VHFRL 2.12.1.fx QVQLVESGGG LVKPGGSLRL SCAAS

12 | VHFRZ 2.12.1/2.12.1.fx WIRQAPGKGL EWVS

13 | VHFR3 2.12.1/2.12.1.fx KGRFTISRDN AKNSLYLQMN SLRAEDTAVY YCVR

14 | VHFR4 2.12.1/2.12.1.fx WGQGTTVT

15 | Human CLx 1-106 TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
K% is bold & underlined | TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

16 |[CL 2.12.1 and 2.12.1.fx | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTXTCRASQDIRRDLGWYQQOKPGKAPKRLIYAASRLQ
x"=I/F x'"=K/I SGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNNYPRTFGQGTKLVIXR

17 |VLCDRI 2.12.1/2.12.1.fx | CRASQDIRRD LGW

18 |VLCDR2 2.12.1/2.12.1.fx | IYAASRL

19 |VLCDR3 2.12.1/2.12.1.fx | LQHNNYPRT

20 |VLFR1 2.12.1/2.12.1.fx DIQMTQSPSS LSASVGDRVT xT [X**=I/F]

21 | VLFRRL 2.12.1.£x DIQMTQSPSS LSASVGDRVT IT

22 | VLFR2 2.12.1/2.12.1.£x YQQKPGKAPK RL

23 | VLFR3 2.12.1/2.12.1.fx QSGVPSRFSG SGSGTEFTLT ISSLQPEDFA TYYC [x°=K/1]

24 VLFR4 2.12.1/2.12.1.fx FGQGTKLVIxR

25 | 2.12.1.fx VLFR4 FGQGTKLVIK R

26 | ABP X2=AcK X9=AcK/L QXYQPLDExD KTLYDQFMLQ QG

27 | ABP X2=AcK X9=AcK QxYQPLDExD KTLYDQFMLQ QG

28 | aBP X2=aAck QxYQPLDELD KTLYDQFMLQ QG

29 | ABP X2=AcK X11l=AcK QXYQPLDEKD xTLYDQFMLQ QG

30 | ABP X2=AcK X1l=AcK QxYQPLDELD xTLYDKFMLQ QG

31 | ABP X2=AcK X1l=AcK QxYQPLDELD xTLYDQFKLQ QG

32 | ABP X2=AcK X1l=AcK QxYQPLDELD xTLYDQFMKQ QG

33 2.12.1.fx KR LC

34 2.12.1.fx KR LC

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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35 |2.12.1.fx K'°R/K°R LC

36 2.12.1.fx DA LC

37 2.12.1.fx KA LC

38 2.12.1.£fx H™a LC

39 2.12.1.fx KA LC

40 | 2.12.1.fx D A/H'™A LC

41 | habATest LC Light FGGGTQLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD

chain constant region

SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTV

(lambda) APTECS
42 | nabATest-Ax FGGGTQLTVLRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREARVQWRVDN
ALQSGNSQESVTEQDSRDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTR
SFNRGEC
43 | hAbATest-AxJ FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC
44 | hAbATest S'°°H/H™°S FGGGTQLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD
SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKHSRSYSCQVTHEGSTVEKTV
APTECS
45 | hCLx 1-106 X°= any AA | TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNXLQSGNSQESV
notP x**=v/a x%=L/v TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHXXYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
46 | Human CLx 1-106 TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNXLQSGNSQESV
x*5=v/a x¥=L/V TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKxYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
47 | Human CLx 1-106 TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESV
X*? zany aa except p TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHXVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
48 Human CLA See Figure 18
49 mCLx See Figure 18
50 2.12.1.£fx Fab HC See Figure 1
51 h38C2-IgGl LC See Figure 18
52 h38C2-IgGl HC See Figure 18
53 h38C2-IgG2 LC Ag SEQ ID NO:51
54 | h38C2-Ig@2 HC:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMSWVRQSPEKGLEWVSEIRLRSDNYATHYAESVKGRFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTGIYYCKTYFYSFSYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLN
GKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
55 VL h38C2 See Figure 18
56 VH h38C2 See Figure 18
57 VL m38C2 See Figure 18
58 VH m38C2 See Figure 18
59 (Gly, Ser); GGGEGSGGGG SGGGGS
60 Test peptide-1 GRGDSPK
1 Test peptide-2 DVPKSDQFVG LM

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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Claims
1. A multifunctional antibody conjugate (MAC) comprising
(i) an antibody or antigen binding portion thereof, comprising at least a
fragment of a light chain constant kappa region (CLk) comprising K'®®
according to Kabat numbering;
(i) a linker comprising the formula X-Y-Z, wherein Z is a group is
covalently connected to the antibody through the side chain of K'®, Y is
a linear or branched biologically compatible connecting chain, and X is
a group covalently connected to at least one Effector Moiety, and
pharmaceutically acceptable salts, stereoisomers, tautomers, solvates,
and prodrugs thereof.
The MAC as claimed in claim 1, further comprising H'®-CLk.
The MAC as claimed in any preceding claim, further comprising D'*'-CLk.
The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the CLk region
comprises at least residues 62-103 of SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:46 or SEQ ID NO:47.
5. The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the CLk region
comprises at least residues 1-106 of SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:45, SEQ ID
NO:46 or SEQ ID NO:47.

6. The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the Effector Moiety is
only conjugated to the MAC at K'® CLk.
7. The MAC as claimed in any one of claims 1-5, wherein the Effector Moiety is

conjugated to the MAC at K'® CLk on at least one light chain, and at one
other location on the antibody.

8. The MAC as claimed in any one of claims 1-5, wherein the Effector Moiety is
conjugated to the MAC at K'® CLk on at least one light chain, and at two
other locations on the antibody.

9. The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the Effector Moiety is
conjugated to CLk K'® on both light chains.

10. The MAC as claimed in any one of claims 1-8, wherein the Effector Moiety is
conjugated to CLk K'® on one light chain only.

11. The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the Effector Moiety is a

therapeutic agent, protein, peptide, nucleic acid, aptamer, small molecule,
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protein agonist, protein antagonist, metabolic regulator, hormone, toxin,
growth factor, or diagnostic agent.

The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the at least one Effector
Moiety is a protein or peptide.

The MAC as claimed in claim 12, wherein the X group of the linker is
covalently attached to the amino terminus, carboxyl terminus, or side chain of
a peptide-linking residue in the protein or peptide.

The MAC as claimed in claim 13, wherein the peptide-linking residue is
selected from the group consisting of K, R, C, T, Y, S, Dap, Dab, K(SH), and
homologs of K and C.

The MAC as claimed in claim 14, wherein the linking residue is K.

The MAC as claimed in any preceding claim, wherein Y, X-Y, Y-Z, or X-Y-Z is

selected from the group consisting of:
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wherein m, n and j are each independently a range whose lower limits are
selected from the group consisting of 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, and 20, and whose upper limit is selected from the
group consisting of 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, and 30, and wherein the overall length
of the linker does not exceed 200 atoms.

17.  The MAC as claimed in any preceding claim, comprising the formula:

(0] @]
Ao~ K ECLK
Effector Moiety-LR O n H
" j
3

wherein K'®-CLk is a covalent link to the side chain of said K'®®-CLk, Effector
Moiety-LR is a covalent link to the Effector Moiety, and m, n and j are each
independently a range whose lower limits are selected from the group
consisting of 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
and 20, and whose upper limit is selected from the group consisting of 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, and 30, and wherein the overall length of the linker does not
exceed 200 atoms.

18. The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the overall length of the
linker does not exceed 150 atoms.

19.  The MAC as claimed in claim 18, wherein the overal length of the linker does
not exceed 100 atoms.

20. The MAC as claimed in claim 19, wherein the overall length of the linker does

not exceed 60 atoms.
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The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the antibody is selected
from the group consisting of, Rituximab, Cetuximab, Infliximab, Adalimumab,
Natalizumab, Omalizumab, Ranibizumab, and Palivizumab.

The MAC as claimed in any one of claims 1-20, wherein the antibody is a
catalytic aldolase antibody.

The MAC as claimed in claim 22, wherein the antibody is a full length
antibody, Fab, Fab’, F(ab’)z, Fy, dsFy, scFy, Vu, diabody, or minibody
comprising Vn and V. domains from h38c2.

The MAC as claimed in claim 22, wherein the antibody comprises SEQ 1D
NO:51 and SEQ ID NO:52, or SEQ ID NO:53 and SEQ ID NO:54.

The MAC as claimed in any one of claims 1-19, wherein the antibody
comprises a HC region comprising SEQ ID NO:5, a VH region comprising
SEQ ID NO:6, a VL region comprising SEQ ID NO:16, and a CL region
comprising one of SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID
NO:47.

The MAC as claimed in claim 25, wherein the antibody comprises SEQ 1D
NO:3 and SEQ ID NO:4.

The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the Effector Moiety is an
AngZ2 binding peptide.

The MAC as claimed in any preceding claim, wherein the Ang2 binding
peptide comprises a sequence selected from the group consisitng of SEQ ID
NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ
ID NO:31, and SEQ ID NO:32.

The MAC as claimed in claim 28, wherein the Ang2 binding peptide comprises
SEQ ID NO:27.

The MAC as claimed in claim 29, wherein the peptide linking residue is K" of
SEQ ID NO:27.

The MAC as claimed in claim 30, comprising the structure:
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wherein K'®-CLk is a covalent link to the side chain of the said K'®*-CLk, and
the antibody comprises SEQ ID NO:3 and SEQ ID NO:4.

32. A composition comprising the MAC as claimed in any preceding claim,
wherein at least about 50% of the Effector Moiety in the composition or
sample is conjugated to K'®-CLk.

33.  The composition as claimed in claim 32, wherein at least about 60% of the
Effector Moiety in the composition or sample is conjugated to K'®®-CLk.

34. The composition as claimed in claim 32, wherein at least about 70% of the
Effector Moiety in the composition or sample is conjugated to K'®®-CLk.

35. The composition as claimed in claim 32, wherein at least about 80% of the
Effector Moiety in the composition or sample is conjugated to K'®®-CLk.

36. A composition comprising the MAC as claimed in any one of claims 1-31,
wherein at least about 50% of the antibody comprises an Effector Moiety
covalently attached to K'®®-CLk.

37.  The composition as claimed in claim 36, wherein at least about 60% of the
antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to K'®®-CLk.

38.  The composition as claimed in claim 36, wherein at least about 70% of the
antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to K'®®-CLk.

39. The composition as claimed in claim 36, wherein at least about 80% of the
antibody comprises an Effector Moiety covalently attached to K'®®-CLk.

40. A composition comprising the MAC as claimed in any one of claims 1-31,
wherein at least about 70% of the heavy chain molecules are unconjugated
with the Effector Moiety.

41.  The composition as claimed in claim 40, wherein at least about 80% of the
heavy chain molecules are unconjugated with the Effector Moiety.

42.  The composition as claimed in claim 41, wherein at least about 90% of the

heavy chain molecules are unconjugated with the Effector Moiety.
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A composition comprising the MAC as claimed in any one of claims 1-31,
wherein the amount of individual light chain fragments that comprise a single
conjugation site for the Effector Moiety is between about 25 and 95%.

A composition comprising the MAC as claimed in any one of claims 1-31,
wherein the number of conjugations per antibody is between about 0.5 and
about 5.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 0.5 and about 3.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 0.5 and about 1.5.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 1.5 and about 5.0.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 1.5 and about 3.0.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 1.5 and about 2.5.

The composition as claimed in claim 44, wherein the number of conjugations
per antibody is between about 1.7 and about 2.3.

A method for preparing the multifunctional antibody conjugate (MAC) as
claimed in any one of claims 1-31, or a composition as claimed in any one of
claims 32-50, comprising a conjugation reaction comprising covalently
attaching the Effector Moiety to a linker terminating in a leaving group Z* of

the formula:

YCH,

where R is F or Cl, h=2, 3, 4 or 5 and reacting the Effector Moiety-Linker-Z*
complex so formed with the antibody.

The method as claimed in claim 51, wherein R is F.

The method as claimed in any one of claims 51-52, wherein h= 3, 4 or 5.
The method as claimed in any one of claims 51-53, wherein Z* is selected

from the group consisting of:

PCT/IB2011/053092
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The method as claimed in any one of claims 51-54, wherein h=4 or 5.
The method as claimed in any one of claims 51-55, wherein Z* is of the

formula:

F

\/o F
F F

!
The method as claimed in any one of claims 51-56, wherein the ratio of
Effector Moiety:antibody is between about 1:1 to about 15:1.

The method as claimed in claim 57, wherein the ratio is between about 2:1 to
about 5:1.

The method as claimed in claim 57, wherein the ratio is between about 3:1 to
about 6:1.

The method as claimed in claim 57 wherein the ratio is between about 3.5:1
and about 5:1.

The method as claimed in claim 57, wherein the ratio is between about 5:1
and about 15:1.

The method as claimed in claim 57, wherein the ratio is between about 5:1
and about 7:1.

The method as claimed in any one of claims 51-62, wherein the antibody
concentration during the conjugation reaction is between about 1 and about
100 mg.ml™.

The method as claimed in any one of claims 51-62, wherein the antibody
concentration during the conjugation reaction is at least about 5 mg.ml'1.

The method as claimed in any one of claims 51-62, wherein the antibody

concentration during the conjugation reaction is at least about 10 mg.ml'1.
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The method as claimed in any one of claims 51-62, wherein the antibody
concentration during the conjugation reaction is between about 5 and about
50 mg.ml™.

The method as claimed in any one of claims 51-66, wherein the reaction is
carried out at a temperature between about 4°C and about 40°C.

The method as claimed in any one of claims 51-66, wherein the reaction is
carried out at a temperature between about 4°C and about 30°C.

The method as claimed in any one of claims 51-66, wherein the reaction is
carried out at a temperature between about 15°C and about 25°C.

The method as claimed in any one of claims 1-69, wherein the reaction takes
place at a pH of between about 6 and about 9.

The method as claimed in any one of claims 1-69, wherein the reaction takes
place at a pH of between about 6.5 and about 8.

The method as claimed in any one of claims 51-71, wherein the antibody
comprises a CLA region, further comprising the initial step of substituting a
corresponding portion of the CLA region (according to Kabat numbering) with
at least residues 62-103 of SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or
SEQ ID NO:47.

The method as claimed in claim 72, wherein the corresponding CLA region of
the antibody is substitute with at with at least residues 1-106 of SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 or SEQ ID NO:47.

A MAC produced by the method as claimed in any one of claims 51-73.

A composition comprising the MAC as claimed in claim 74.

A pharmaceutical composition comprising the MAC as claimed in any one of
claims 1-31, or claim 75, or a pharmaceutical composition as claimed in any
one of claims 32-50, and further comprising an acceptable carrier.

The pharmaceutical composition as claimed in claim 76, further comprising
one or more compound selected from the group consisting of 5-flurouracil,
irinotecan, oxilaplatin, cetuximab, sunitinib, and rituximab.

A method of inhibiting or reducing angiogenesis or treating or preventing a
disease or symptom associated with an angiogenic disorder comprising
administering to a patient a therapeutically effective dose of a pharmaceutical
composition as claimed in any one of claims 76-77.

The method as claimed in claim 78, wherein the disease is cancer.
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80. The method as claimed in claim 79, wherein the cancer is cancers of the lung
(NSCLC and SCLC), the head or neck, the ovary, the colon, the rectum, the
prostate, the anal region, the stomach, the breast, the kidney or ureter, the
renal pelvis, the thyroid gland, the bladder, the brain, renal cell carcinoma,
carcinoma of, neoplasms of the central nervous system (CNS), primary CNS
lymphoma, non-Hodgkins’s lymphoma, spinal axis tumours, carcinomas of
the, oropharynx, hypopharynx, esophagus, pancreas, liver, gallbladder and
bile ducts, small intestine, urinary tract; or lymphoma, lung cancer (NSCLC
and SCLC), breast cancer, ovarian cancer, colon cancer, rectal cancer,
prostate cancer, cancer of the anal region or a combination of one or more of

the foregoing cancers.
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1

CONJUGADOS DE ANTICUERPOS MULTIFUNCIONALES

Antecedentes

El desarrollo de agentes terapéuticos bifuncionales tiene un gran potencial para
aumentar las estrategias de terapia de combinacion. Un agente terapéutico bifuncional
puede proporcionar el beneficio de una terapia de combinacién modulando 2 rutas
diferentes con una entidad terapéutica. Ademas, los agentes terapéuticos bifuncionales
también pueden beneficiarse de sinergias entre rutas y demostrar una actividad
aumentada en comparacion con agente monofuncionales. Ademas, los agentes
terapéuticos bifuncionales pueden proporcionar beneficios en términos de costes de
fabricacion, almacenamiento y envio reducidos, asi como reducir el numero de terapias
administradas al paciente y simplificar los regimenes de dosificacion.

El IGF1R es una proteina heterotetramérica transmembrana que tiene dos
cadenas a extracelulares y 2 cadenas § transmembrana en una configuracién unida por
disulfuro (B-a-a-B). EI IGF1R se une al IGF1 con gran afinidad. El IGF1 es un péptido de
70 aminoacidos que se produce principalmente por el higado en respuesta a la
estimulacién por hormona del crecimiento, pero puede sintetizarse por casi cualquier
tejido en el cuerpo y circula en suero a concentraciones de 100-200 ng/ml. La
sefalizacion de IGF1R puede desempefiar un papel en multiples tipos tumorales y esta
especificamente implicada en el cancer pulmonar. Por ejemplo, niveles plasmaticos
elevados de IGF1 se asocian con un riesgo aumentado de cancer pulmonar. Ademas,
IGF1, IGF2 e IGF1R se expresan por células pulmonares normales pero se
sobreexpresan por células de cancer pulmonar. La senalizacién de IGF1R también se ha
implicado en el cancer de mama, cancer de prostata, cancer colorrectal, sarcoma,
mieloma multiple y otros tumores malignos. Los documentos WO002053596,
W02005016967, WO2005005635 y WO2009032145 desvelan anticuerpos contra IGF1R
y porciones de unién a antigeno de los mismos.

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

angiogénicos, las células endoteliales en estos vasos inestables proliferan y migran para
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formar nuevos vasos sanguineos.

Aproximadamente el 50 % de los pacientes con tumores sélidos tienen una
expresion aumentada de Ang2, pero los niveles de Ang2 en tejidos cancerosos son muy
variables. Una mayor expresion de Ang2 esta claramente correlacionada con una escasa
supervivencia, enfermedad en fase posterior y canceres mas invasivos. También se ha
correlacionado una menor proporciéon entre Ang1 y Ang2 con un mal pronostico para
cancer de ovario. Se describe que la expresion de Tie2 esta regulada positivamente en el
carcinoma hepatocelular, astrocitomas, sarcoma de Kaposi, angiosarcoma cutaneo y
carcinoma pulmonar no microcitico. Tie2 se sobreexpresa en los vasos sanguineos de
muchos tumores. Los monocitos que expresan Tie2 contribuyen a la formacién de vasos
sanguineos tumorales. Datos recién publicados demuestran que el secuestro de Ang2
especificamente puede inhibir el crecimiento tumoral y provocar la regresién de tumores
en fase determinada. EI documento WO2008056346 desvela péptidos de unién a Ang2.

Dirigirse tanto a IGF1R como a Ang2 en la misma terapia puede mostrar ser una
herramienta eficaz para los oncélogos la usen en multiples entornos de tratamiento.
Dichas estrategias se han postulado (por ejemplo, en los documentos W02009088805 y
W02010040508), pero ninguna se ha autorizado hasta la fecha. Por lo tanto, existe la
necesidad de proporcionar terapias oncoldgicas alternativas que se dirijan tanto a IGF-
1R como a Ang2.

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

Sumario de la Invencion

La presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpo multifuncional
(MAC), que comprende un anticuerpo o porciéon de union a antigeno del mismo
conjugado con al menos un Resto Efector, y sales farmacéuticamente aceptables,
estereoisdmeros, tautdmeros, solvatos y profarmacos del mismo. La invenciéon también
proporciona composiciones farmacéuticas y muestras que comprenden MAC de la
invencion.

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

La presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpo multifuncional
(MAC), que comprende un anticuerpo anti-IGF1R o porcion de unién a antigeno del

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

En algunas realizaciones, el Resto Efector se une covalentemente a la cadena
lateral de un resto de lisina en la regién Fab del anticuerpo o porcion de unién a antigeno
del mismo. En algunas realizaciones, el Resto Efector se une covalentemente a la
cadena lateral de un resto de lisina en la region constante de la cadena pesada (CH) o
constante de la cadena ligera (CL). La reaccion del Resto Efector con el domino CL del
anticuerpo es particularmente deseable para minimizar, o evitar, cualquier interferencia
con la union de la porcion Fc del anticuerpo a receptores de Fc (tales como FcyR y FcRn)
o con la union del anticuerpo a su diana respectiva. Por el contrario, es probable que la
conjugacion del Resto Efector respectivo con la porcion Fc del anticuerpo disminuya la
semivida del anticuerpo in vivo y/o su capacidad para interaccionar con el sistema
inmune (funcién efectora). La conjugacion del Resto Efector en la region variable de la
cadena pesada (VH) o variable de la cadena ligera (VL) del anticuerpo acarrea un riesgo
de disminuir la union del anticuerpo a su afin.

En algunas realizaciones, el Resto Efector se une covalentemente a la cadena
lateral de un resto de lisina en el dominio de la region constante de cadena ligera kappa
(CLk). La conjugaciéon preferente del Resto Efector con el dominio CLk simplifica la
creacion de isotipos de MAC permitiendo cambios de isotipo de los dominios CH del
anticuerpo sin afectar a los sitios de conjugacion del Resto Efector con el anticuerpo.

El Resto Efector puede unirse covalentemente a la cadena lateral de K de la
region constante del domino de cadena ligera kappa (CLk), (SEC ID N°: 15, SEC ID N°:
45, SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47) (K'® de acuerdo con la numeracién de Kabat). En
algunas realizaciones, el Resto Efector se une covalentemente a K® de la SEC ID N°:
15. K® de la SEC ID N° 15 se localiza lejos de las regiones clave del anticuerpo
respectivo, tales como la region de paratopo, domino de union a FcRn, bisagra, dominios
de union a FcR; esto proporciona la ventaja de que la union preferentemente en estos
sitios limita la cantidad de interferencia con la interaccion de antigeno-anticuerpo cuando
el MAC se conjuga con el Resto Efector.

En algunos aspectos, el Resto Efector se une covalentemente a K* del motivo
K*HK. El K* del motivo K*HK puede corresponder a K® de la SEC ID N°: 15. En algunos
aspectos, el Resto Efector se une covalentemente a K'® del motivo K'®8H localizado en
la regién CLk, de acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat. En algun aspecto, la
region CLk comprende al menos los restos 62-103 de la SEC ID N°: 15, 45, 46 6 47. En
algunos aspectos, la region CLk comprende la SEC ID N°: 15, 45, 46 6 47.
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En algunos aspectos, la region CLkx comprende al menos los restos 62-103 de la
SEC ID N° 15. En algunos aspectos, la region CLkx comprende la SEC ID N° 15. En
algun aspecto, la region CLkx comprende al menos los restos 62-103 de la SEC ID N°: 45.
En algunos aspectos, la region CLx comprende la SEC ID N°: 45. En algun aspecto, la
region CLkx comprende al menos los restos 62-103 de la SEC ID N° 46. En algunos
aspectos, la region CLkx comprende la SEC ID N°: 46. En algun aspecto, la region CLk
comprende al menos los restos 62-103 de la SEC ID N° 47. En algunos aspectos, la
region CLkx comprende la SEC ID N°: 47.

En algunos aspectos, la regiéon CLk comprende la SEC ID N°: 45 6 47. Cuando la
region CLx comprende la SEC ID N°: 45 6 47 en parte 0 en su totalidad, x** puede
seleccionarse del grupo que consiste en K, R, G, A, V,L,|,S, T,C,M,N,Q, D, E, H, F,
W o Y. En algunos aspectos, x*? pues ser G, A, V, L o . En algunos aspectos, x*? puede
ser K, R, N o Q. En algunos aspectos, x** puede ser D o E. En algunos aspectos, x*?
puede ser K, R, G, A, V, L, I, N o Q. En algunos aspectos, x®2 puede ser D o E. En
algunos aspectos, x*? puede ser K, R, G, A, V, L, I, N, Q, D o E. En algunos aspectos, x*
puede ser D o E. En algunos aspectos, x®2 puede ser H, F, W o Y. En algunos aspectos
x%% no es prolina. En algunos aspectos, X®? (de la SEC ID N°: 15, 45, 46 y/o 47) es R. En
algunos aspectos, K'*-CLk es R.

Las SEC ID N°: 45 y 47 comprenden los polimorfismos identificados en la CLx;
VIA™? y LIV (de acuerdo con la numeracion de Kabat). Por lo tanto, los tres
polimorfismos son: Km(1): V'**/L™"; Km(1,2): AL y Km(3) A™*V"'. En algunos
aspectos de la invenciéon que comprenden la SEC ID N°: 45 y/o 47, x* es V y x® es L
(Km(1)). En algunos aspectos de la invencion que comprenden la SEC ID N°: 45 y/o 47,
x** es Ay x¥ es L (Km(1,2)). En algunos aspectos de la invencién que comprenden la
SEC ID N°: 45 y/o 47, x* es Ay x® es V (Km(3)).

En algunos aspectos, el MAC comprende un Resto Efector conjugado con CLxk
K'® en ambas cadenas ligeras. En algunos aspectos, el MAC comprende un Resto
Efector conjugado con CLx K'® en una cadena ligera solamente. En algunos aspectos,
el Resto Efector se conjuga solamente con el MAC en K'® CLk. En algunos aspectos, el
Resto Efector se conjuga con el MAC en K' CLk en una cadena ligera y en otra
localizacion en el anticuerpo. En algunos aspectos, el Resto Efector se conjuga con el
MAC en K'® CLk en una cadena ligera y otras 2 localizaciones en el anticuerpo. En
algunos aspectos, el Resto Efector se conjuga con el MAC en K'® CLxk en una cadena
ligera y otras 3 localizaciones en el anticuerpo. En algunos aspectos, el Resto Efector se

conjuga con el MAC en K'® CLk en ambas cadenas ligeras y en otra localizacién. En
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algunos aspectos, el Resto Efector se conjuga con el MAC en K'® CLk en ambas
cadenas ligeras y en otras 2 localizaciones. En algunos aspectos, el Resto Efector se
conjuga con el MAC en K'® CLk en ambas cadenas ligeras y en otras 3 localizaciones.
Muestras y composiciones de la invencién

En algunos aspectos, la invencidén proporciona una composicion o0 muestra de un
MAC que comprende un anticuerpo (o porcidén de unién a antigeno del mismo) conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 50% del
Resto Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K'®-CLk. En algunos
aspectos, la invencion proporciona una composicion o muestra de un MAC que
comprende un anticuerpo (o porcion de union a antigeno del mismo) conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 60% del
Resto Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K'®-CLk. En algunos
aspectos, la invencidn proporciona una composicion o muestra de un MAC que
comprende un anticuerpo (o porcion de unidon a antigeno del mismo) conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 70% del
Resto Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K'®-CLk. En algunos
aspectos, la invencidn proporciona una composicion o muestra de un MAC que
comprende un anticuerpo (o porcion de union a antigeno del mismo) conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 80% del
Resto Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K'®-CLk. En algunos
aspectos, la invencidon proporciona una composicion o muestra de un MAC que
comprende un anticuerpo (o porcion de unidon a antigeno del mismo) conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 90% del
Resto Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K'®-CLxk.

En algunos aspectos, la invencion proporciona una composicion (o muestra) de un
MAC que comprende un anticuerpo (o porcidon de unién a antigeno del mismo), en la que
al menos aproximadamente el 50% del anticuerpo comprende un Resto Efector unido
covalentemente a K'®-CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, la
invencion proporciona una composicion (0 muestra) de un MAC que comprende un
anticuerpo (o porcion de union a antigeno del mismo), en la que al menos
aproximadamente el 60% del anticuerpo comprende un Resto Efector unido
covalentemente a K'®-CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, la
invencion proporciona una composicion (0 muestra) de un MAC que comprende un
anticuerpo (o porcion de unidon a antigeno del mismo), en la que al menos

aproximadamente el 70% del anticuerpo comprende un Resto Efector unido
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covalentemente a K'®-CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, la
invencion proporciona una composicion (0 muestra) de un MAC que comprende un
anticuerpo (o porcion de unidon a antigeno del mismo), en la que al menos
aproximadamente el 80% del anticuerpo comprende un Resto Efector unido
covalentemente a K'®-CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, la
invencion proporciona una composicion (0 muestra) de un MAC que comprende un
anticuerpo (o porcion de unidon a antigeno del mismo), en la que al menos
aproximadamente el 90% del anticuerpo comprende un Resto Efector unido
covalentemente a K'®-CLk en al menos una cadena ligera. En algunos aspectos, el
Resto Efector se conjuga covalentemente con ambos K'®-CLkx en ambas cadenas
ligeras.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una muestra de MAC que
comprende un anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 30% de
la muestra comprende Restos Efectores conjugados en aproximadamente 2
localizaciones por anticuerpo, y en la que al menos un sitio de conjugacion con Resto
Efector es K'®-CLk. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 40%.
En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 50%. En algunos aspectos,
la cantidad es de aproximadamente el 60%. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 70%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
80%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 90%. En algunos
aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 95%. En algunos aspectos, la cantidad
es de aproximadamente el 99%.

En algunos aspectos, la invenciéon proporciona una muestra de MAC que
comprende un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 30% de
la muestra comprende Restos Efectores conjugados en aproximadamente 3
localizaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion con Resto
Efector son K'®-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 40%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
50%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 60%. En algunos
aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 70%. En algunos aspectos, la cantidad
es de aproximadamente el 80%. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el

95%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 99%.
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En algunos aspectos, la invenciéon proporciona una muestra de MAC que
comprende un anticuerpo o porcion de unién a antigeno del mismo conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 30% de
la muestra comprende Restos Efectores conjugados en aproximadamente 4
localizaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion con Resto
Efector son K'®-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 40%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
50%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 60%. En algunos
aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 70%. En algunos aspectos, la cantidad
es de aproximadamente el 80%. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
95%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 99%.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una muestra de MAC que
comprende un anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo conjugado
covalentemente con un Resto Efector, en la que al menos aproximadamente el 30% de
la muestra comprende Restos Efectores conjugados en aproximadamente 5
localizaciones por anticuerpo, y en la que al menos 2 sitios de conjugacion con Resto
Efector son K'®-CLk en cada cadena ligera. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 40%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
50%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 60%. En algunos
aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 70%. En algunos aspectos, la cantidad
es de aproximadamente el 80%. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
95%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 99%.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una muestra de MAC, en la que al
menos el 50% de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos un
Resto Efector. En algunos aspectos, la invenciéon proporciona una muestra de MAC, en
el que al menos aproximadamente el 60% de las moléculas de cadena ligera estan
conjugadas con al menos un Resto Efector. En algunos aspectos, la invencién
proporciona una muestra de MAC, en la que al menos aproximadamente el 65% de las
moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos un Resto Efector. En
algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC, en la que al menos
aproximadamente el 70% de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al
menos un Resto Efector. En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de

MAC, en la que al menos aproximadamente el 75% de las moléculas de cadena ligera
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estan conjugadas con al menos un Resto Efector. En algunos aspectos, la invencién
proporciona una muestra de MAC, en la que al menos aproximadamente el 80% de las
moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos un Resto Efector. En
algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de MAC, en la que al menos
aproximadamente el 85% de las moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al
menos un Resto Efector. En algunos aspectos, la invencion proporciona una muestra de
MAC, en la que al menos aproximadamente el 90% de las moléculas de cadena ligera
estan conjugadas con al menos un Resto Efector. En algunos aspectos, la invencién
proporciona una muestra de MAC, en la que al menos aproximadamente el 95% de las
moléculas de cadena ligera estan conjugadas con al menos un Resto Efector.

En algunos aspectos, la invencidon proporciona una muestra de MAC, en la que al
menos aproximadamente el 70% de las moléculas de cadena pesada no estan
conjugadas con el Resto Efector. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 75%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el
80%. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 85%. En algunos
aspectos, la cantidad es de aproximadamente el 90%. En algunos aspectos, la cantidad
es de aproximadamente el 95%. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente el 99%. En algunos aspectos, sustancialmente todas las moléculas de
cadena pesada no estan conjugadas con el Resto Efector.

En algunos aspectos, la invencion proporciona un MAC que comprende un
anticuerpo, o porcion de unién a antigeno del mismo, conjugado covalentemente con un
Resto Efector mediante un engarce, caracterizado por que el anticuerpo o porcién de un
unién a antigeno del mismo comprende el motivo KHK y el Resto Efector esta conjugado
con la cadena lateral del resto K'® (de acuerdo con la numeracién de Kabat).

En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena ligera individuales que
no estan conjugados tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en
aproximadamente el 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55%, y un limite superior
seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 y 60%. En algunos aspectos, la cantidad de fragmentos de cadena ligera
individuales que se estan conjugados en una localizacion tiene un limite inferior
seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente el 25, 30, 35, 40, 45, 50 y
55%, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente el
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 y 95%. En algunos aspectos, la cantidad
de fragmentos de cadena ligera individuales que estan conjugados en 2 localizaciones

tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente el 1, 2,
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3,4,5,6,7,8,9, 5,10, 15, 20 y 25%, y un limite superior seleccionado del grupo que
consiste en aproximadamente el 5, 16, 7, 8, 9, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35y 40%.

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

En algunos aspectos el numero de conjugaciones por anticuerpo en una muestra
o0 composicion de la invencion tiene un limite inferior seleccionado del grupo que consiste
en aproximadamente 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,55, 1,6, 1,65, 1,7,
1,75, 1,8, 1,85, 1,9, 1,95y 2, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en
aproximadamente 1,6, 1,7, 1,75 1,8, 1,85, 1,9, 1,95, 2,0, 2,05, 2,1, 2,15, 2,2, 2,25, 2,3,
24, 25, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,5, 4,0, 45 y 5, En algunos aspectos, el numero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencién esta entre
aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,5. En algunos aspectos, el numero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencién esta entre
aproximadamente 1,6 y aproximadamente 2,4, En algunos aspectos, el numero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencién esta entre
aproximadamente 1,7 y aproximadamente 2,3. En algunos aspectos, el numero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencién esta entre
aproximadamente 1,8 y aproximadamente 2,2. En algunos aspectos, el numero de
conjugaciones por anticuerpo en una muestra o composicion de la invencion es una
cantidad seleccionada del grupo que consiste en aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,55, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,65,
aproximadamente 1,7, aproximadamente 1,75, aproximadamente 1,8, aproximadamente
1,85, aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,95, aproximadamente 2,0,
aproximadamente 2,05, aproximadamente 2.1, aproximadamente 2,15,

aproximadamente 2,2, aproximadamente 2,25, aproximadamente 2,3, aproximadamente
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2,4 y aproximadamente 2,5. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente
1,7. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente 1,8. En algunos aspectos,
la cantidad es de aproximadamente 1,9. En algunos aspectos, la cantidad es de
aproximadamente 2. En algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente 2,1. En
algunos aspectos, la cantidad es de aproximadamente 2,1. En algunos aspectos, la
cantidad es de aproximadamente 2,3.

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

Una de las ventajas de la invencion es que, dependiendo de los reactivos y de las
condiciones de reaccién (especialmente el grupo saliente éster y la proporcion molar de
engarce:anticuerpo), pueden generarse composiciones y muestras de MAC con un
numero definido de Restos Efectores respecto a un niumero definido de anticuerpos. Esto
puede ser especialmente util cuando se equilibran las reactividades relativas y las
ventanas terapéuticas del Resto Efector y del anticuerpo. Ademas, en algunas
situaciones, el aumento del numero de péptidos por anticuerpo mas alla de cierto umbral
puede no dar como resultado una unién a diana o un efecto terapéutico aumentados. Por
lo tanto, es util ser capaz de controlar el numero de péptidos conjugados por anticuerpo,
y al hacerlo, dirigir la localizacion de la conjugacién para minimizar la interferencia de
sitio de combinacion o Fc. En algunas situaciones, por lo tanto, pueden ser ventajosos
aspectos de la invencidén que permitan una conjugacion reducida, preferentemente
revistiendo Ginicamente un solo K'®-CLk.

En algunos aspectos, una muestra de MAC puede ser una composicidon

farmacéutica.
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Anticuerpo contra IGFR

En algunas realizaciones, el al menos un péptido de uniéon a Ang2 se conjuga
mediante la cadena lateral de un resto de lisina en el anticuerpo anti-IGF1R. En algunas
realizaciones, el al menos un péptido de unién a Ang2 se une covalentemente al dominio
CL. En algunas realizaciones, el al menos un péptido de unién a Ang2 se une
covalentemente a la region F(ab) del anticuerpo anti-IGF1R. En algunas realizaciones, el
al menos un péptido de unidn a Ang2 se une covalentemente a la region constante de
cadena ligera del anticuerpo anti-IGF-1R. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-
IGF1R se une covalentemente al péptido de unién a Ang2 mediante un engarce. En
algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 no esta fusionado en el extremo C’' o
N’ terminal del anticuerpo anti-IGF1R.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R se selecciona de los descritos
en los documentos WO002053596 (US7.037.498) y WO02005016967 (US7.371.378)
(incorporandose el contenido de cada uno de los mismos en el presente documento). En
algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio constante de cadena pesada que
comprende la SEC ID N°: 5.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena
pesada seleccionado del grupo que consiste en la SEC ID N°: 6, los restos 1-122 de la
SEC ID N° 1 y los restos 1-122 de la SEC ID N°: 3. En algunas realizaciones, el MAC
comprende un dominio variable de cadena pesada que comprende los restos 1-122 de la
SEC ID Ne°: 3.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHCDR1 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 7, los restos 26-35 de la SEC ID N° 1y los restos 26-35 de la SEC ID N°: 3. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHCDR1 que comprende la SEC
ID N° 7.En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHCDR2 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 8, los restos 50-64 de la SEC ID N°: 3y los restos 50-64 de la SEC ID N° 5. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHCDR2 que comprende la SEC
ID N°: 8.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHCDR3 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 9, los restos 99-114 de la SEC ID N°: 1y los restos 99-114 de la SEC ID N°: 3. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHCDR3 que comprende la SEC

ID N°: 9.
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En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHFR1 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 10, los restos 1-25 de la SEC ID N°: 1, los restos 1-25 de la SEC ID N°: 3y la SEC
ID N° 11. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR1 que
comprende la SEC ID N°: 11.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHFR2 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 12, los restos 36-49 de la SEC ID N°: 1y los restos 36-49 de la SEC ID N° 3. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR2 que comprende la SEC ID
N°: 12.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHFR3 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 13, los restos 65-98 de la SEC ID N°: 1y los restos 65-98 de la SEC ID N°: 3. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR3 que comprende la SEC ID
N°: 13.

En algunas realizaciones, la cadena pesada del MAC comprende una region
VHFR4 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 14, los restos 115-122 de la SEC ID N°: 1 y los restos 115-122 de la SEC ID N°: 3.
En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VHFR4 que comprende la SEC
ID N°: 14.

En algunas realizaciones, las regiones VHCDR1, VHCDR2 y VHCDRS3 del
anticuerpo anti-IGF1R comprenden los restos 26-35 de la SEC ID N°: 3, los restos 50-64
de la SEC ID N°: 3 y los restos 99-114 de la SEC ID N°: 3, respectivamente.

En algunas realizaciones, las regiones VHFR1, VHFR2, VHFR3 y VHFR4 del
anticuerpo anti-IGF1R comprenden los restos 1-25 de la SEC ID N°: 3, los restos 36-49
de la SEC ID N° 3, los restos 65-98 de la SEC ID N°: 3 y los restos 115-122 de la SEC
ID N°: 3, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N° 1 y la SEC ID N° 3. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena pesada que
comprende la SEC ID N°: 3.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio constante de cadena
ligera que comprende la SEC ID N°: 15. En algunas realizaciones, el MAC comprende un
dominio constante de cadena ligera que comprende la SEC ID N°: 45, 46 6 47.

En algunas realizaciones, el MAC comprende un dominio variable de cadena
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ligera seleccionado del grupo que consiste en la SEC ID N°: 16, los restos 1-108 de la
SEC ID N° 2 y los restos 1-108 de la SEC ID N°: 4. En algunas realizaciones, el MAC
comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende los restos 1-108 de la
SEC ID N°: 4.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region
VLCDR1 (regiéon determinante de complementariedad 1 de la cadena ligera variable) que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 17, los
restos 24-34 de la SEC ID N° 2 vy los restos 24-34 de la SEC ID N° 4. En algunas
realizaciones, el MAC comprende una regién VLCDR1 que comprende la SEC ID N°: 17.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region
VLCDR2 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 18, los restos 48-54 de la SEC ID N°: 2 y los restos 48-54 de la SEC ID N° 4. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLCDR2 que comprende la SEC
ID N°: 18.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una region
VLCDR3 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC
ID N°: 19, los restos 89-97 de la SEC ID N°: 2 y los restos 89-97 de la SEC ID N° 4. En
algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLCDR3 que comprende la SEC
ID N°: 19.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLFR1
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 20,
SEC ID N° 21, los restos 1-23 de la SEC ID N°: 2 y los restos 1-23 de la SEC ID N°: 4.
En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLFR1 que comprende la SEC
ID N°: 21.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regiéon VLFR2
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 22,
los restos 35-47 de la SEC ID N° 2 y los restos 35-47 de la SEC ID N° 4. En algunas
realizaciones, el MAC comprende una regién VLFR2 que comprende la SEC ID N°: 22.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regién VLFR3
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 23,
los restos 55-88 de la SEC ID N°: 2 y los restos 55-88 de la SEC ID N°: 4. En algunas
realizaciones, el MAC comprende una regién VLFR3 que comprende la SEC ID N°: 23.

En algunas realizaciones, la cadena ligera del MAC comprende una regiéon VLFR4
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 24,

SEC ID N°: 25, los restos 98-108 de la SEC ID N°: 2 y los restos 98-108 de la SEC ID N°:
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6. En algunas realizaciones, el MAC comprende una region VLFR4 que comprende la
SEC ID N°: 25.

En algunas realizaciones, las regiones VLCDR1, VLCDR2 y VLCDR3 del
anticuerpo anti-IGF1R comprenden los restos 24-34 de la SEC ID N°: 4, los restos 48-54
de la SEC ID N°: 4 y los restos 89-96 de la SEC ID N°: 4, respectivamente.

En algunas realizaciones, las regiones VLFR1, VLFR2, VLFR3 y VLFR4 del
anticuerpo anti-IGF1R comprenden los restos 1-24 de la SEC ID N°: 4, los restos 35-47
de la SEC ID N°: 4, los restos 55-88 de la SEC ID N°: 4 y los restos 97-108 de la SEC ID
N°: 4, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena ligera
seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N° 2 y la SEC ID N° 4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena ligera que comprende la
SEC ID N°: 4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena
pesada que comprende la SEC ID N°: 1 y una cadena ligera que comprende la SEC ID
N°: 2.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende una cadena
pesada que comprende la SEC ID N°: 3 y una cadena ligera que comprende la SEC ID
N°: 4.

El anticuerpo 2.12.1 se ha descrito en el documento W002053596. Un hibridoma,
el 2.12.1, que produce anticuerpos monoclonales especificos para IGF1R, se deposité en
la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209, el 12 de diciembre de 2000 con el numero de depdsito PTA-
2792.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-IGF1R comprende el motivo
K'®H'89%' en la region CLk, enlaque xes G, A, V, I, L, S, T,C,M,N, Q, D, E, F, Y, W,
H, R o K, de acuerdo con la numeracién de Kabat. En algunos aspectos, el anticuerpo
anti-IGF1R es uno seleccionado del documento W02009032145 (US2009092614) o
WO02005005635 (US7.579.157), incorporandose el contenido de ambos documentos en
el presente documento. En algunas realizaciones, un MAC de la invencién comprende un
anticuerpo anti-IGF1R o porcion de unién a antigeno del mismo, conjugado con al menos
un péptido de unidon a Ang2 de un modo tal que no anule la afinidad de union a IGF1R
del anticuerpo.

En algunos aspectos, el anticuerpo se dirige a una diana diferente dentro de la

misma ruta que el Resto Efector. En algunos aspectos, el anticuerpo se dirige a una
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diana diferente al Resto Efector.

En algunos aspectos, el anticuerpo usado para la conjugacion puede ser util en el
campo de la oncologia. Los anticuerpos adecuados incluyen; Rituximab, (Rituxan™), un
anticuerpo quimeérico 1gG1, anti-CD20 usado para tratar el cancer y, en particular, el
linfoma no Hodgkin y también la artritis reumatoide; Cetuximab (Erbitux™), un anticuerpo
quimérico 1gG1, anti-receptor de EGF usado para tratar el cancer y, en particular, el
cancer de colon y de cabeza y cuello.

En algunos aspectos, el anticuerpo usado para la conjugacion puede ser util en el
campo de los trastornos autoinmunes y otros trastornos inmunoldgicos. Los anticuerpos
adecuados incluyen Infliximab (Remicade™), un anticuerpo quimérico 1gG1, anti-TNFa
usado para tratar la artritis reumatoide, la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn, la
psoriasis, la artritis psoriasica y la espondilitis anquilosante; Adalimumab (Humira™), un
anticuerpo humano IgG1, anti-TNFa usado para tratar la artritis reumatoide, la
enfermedad de Crohn, la psoriasis, la artritis psoriasica, la artritis idiopatica juvenil y la
espondilitis anquilosante; Natalizumab (Tysabri™), un anticuerpo humanizado IgG4, anti-
integrina a4 usado para tratar la esclerosis multiple, la artritis reumatoide, la psoriasis, la
artritis idiopatica juvenil, la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la enfermedad
de Crohn; Omalizumab (Xolair™), un anticuerpo humanizado IgG1, anti-IlgE usado para
tratar el asma alérgica; Ranibizumab (Lucentis™) un anticuerpo humanizado 1gG1, anti-
VEGF usado para tratar la AMD humeda; y Palivizumab (Synagis™), un anticuerpo
humanizado IgG1, anti-RSV usado para tratar enfermedades infecciosas, incluyendo el
virus respiratorio sincitial.

En algun aspecto, pueden usarse compuestos y composiciones de la invencién
para tratar las afecciones mencionadas anteriormente.

Restos Efectores

El Resto Efector puede ser un agente terapéutico, proteina, péptido, acido
nucleico, aptamero, molécula pequefia, agonista proteico, antagonista proteico, regulador
metabdlico, hormona, toxina, factor de crecimiento u otra proteina reguladora, o puede
ser un agente de diagnéstico, tal como una enzima que pueda detectarse o visualizarse
facilmente, tal como peroxidasa de rabano picante.

En algunos aspectos, el Resto Efector puede ser una proteina o péptido y puede
conectarse al engarce a través de un resto de unién a péptido. La proteina o péptido
puede comprender uno o ambos de un grupo protector amino-terminal R’ y un grupo
protector carboxilo-terminal R%. R' puede ser CHs;, C(O)CH3; C(O)CHs, C(O)CH,CHs,
C(O)CH2CH2CH3, C(O)CH(CH3)CH3, C(O)CH2CH,CH,CH3, C(O)CH(CH3)CH2CHs,
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C(0)CgHs, C(O)CH,CH,(CH,CH,0)4.5sMe, diclorobenzoilo (DCB), difluorobenzoilo (DFB),
piridinil carboxilato (PyC) o amido-2-PEG, un grupo protector amino, un grupo lipidico
acido graso o un carbohidrato. R?> puede ser OH, NH,, NH(CHs), NHCH,CHs,
NHCH,CH,CH;, NHCH(CH3)CH3, NHCH,CH,CH,CH3, NHCH(CH3)CH,CHj;, NHCgHs,
NHCH,CH,OCH3, NHOCH3;, NHOCH,CHj3;, un grupo protector carboxi, un grupo lipidico
acido graso o un carbohidrato.

El resto de union a péptido o proteina puede ser K, K(SH), homdlogos de lisina,
Dap, Dab, Orn, R, C, restos que contienen tiol, S, T, Y, D, E, N o Q. La proteina o péptido
puede conectarse al engarce a través del extremo amino-terminal del aminoacido N-
terminal. La proteina o péptido puede conectarse al engarce a través del extremo
carboxilo-terminal del aminoacido C-terminal. Puede afadirse un resto aminoacidico
adicional al extremo N- o C-terminal para que funcione como un resto de unién, ya sea
por conexidn a través de la cadena lateral de aminoacido o del extremo amino o
carboxilo terminal.
Péptidos de unidon a Ang2

El Resto Efector puede ser un péptido de uniéon a Ang2. En algunas realizaciones,
el péptido de union a Ang2 puede comprender una secuencia seleccionada de las
descritas en el documento WO02008056346 (US2008166364) (cuyo contenido se
incorpora en el presente documento). En algunas realizaciones, el péptido de unién a
Ang2 comprende la secuencia:
Q1 (ACK)Z Y3 Q4 P5 L6 D7 E8X 9 D1O K11 T12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 QZO Q21 G22 (SEC ID
N°: 26)
en la que X° de la SEC ID N°: 26 es acil-lisina (AcK) o leucina, (en lo sucesivo designada
Ang2-X°)y
enla que X°, K", L™ Q' M'™ o L' del péptido de unién a Ang2 se sustituye por un resto
de union a Ang2 que comprende una cadena lateral nucledfila unida covalentemente al
engarce, seleccionandose el resto de union del grupo que consiste en K, Y, S, T, H,
homodlogos de lisina, tales como K(SH), homocisteina, homoserina, Dap y Dab. En
algunas realizaciones, el resto de union a Ang2 puede seleccionarse del grupo que
consiste en K, K(SH), Y, S, T, H, Dap y Dab. En algunas realizaciones, el resto de unién
a Ang2 es K. El resto de unién a Ang2 puede ser K''. En algunas realizaciones, el resto
de unidn a Ang2 puede ser K(SH). El resto de unién a Ang2 puede ser K(SH)'".

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:
Q1 (ACK)2 Y3 Q4 PS L6 D7 E8 (ACK)Q D1O K11 T12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 QZO Q21 GZZ
(SEC ID N°: 27)
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en la que Ang2-K'" es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:

Q1 (ACK)Z Y3 Q4 P5 L6 D7 E8L 9 D1O K11 T12 L13 Y14 D15 Q16 F17 M18 L19 QZO Q21 GZZ (SEC ID
Ne°: 28)
en la que Ang2-K'" es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:
SEC ID N°; 29 Q" (AcK Y] Q*P°L° D" E®K® D" (AcK)" T2 L™ Y™ D™ Q" F'" Mm"®
L19 QZO Q21 G22
en la que Ang2-K® es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:
SEC ID N°; 30 Q" (AcK Y] Q* PP LD’ E.L ° D™ (AcK)"' T2 L Y D K™ F'7 Mm"®
L19 QZO Q21 G22
en la que Ang2-K'® es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:
SEC ID N°; 31 Q" (AcK Y2 Q* P° L°D” E’L ° D™ (AcK)"' T2 L® Y D™ Q¢ F'7 K'®
L19 QZO Q21 G22
en la que Ang2-K'® es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende la secuencia:
SEC ID N°; 32 Q" (AcK Y Q* PP LD EBL ° D™ (AcK)"' T2 L Y D™ Q" F'" M™®
K19 Q2O Q21 G22
en la que Ang2-K'® es el resto de unién a Ang2.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende ademas un
grupo protector N-terminal R'- en el que R' es CH3, C(O)CHs, C(O)CH3, C(O)CH2CHs,
C(O)CH2CH2CH3, C(O)CH(CH3)CH3, C(O)CH2CH,CH,CH3, C(O)CH(CH3)CH.CHs,
C(0)CgHs, C(O)CH,CH,(CH,CH,0)4.5sMe, diclorobenzoilo (DCB), difluorobenzoilo (DFB),
piridinil carboxilato (PyC) o amido-2-PEG, un grupo protector amino, un grupo lipidico
acido graso o un carbohidrato.

En algunas realizaciones, el péptido de union a Ang2 comprende ademas un
grupo protector C-terminal -R* en el que R®> es OH, NH,, NH(CH3), NHCH,CHs,
NHCH,CH,CH3;, NHCH(CH3)CH3, NHCH,CH,CH,CH3, NHCH(CH3)CH,CHj;, NHCgHs,
NHCH,CH,OCH3, NHOCH3;, NHOCH,CHj3;, un grupo protector carboxi, un grupo lipidico
acido graso o un carbohidrato.

En algunas realizaciones R' puede ser C(O)CHs. En algunas realizaciones R®
puede ser NH..

El péptido de unién a Ang2 junto con grupos protectores N-terminal y C-terminal
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puede comprender la formula : [C(O)CH3]-[SEC ID N°: 27]-[ NH]:
[C(O)CH3]-Q1 (ACK)Z Y3t P® L8 D7 E® (AK) IDO KM TIZ LBy DB Q" F'7 M L' Q2°
Q%" G#-[ NH2] en la que Ang2-K"" es el grupo de unién a Ang2.

Los péptidos de Ang2 descritos en el presente documento pueden conjurase como
se ha descrito con numerosos tipos de anticuerpos, en particular anticuerpos utiles en el
tratamiento de trastornos proliferativos tales como cancer o una angiogénesis
aumentada, y también pueden conjugarse con anticuerpos cataliticos tales como h38C2
para formar MAC.

Engarces

El Resto Efector de la invencién (tal como una molécula pequefia, aptamero, acido
nucleico, proteina o péptido (por ejemplo, péptido de unién a Ang2)) puede unirse
covalentemente al anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo (por ejemplo,
anticuerpo anti-IGF1R) mediante un engarce. El engarce puede unirse covalentemente al
péptido mediante un grupo amino de la cadena lateral del resto de unién a péptido. Este
puede ser un resto de lisina. En algunas realizaciones, el resto de unidén es un resto que
lleva tiol, tal como Cys o K(SH), y el engarce se une covalentemente al péptido mediante
el grupo tiol terminal del resto de union.

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

Otras consideraciones del engarce incluyen el efecto sobre las propiedades fisicas
o farmacocinéticas del compuesto resultante, tales como la solubilidad, lipofilia, hidrofilia,

hidrofobia, estabilidad (mas o menos estable asi como degradacion planeada), rigidez,
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flexibilidad, inmunogenicidad, modulacién de la unién de anticuerpo, capacidad para
incorporarse en una micela o liposoma y similares.

El engarce puede ser un engarce de peptidilo. En algunas realizaciones, el
engarce peptidilo puede tener una longitud de entre 3-20 aminoacidos, tales como
repeticiones de un solo resto aminoacidico (por ejemplo, poliglicina) o combinaciones de
restos aminoacidicos para dar un engarce peptidico que confiera una presentacion
favorable del Resto Efector o de la farmacocinética. Los engarces de peptidilo que serian
mas compatibles con la presencia de grupos activadores pueden carecer de restos de
lisina e histidina. La SEC ID N°: 59 es un engarce de peptidilo ejemplar.

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

En algunos aspectos de la invencion, el engarce puede comprender la formula: -X-
Y-Z-; en la que X es el grupo de union al Resto Efector (por ejemplo, mediante un resto
de unién a péptido), Y es una region espaciadora y Z es un resto de unién a la cadena
lateral de un resto de lisina o cisteina en un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-
IGFR1). En algunos aspectos, el engarce puede ser de formula XYZ* cuando no esta
unido al anticuerpo, donde Z* es un grupo saliente, de modo que cuando se conjuga con
el anticuerpo, el grupo saliente Z* reacciona con el sitio de conjugacion del anticuerpo
para formar el engarce XYZ conjugado.

X puede seleccionarse para permitir una estrategia de union covalente direccional
especifica con el Resto Efector (por ejemplo mediante el resto de uniéon a péptido). En
algunos aspectos, X puede seleccionarse del grupo que consiste en COOH, isocianato,
isotiocianato, acil azida, acido sulfénico, sulfonil haluro, aldehido, cetona, epdxido,
carbonato, reactivo de arilacién, imidoéster, grupo amina y grupo maleimida. Por
ejemplo, cuando el resto de unién a péptido comprende un grupo nucledfilo, X puede ser
un grupo electroéfilo y viceversa. Por ejemplo, si la cadena lateral del resto de unién a
péptido comprende un grupo amina, tal como K, H, Ornitina, Dap o Dab, X puede ser
COOH, u otro electréfilo reactivo de forma similar, por ejemplo, un isocianato,
isotiocianato, acil azida, acido sulfénico o sulfonil haluro, aldehido o cetona, epdxido,
carbonato, reactivo de arilacion o imidoéster. Si el resto de unién a péptido es D 0 E, X
puede comprender un grupo nucledfilo, tal como un grupo amina. Cualquiera de estas

estrategias permite que se forme un enlace covalente entre el grupo X y el resto de unién
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a péptido por estrategias de formacion de enlaces amida. Por ejemplo, cuando X es
COOH, puede activarse como un éster pentafluorofenilico. En este caso, la reaccién con
un grupo amina en el péptido de union a péptido conduce a la formacién de un enlace
amida, mientras que el pentafluorofenol es un grupo saliente (que puede denominarse

X*).

La flecha indica el punto de union al resto de unién a péptido y la linea paralela

representa el punto de unién al grupo Y del engarce.

F
r F 0
N j\ - My
F 4
i/
Resto Efector-K Resto Efector-K
Cuando el grupo de unién a péptido es C, homdlogos de C u otros restos que
contienen un grupo tiol (tales como K(SH)), X puede comprende un grupo maleimida,
permitiendo una estrategia de reaccidbn de adicidbn de tiol-maleimida para unir

covalentemente el grupo X con el grupo de uniéon a péptido. En algunos aspectos, X

puede ser maleimida:

O
/<y
/

AN
en la que la flecha indica el punto de unidn al resto de union a péptido y la linea paralela
representa la union al grupo Y del engarce. Para facilitar la nomenclatura, los engarces
descritos en el presente documento que se han construido usando grupos maleimida se
describen como engarces que contienen maleimida y pueden titularse MAL para
indicarlo, aun cuando después de la construccion del engarce el grupo maleimida se

convierte generalmente en un anillo de succinimida.
0
0
j\/\ | )Ol\/\ N—]
HN H + - N o

Resto Efector-K Resto Efector-K

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

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

% [
NH;  + x}_ll

a

HNJ\f

—_—

Resto Efector-K Resto Efector-K

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

En algunas realizaciones, Y es una cadena de conexidon biolégicamente
compatible que incluye cualquier atomo seleccionado del grupo que consiste en C, H, N,
O, P, S, F, Cl Br el y puede comprender uno o mas aminoacidos, polimeros o
copolimeros de bloque. Y puede seleccionarse para proporcionar una longitud global del
engarce de entre 2-100 atomos. Y puede seleccionarse de modo que la longitud global
del engarce sea de entre 5 y 30 atomos. Y puede seleccionarse de modo que la longitud
global del engarce sea de 15-25 atomos. Y puede seleccionarse de modo que la longitud
global del engarce sea de entre aproximadamente 17 y aproximadamente 19 atomos.

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

0]

\)J\/\O/\/N\/, \)K/\O/\/O\/\N/\

\\)K/\o/\/{/o\/\o/h\/N\/ |

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

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

o) o)
\)J\/\O/\/{/O\/\OM Y4 |

en el que n = 0 a 10, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos
aspectos, 1y en algunos aspectos, 2.
En algunos aspectos de la invencién, la porcion Y del engarce comprende la

férmula:

O O
\)J\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)k/

En algunos aspectos, Y puede ser un acido amino alcanoico, tal como:
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0
\)WN\/

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

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

0]

e

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

En algunos aspectos, Y puede ser una poliglicina, tal como:

0] O
N / N A

en la que n = 0 a 10, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos
aspectos, 1y en algunos aspectos, 2.
En algunos aspectos, Y, X-Y, Y-Z y X-Y-Z pueden seleccionarse del grupo que

consiste en:

\)(L/Toaﬁw\j ,\)‘\/TOALAN% /ﬁo/\ﬁN\éj |
A 3 o
/mOWN \\MO/\in)ok y \ )l\/l/\h“/“zz

)

A &
\i”roﬂﬁﬁ DO A Y

o 0
\)K/N\Hohuwm;&a o o
X 1) | ° ~ Y y

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

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

(6] o] (o]
\\Mo/\/oﬂ?/\N)J\A)Ni/Z
° >

en el que n =1 a 12, en algunos aspectos 1-10, en algunos aspectos, 1-5 y en algunos
aspectos, 1y en algunos aspectos, 2.
En algunos aspectos, Y, Y-Z y/o X-Y puede ser un acido de maleimida-PEG tal

como.
0 0
/ o PN
RRRLESe
(

de modo que el limite inferior del intervalo de valores para n se selecciona del grupo que
consisteen 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20, y el limite
superior para el intervalo de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
y 30. N puede ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N puede ser 5. N

puede ser 6. En algunos aspectos, Y, Y-Z y/ 0 X-Y comprenden la formula:

0 o 0
\)k/\o/\/o\/\N)k/\)Ni
© Z

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

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

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

\w
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en la que R’ es un grupo alifatico o aromatico.

En algunas realizaciones, el grupo Z* es de férmula:

\/‘ﬁ@_ .

en la que R’ = cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en
combinacion, y puede estar presente en una cantidad entre 1 y 5. En algunas
realizaciones, R' puede ser un halégeno y pueden estar presentes 4 6 5 atomos de
halégeno. En algunas realizaciones, puede haber atomos 4 R. En algunas realizaciones,
puede haber 5 atomos R'. En algunas realizaciones, Z* puede ser tetrafluorofenilo. En

algunas realizaciones, Z* puede comprender la formula:

F

\°
F F
F Pentafluorofenilo

en la que la linea paralela representa el punto de union a la porcion Y del engarce.

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

O

en la que R’ = cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en
combinacién, y h=1, 2, 3, 4 6 5. En algunas realizaciones, R' puede ser un halégeno. En
algunas realizaciones, R' es F o Cl, y h = 4 ¢ 5. En algunas realizaciones, R' es F o Cl y
h = 5. En algunas realizaciones, R' es Fy h =2, 3, 4 6 5. En algunas realizaciones, R es
F,y h= 3, 4 6 5. En algunas realizaciones, R' es F y h = 4 6 5. En algunas realizaciones,

R'esF y h = 5. En algunos aspectos, Z* puede seleccionarse del grupo que consiste en:

F F F
\/O:©il: \/O:©/F \/OI;[F \/O:©\ o F o F ] . F ] \/O F o i
R e et
" F " F F i " F " F F F F F " F:©:F
T e o ey YT
X~ j@ X~ X~ X~
" F F F:©/ " F F:|©\F F y \(:[F .

Para dichos ésteres activos, el grupo saliente es Z* y el propio grupo Z es el
carbonilo unido al grupo Y. Cuando reacciona con el anticuerpo, el grupo Z* forma una

amida, como se muestra a continuacion
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Ab-k-Ab

LS

Grupo Z

l PfpOH (24

Ab-K-Ab

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

s

o) (@)

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

consiste en:

PN
\/\\/O 0 o’\ , X 3

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

A A
Y
0]

En algunos aspectos, el engarce X*YZ* comprende un éster de Maleimida-PEG-

PFP de estructura:

F
F. F
0 o} o}
@&NMO\/\OM(;@[F
o F
en la que = 1 a 12. En algunos aspectos, n = 1 a 5, en algunos aspectos n = 2, en

algunos aspectos n = 1.

En algunos aspectos, el MAC comprende un engarce XYZ de formula:
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(0] 0] O
&,\L/\/“\NA/{/O\/\O/]:\/“\ i
< (0]

en la que n = 1-12. En algunos aspectos, n = 1 a 5. En algunos aspectos n = 1 a 3. En
algunos aspectos n = 2. En algunos aspectos n = 1.
En algunos aspectos, el engarce X*YZ* comprende una estructura seleccionada

del grupo que consiste en:

F
ﬁl 2O
0 (e} o) 7 1 ™
— R N AN
\ . . j m i
F
F F o o/@
T%Fﬁ
F 0 O n o N h
F " _
j

en la que m, ny j son cada uno independientemente de 0 a30,R1esFyh=2,3,4065.

y

En algunos aspectos n = 1-10, en algunos aspectos, n = 1-5. En algunos aspectos, el
limite inferior del intervalo de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el
intervalo de valores para n se selecciona del grupo que consiste en 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30. N puede
ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N puede ser 5. N puede ser 6. En
algunos aspectos, m = 1-10, en algunos aspectos, m = 1-5. En algunos aspectos, el
limite inferior del intervalo de valores para m se selecciona del grupo que consiste en 0,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior del
intervalo de valores para m se selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30. M puede
ser 1. M puede ser 2. M puede ser 3. M puede ser 4. M puede ser 5. M puede ser 6. En
algunos aspectos, j = 1-10, en algunos aspectos, j = 1-5. En algunos aspectos, el limite
inferior del intervalo de valores para j se selecciona del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y el limite superior para el
intervalo de valores para j se selecciona del grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30. J puede
ser 1. J puede ser 2. J puede ser 3. J puede ser 4. J puede ser 5. J puede ser 6. En

algunos aspectos, la longitud global de Y no supera los 200 atomos. En algunos
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aspectos, la longitud global de Y no supera los 150 atomos. En algunos aspectos, la
longitud global de Y no supera los 100 atomos. En algunos aspectos, la longitud global
de Y no supera los 50 atomos. En algunos aspectos, el intervalo de longitud de cadena
global de Y en numero de atomos puede tener un limite inferior seleccionado del grupo
que consiste en 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y
60, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 y 100.

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

o) 0] 0O
&Z/\)]\N/\/O\/\O/\/[k//
N4 (6]

En algunos aspectos, el engarce X*YZ* comprende un éster PEG-bis-

pentafluorofenilico de férmula:

F F
F F F F
0 0
)I\/\ O /l/\)J\

F o o A0 ; o F
F F

enlaque n=1a12. En algunos aspectos n =1 a 10. En algunos aspectos n =1 a 5. En
algunos aspectos n = 2. En algunos aspectos n = 1.

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

(@] (0]
\)KAOMOwOM//

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

o

(@)
\)KAO/\/O\/\O/\/O\/\O/\)K //

En algunas realizaciones, cuando el péptido esta unido al engarce XYZ*,

comprende la formula:

R F
oﬂo F F

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

En algunas realizaciones, el péptido unido al engarce XYZ* comprende la férmula:
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F
0 O o} o} O o} F
)J\ Y\/ NN TN TN N TN W
$e4
F

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

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

Ab-K-Ab'

0
Sﬂ §
HN O 0 o
0

Ang2-K

en la que Ang2-K es un resto de lisina o lisina modificada de un péptido de unién a Ang2
y Ab-K-Ab’ es un resto de lisina en un anticuerpo anti-IGF1R.

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

Ab-K-Ab'

OY\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\H/ NH
NH O

i

Ang2-K
en la que Ang2-K es un resto de lisina o lisina modificada de un péptido de unién a Ang2
y Ab-K-Ab es un resto de lisina en un anticuerpo anti-IGF1R.

En algunos aspectos, el MAC comprende la formula:

Ab-K-Ab'

)

0O N—/_
o S\i/;Nﬁ 0]
PN O

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

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

En algunos aspectos, el MAC comprende la formula :



30

Ab-K-Ab'

0 O~ OOy~ O NH
)KQ-K-Y—Q-P-L-D-E-K-DIT\-L/-Y-D—Q(-)F-M-L—Q-Q-Z-NH2 \/I
0 0
en la que Ab-K-Ab es K'® del anticuerpo 2.12.1.fx.
En algunos aspectos el MAC comprende 2 péptidos (que pueden ser péptidos de
unién a Ang2) conjugados por anticuerpo (que puede ser un anticuerpo anti-IGF1R). En
5 algunos aspectos, un péptido esta conjugado en cada uno de los 2 restos K'® del
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (que puede ser el anticuerpo

2.12.1.f).

En algunos aspectos, el MAC comprende una férmula seleccionada del grupo que

consiste en:
[#] 0
,—WKHE-CU(
Resto Efector-LR n H
m i
10 ,
[u] o o
Nf\__/l\.N ’ NP’WH BB
H
m i
Resto Efector-LR n
b
0 o
KOk
N’JJ\NH-'W

Resto Efector-LR

o o
N WHW-CLR
Resto Efector-LR n H

3

o] o
e~ AECLK
Resto Efector-LR n H

8]
§
o 188,
Resto Efectur—LR)\/H?A/ KICLk
15 |
(8]
¥
L SRR -Iaa-
Resto Efector-LR % KIHE.CLK
[0 ]
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H
Resto Efector-LR WWH L
n
m J
T
)‘I\/N %HWH-ELR
Resto Efector-LR H . T|:Il
o 0
o 0
Resto Efector-LR \“/\,{D\/\]\ )J\/\
M M
n K "88.CLk
© H
8]

en la que K'-CLk es un enlace covalente con la cadena lateral de dicho K'®-CLx,
Resto Efector-LR es un enlace covalente con el Resto Efector, y m, n y j son cada uno
independientemente 0-30. En algunos aspectos n = 1-10, en algunos aspectos, n = 1-5.
En algunos aspectos, el limite inferior del intervalo de valores para n se selecciona del
grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y
20, y el limite superior para el intervalo de valores para n se selecciona del grupo que
consisteen 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 y 30. N puede ser 1. N puede ser 2. N puede ser 3. N puede ser 4. N
puede ser 5. N puede ser 6. En algunos aspectos m = 1-10, en algunos aspectos, m = 1-
5. En algunos aspectos, el limite inferior del intervalo de valores para m se selecciona del
grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y
20, y el limite superior para el intervalo de valores para m se selecciona del grupo que
consisteen 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 y 30. M puede ser 1. M puede ser 2. M puede ser 3. M puede ser 4. M
puede ser 5. M puede ser 6. En algunos aspectos j = 1-10, En algunos aspectos, j = 1-5.
En algunos aspectos, el limite inferior del intervalo de valores para j se selecciona del
grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y
20, y el limite superior para el intervalo de valores para j se selecciona del grupo que
consisteen 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 y 30. J puede ser 1. J puede ser 2. J puede ser 3. J puede ser 4. J
puede ser 5. J puede ser 6. En algunos aspectos, la longitud global de Y no supera los
200 atomos. En algunos aspectos, la longitud global de Y no supera los 150 atomos. En
algunos aspectos, la longitud global de Y no supera los 100 atomos. En algunos
aspectos, la longitud global de Y no supera los 50 atomos. En algunos aspectos, el
intervalo de longitud de cadena global de Y en numero de atomos puede tener un limite

inferior seleccionado del grupo que consiste en 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
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20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60, y un limite superior seleccionado del grupo que
consiste en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95y 100.
Procedimientos de Conjugacion

En algunos aspectos, la invencion proporciona un procedimiento de preparacion
de un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC), que comprende un anticuerpo o
porcion de unién a antigeno, estando el anticuerpo conjugado covalentemente con al
menos un Resto Efector a través de un engarce unido a una cadena lateral de CLk-K'®
(de acuerdo con la numeracién de Kabat), comprendiendo dicho procedimiento: unir
covalentemente el Resto Efector a un engarce que termina en un grupo saliente Z* de

férmula:

0
N 1k
O

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

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

A

en la que R' = cualquiera de F, Cl, Br o |, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en
combinacion, y h =1, 2, 3, 4 6 5. En algunas realizaciones, R’ puede ser un halégeno.
En algunas realizaciones, R'esFo Cl, y h =4 6 5. En algunas realizaciones, R'esFo
Cly h = 5. En algunas realizaciones, R' es F y h = 2, 3, 4 6 5. En algunas realizaciones,
R'es Fy h =3, 406 5. En algunas realizaciones, R' es F y h = 4 ¢ 5. En algunas
realizaciones, R' es F y h = 5. En algunos aspectos, Z* puede seleccionarse del grupo

gue consiste en:

F F F
\/O:@F\/Oﬁ/lz\/oj(\;[':\/o@\ . F . F . F F\/o F . i
S A ey v
] F nT F i F " F " F F F F F " F:@F
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¢ j@ \¢ \¢ X~
] F F F]@/ ] F FIE\F F y \C[F.

R' puede estar presente en una cantidad entre 3 y 5. Puede haber 3 grupos R'. R" puede

estar presente en una cantidad de entre 4 y 5. Puede haber 4 grupos R'. Puede haber 5
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grupos R'. R puede ser fltior. R' puede ser cloro. R' puede ser bromo. El grupo saliente
puede comprender la formula:
F

Y
F F

F

En algunos aspectos, la invencién proporciona procedimientos de produccion de
un MAC, en los que el MAC comprende un anticuerpo, o fragmento del mismo, unido
covalentemente a al menos un Resto Efector que se une a una diana adicional (tal como
un péptido, molécula pequefia, aptamero, molécula de &acido nucleico o proteina),
caracterizados por que el Resto Efector comprende un engarce con un grupo saliente
PFP capaz de reaccionar con el e-amino de restos de lisina de superficie del anticuerpo.
En algunos aspectos, la invencion proporciona un procedimiento para conjugar un Resto
Efector (tal como un péptido) con un anticuerpo que comprende una regién constante de
cadena ligera kappa, que comprende los restos 62-103 de la SEC ID N°: 15, SEC ID N°:
45, SEC ID N° 46 o SEC ID N°: 47, que comprende conjugar el Resto Efector con un

engarce que comprende un grupo saliente de férmula:

0]
\/ \_ '
\O R

en la que R! es cualquiera de F, CI, Br o I, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en
combinacion, y puede estar presente en una cantidad de entre 1 y 5, y hacer reaccionar
el grupo saliente con la cadena lateral de K® de la SEC ID N°: 15 para proporcionar un
anticuerpo con un Resto Efector conjugado con la regién constante de cadena ligera.

El anticuerpo puede comprender una region constante de cadena ligera
sustancialmente homoéloga a los restos 74-106 de la SEC ID N°: 15. El anticuerpo puede
comprender una region constante de cadena ligera sustancialmente homodloga a los
restos 62-103 de la SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47. En
algunos aspectos, el anticuerpo puede comprender una regidon de cadena ligera
sustancialmente homoéloga a los restos 74-90 de la SEC ID N°: 15. En algunos aspectos,
el Resto Efector esta conjugado en K¥ de la SEC ID N° 15. En algunos aspectos, el
Resto Efector esta conjugado en K®. En algunas formas, un péptido de unién a Ang2
estd conjugado con un anticuerpo anti-IGF1R en CLk-K'® (de acuerdo con la
numeracion de Kabat).

En algunos aspectos, el procedimiento comprende combinar un anticuerpo o
porcidén de unién a antigeno del mismo con un Resto Efector, en el que el Resto Efector
se une covalentemente a un engarce que comprende un grupo saliente PFP.

En algunos aspectos, la invencion proporciona un procedimiento de conjugacion
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de un Resto Efector con una proteina, en el que el Resto Efector se une a un engarce

que termina en un grupo saliente Z* de formula:

O
F

en la que R’ = cualquiera de F, Cl, Br o |, nitro, ciano, trifluorometilo, solos o en
combinacion, y puede estar presente en una cantidad de entre 1 y 5, y la proteina
comprende los restos 62-103 de la SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 45, SEC ID N° 46 o SEC
ID N°: 47, incluyendo K®°, de modo que el Resto Efector se conjuga con el grupo e-amino
del resto K&, que comprende hacer reaccionar el Resto Efector y el engarce unido con la
proteina a una proporcion molar de entre aproximadamente 3,7:1 y aproximadamente
4,3:1 de Resto Efector:proteina.

En algunos aspectos, el Resto Efector, el engarce y el grupo saliente pueden ser
como se describe en el presente documento. En algunos aspectos, la proteina puede
comprender una region constante de cadena ligera de anticuerpo. En algunos aspectos,
la proteina puede comprender la SEC ID N°: 15 y el sitio de conjugacion es K.

En algunos aspectos, la proporcibn molar de Resto Efector:anticuerpo (por
ejemplo, ABP:anticuerpo anti-IGF1R) estda entre aproximadamente 2,5 vy
aproximadamente 4,6:1. En algunos aspectos de la invencidn, la proporcién molar es de
aproximadamente 3,7:1 y aproximadamente 4,3:1. En algunos aspectos de la invencion,
la proporcion molar de Resto Efector:anticuerpo es de aproximadamente 4:1. En algunos
aspectos, la proporciéon molar esta entre aproximadamente 2:1 y aproximadamente 7:1.
En algunos aspectos, la proporcibn molar estd entre aproximadamente 3:1 vy
aproximadamente 6:1. En algunos aspectos, la proporcion molar esta entre
aproximadamente 3:1 y aproximadamente 7:1. En algunos aspectos, la proporcion molar
esta entre aproximadamente 3:1 y aproximadamente 5:1.

En aspectos de la invencion en los que es deseable tener menos de 1,5
conjugaciones por anticuerpo (tal como cuando es necesario un solo Resto Efector), la
proporcion molar puede estar entre aproximadamente 1:1 y aproximadamente 6:1, en la
que el tampén comprende HEPES a una concentracion de al menos 0,1 M. La
concentracion de HEPES puede estar entre aproximadamente 0,1 M y aproximadamente
1 M. La concentracion de HEPES puede estar entre aproximadamente 0,1 M y
aproximadamente 0,5 M. En aspectos de la invencion en los que es deseable tener
menos de 1,5 conjugaciones por anticuerpo (tal como cuando es necesario un solo Resto
Efector), la proporcion molar puede estar entre aproximadamente 1:1 vy

aproximadamente 3:1.
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En algunos aspectos, la proporcion molar preferida es un intervalo con un limite
inferior seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1, aproximadamente
1,2, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6,
aproximadamente 1,8, aproximadamente 2, aproximadamente 2,2, aproximadamente
2,4, aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8,
aproximadamente 3, aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente
3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7,
aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente
4,1, aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 44,
aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,7, aproximadamente
4.8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5, aproximadamente 5,2,
aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente
5,8, aproximadamente 6, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,4,
aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,8, aproximadamente
7, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7,
aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5,
y aproximadamente 10 a 1, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en
aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,8, aproximadamente
2, aproximadamente 2,2, aproximadamente 24, aproximadamente 2,5,
aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,8, aproximadamente 3, aproximadamente
3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5,
aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente
3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1, aproximadamente 4,2,
aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente
4,6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9,
aproximadamente 5, aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,4, aproximadamente
5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,8, aproximadamente 6,
aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente
6,6, aproximadamente 6,8, aproximadamente 7, aproximadamente 7,3,
aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,7, aproximadamente 8, aproximadamente
8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, aproximadamente 10, vy
aproximadamente 15 a 1.

En algunos aspectos, la invencién comprende ademas conjugar el Resto Efector y
la proteina en conjunto durante al menos aproximadamente 30 minutos. En algunos

aspectos, la duracion es de al menos aproximadamente 60 minutos. En algunos
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aspectos, la duracion es de al menos aproximadamente 2 h. En algun aspecto, la
invencion comprende ademas conjugar el Resto Efector y el anticuerpo a entre
aproximadamente 4 °C y aproximadamente 40 ‘C En algun aspecto, la invencion
comprende ademas conjugar el Resto Efector y el anticuerpo a entre aproximadamente
10 °C y aproximadamente 30 °C En algun aspecto, la invencion comprende ademas
conjugar el Resto Efector y el anticuerpo a entre aproximadamente 15 °C vy
aproximadamente 30 °C. En algunos aspectos, la reaccion se realiza a de
aproximadamente 18 °C a aproximadamente 25 °C. En algunos aspectos, la reaccion se
realiza a aproximadamente 22 °C. En algunos aspectos, la reaccion se realiza a
aproximadamente temperatura ambiente.

En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a entre
aproximadamente pH 6,5 y aproximadamente pH 8,0. En algunos aspectos, la reaccion
de conjugacidn tiene lugar a entre aproximadamente pH 6,75 y aproximadamente pH 8,0.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7,7.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacién tiene lugar a aproximadamente pH 7.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7,2.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a aproximadamente pH 7,5.
En algunos aspectos, la reaccion de conjugacion tiene lugar a entre un intervalo de
valores de pH, cuyo limite inferior se selecciona del grupo que consiste en 5,5, 6, 6,1,
6,2, 6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,68,69,7,0,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8, 79y 8, y cuyo
limite superior se selecciona del grupo que consiste en 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1,
72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9,8,0,85y9.

En algunos aspectos, el pH puede ser inferior a 6,5; esto puede ser
particularmente util en las aplicaciones en las que son necesarias menos de
aproximadamente 1,5 conjugaciones por anticuerpo. En algunos aspectos, el pH esta
entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 6,6.

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

0,3 M.
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En algunos aspectos, el procedimiento de la invencion comprende formular el
anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo en un tampén de formulacién a
aproximadamente pH 5,5. El tampdn de formulacion puede ser tampén de acetato sédico
y trehalosa. Este tampon tiene la ventaja de no contener ninguna amina primaria y se
presta bien de por si al ajuste de pH. El anticuerpo puede estar presente en una cantidad
de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 mg.ml”". En algunos aspectos, el
anticuerpo puede estar presente en una cantidad de 20 mg.ml™.

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

En algunos aspectos, la concentracidon de anticuerpo durante la reaccion de
conjugacion con el Resto Efector/engarce y el grupo saliente Z* puede estar en un
intervalo en el que el limite inferior del intervalo se selecciona de aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 30
y aproximadamente 40 mg.ml™”, y el limite superior del intervalo se selecciona del grupo
que consiste en aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 30,
aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 100, aproximadamente
150, aproximadamente 200, aproximadamente 500 mg.ml™.

El Resto Efector (tal como un péptido o ABP) puede reconstituirse a una
concentracion de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 mg.ml” en propilenglicol
diluido antes del uso y, en algunas realizaciones, puede estar a una concentracion de 10
mg.ml™".

La reaccion de conjugacion puede realizarse por combinacién del anticuerpo o
porcién de unién a antigeno del mismo y el Resto Efector a una proporcién molar de 4
moles de Resto Efector respecto a 1 mol de anticuerpo, e incubacién a de
aproximadamente 18 °C a aproximadamente 25 °C durante de aproximadamente 2 a
aproximadamente 24 h. En algunas realizaciones, la reaccion de conjugacion entre el
anticuerpo y el Resto Efector es a temperatura ambiente durante 2 h. En algunas

realizaciones, la reaccion de conjugaciéon es durante al menos aproximadamente 2 h. En
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algunas realizaciones, la reaccion de conjugacion es durante al menos aproximadamente
30 minutos.

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

La reaccion puede concentrarse y el Resto Efector sin reaccionar (por ejemplo,
péptido o ABP), especies relacionadas (tales como un péptido en el que el engarce se
hidrolizé por reaccion con disolvente acuoso) y otros elementos sin reaccionar de la
mezcla de reaccion (tales como PFP) pueden eliminarse por diafiltracion, por ejemplo,
usando una membrana de 50 kDa o una cromatografia de exclusiéon por tamafo en un
tampoén de succinato, glicina, cloruro sédico y trehalosa, pH 5,5 a 30 mg.ml™.

En algunos aspectos, el procedimiento puede comprender conjugar un Resto
Efector con CLk-K'®® (de acuerdo con la numeracién de Kabat). En algunos aspectos, la
invencion comprende conjugar un péptido con un dominio de cadena ligera A de un
anticuerpo o porcion de union a antigeno del mismo, que comprende sustituir una
porcidn de la region CLA con una porcion correspondiente de una region CLk, unir al
péptido un engarce que comprende un grupo Z* como se define en el presente
documento, y hacer reaccionar dicho complejo de péptido-engarce-grupo saliente con el
anticuerpo, caracterizado por que la region CLk sustituida en el anticuerpo comprende al
menos los restos 62-103 de las SEC ID N°: 15, 45, 46 6 47. En algunos aspectos, la
region CLk comprende al menos los restos 62-106 de las SEC ID N°: 15, 45, 46 6 47. En
algunos aspectos, la region CLkx comprende al menos los restos 1-103 de las SEC ID N°:
15, 45, 46 6 47. En algunos aspectos, la region CLkx comprende al menos los restos 1-
106 de las SEC ID N°: 15, 45, 46 ¢ 47.

En algunos aspectos, la invencion comprende conjugar un péptido con un domino
de cadena ligera de anticuerpo murino, o porcion de unién a antigeno del mismo, que
comprende sustituir una porcion de la regién CL murina con una porcion correspondiente
de una region CLx human, unir al péptido un engarce que comprende un grupo saliente
Z* como se define en el presente documento, y hacer reaccionar dicho complejo de

péptido-engarce-grupo saliente con el anticuerpo, caracterizado por que la regién ClLk
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humana sustituida en el anticuerpo comprende al menos los restos 62-103 de las SEC ID
N°: 15, 45, 46 6 47. En algunos aspectos, la region CLkx humana comprende al menos los
restos 62-106 de las SEC ID N°: 15, 45, 46 6 47. En algunos aspectos, la region CLk
humana comprende al menos los restos 1-103 de las SEC ID N° 15, 45, 46 6 47. En
algunos aspectos, la region CLkx comprende al menos los restos 1-106 de las SEC ID N°:
15, 45, 46 6 47. Estos aspectos de la invencion pueden ser ventajosos, ya que las
regiones CLx murinas no comprenden K'® (la secuencia correspondiente en CLk murina
es RHN; véanse los restos 79-81 de la SEC ID N°: 49).

Composiciones farmacéuticas de la invencion

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

Las composiciones de la presente invencion pueden estar en una diversidad de
formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacién liquidas, semisélidas y
sélidas, tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables e
infundibles), dispersiones o0 suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y
supositorios. La forma preferida depende del modo de administracién deseado y de la
aplicacion terapéutica. Las composiciones tipicas preferidas estan en forma de
soluciones inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a las usadas
para inmunizacion pasiva de seres humanos con anticuerpos en general. EI modo de
administracion preferido es parental (por ejemplo, intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular). En una realizacion preferida, el anticuerpo se administra
por infusidén o inyeccion intravenosa. En otra realizacién preferida, el anticuerpo se
administra por inyeccién intramuscular o subcutanea.

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

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

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

Se preparan liposomas que contienen compuestos de la invencién por
procedimientos conocidos en la técnica, tal como se describen en las Patentes de
Estados Unidos N° 4.485.045 y 4.544.545. Se describen liposomas con un tiempo en
circulacién aumentado en la Patente de Estados Unidos N° 5.013.556. Pueden generarse

liposomas particularmente utiles mediante el procedimiento de evaporacion en fase
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inversa con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y
fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas se extruyen a
través de filtros de un tamafo de poro definido para dar liposomas con el diametro
deseado.

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

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

Las formulaciones a usar para la administraciéon in vivo deben ser estériles. Esto
se logra facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracidon
estériles. Los compuestos terapéuticos de la invencion se ponen generalmente en un
recipiente que tiene un orificio de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de solucién
intravenosa que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica.
Pueden prepararse emulsiones adecuadas usando emulsiones de grasas disponibles en
el mercado, tales como Intralipid™, Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ y Lipiphysan™.
El principio activo puede disolverse en una composicion en emulsion premezclada o,
como alternativa, puede disolverse en un aceite (por ejemplo, aceite de soja, aceite de
cartamo, aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de maiz o aceite de
almendra) y formarse una emulsién tras la mezcla con un fosfolipido (por ejemplo,
fosfolipidos de huevo, fosfolipidos de la soja o lecitina de soja) y agua. Se apreciara que

pueden afadirse otros ingredientes, por ejemplo, glicerol o glucosa, para ajustar la
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tonicidad de la emulsion. Las emulsiones adecuadas contendran tipicamente hasta el
20% de aceite, por ejemplo, entre el 5y el 20%. La emulsiéon grasa puede comprender
gotas de grasa de entre 0,1y 1,0 um, particularmente, 0,1 y 0,5 um, y tener un pH en el
intervalo de 5,5 a 8,0.

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

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

Pueden usarse compuestos y composiciones de la invencion junto con
tratamientos establecidos para la indicacién pertinente. Los ejemplos incluyen 5-
Fluorouracilo, irinotecan, oxilaplatino, cetuximab, sunitinib y rituximab para el tratamiento
de trastornos angiogénicos, en particular, y especialmente, cancer. Otros ejemplos
incluyen ranibizumab, infliximab, adalimumab, natalizumab, omalizumab y palivizumab.
Procedimientos terapéuticos de lainvencion

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

La invencion proporciona el uso de compuestos de la invencidon o composiciones
farmacéuticas de la invencion en un procedimiento de inhibicion o reduccion de la
angiogénesis o para tratar o prevenir una enfermedad o sintoma asociado con un
trastorno angiogénico. La invencidn proporciona procedimientos de inhibicion o reduccién
de la angiogénesis o de tratamiento o prevencion de una enfermedad o sintoma

asociado con un trastorno angiogénico, que comprende administrar a un paciente una
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dosis terapéuticamente eficaz de compuestos y composiciones de la invencién. También
se proporcionan procedimientos de suministro o administracion de compuestos y
composiciones de la invencion y procedimientos de tratamiento usando compuestos y
composiciones de la invencion. También se proporcionan procedimientos de tratamiento
del cancer que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto o composicion farmacéutica de acuerdo con la invenciéon. Como se usa
en el presente documento, una afeccién mediada por la angiogénesis es una afeccién
que esta causada por una actividad de angiogénesis anormal o una en la que tienen
utilidad terapéutica compuestos que modulan la actividad de angiogénesis. Las
enfermedades y afecciones que pueden tratarse y/o diagnosticarse con compuestos y
composiciones de la invencién incluyen cancer, artritis, hipertension, enfermedad renal,
psoriasis, angiogénesis del ojo asociada con trastorno ocular, infeccién o intervencion
quirurgica, degeneracion macular, retinopatia diabética y similares.

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

En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencion se
refieren a trastornos hiperproliferativos no cancerosos tales como, sin limitacion,
degeneracion macular relacionada con la edad, reestenosis después de angioplastia y
psoriasis. En otra realizacién, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas para
el tratamiento de un mamifero que requiere la activacion de IGF1R y/o Ang2, en la que la
composicion farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo activador de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Pueden

usarse composiciones farmacéuticas de la invencion para tratar la osteoporosis,
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fragilidad o trastornos en los que el mamifero secreta demasiada poca hormona de
crecimiento activa o es incapaz de responder a la hormona de crecimiento.

Como se usa en el presente documento, una "dosificacion eficaz" o "cantidad
eficaz" de farmaco, compuesto o composicién farmacéutica es una cantidad suficiente
para ejercer uno 0 mas de cualquier resultado deseado o beneficioso. Para uso
profilactico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen eliminar o reducir el riesgo,
disminuir la gravedad o retrasar el desenlace de la enfermedad, incluyendo sintomas
bioquimicos, histolégicos y/o conductuales de la enfermedad, sus complicaciones y
fenotipos patologicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen
resultados clinicos tales como reduccion del tamafo tumoral, de la propagacion, de la
vasculatura de los tumores, o de uno o mas sintomas de cancer u otras enfermedades
asociadas con una angiogénesis aumentada, disminucion de la dosis de otras
medicaciones necesarias para tratar la enfermedad, aumento del efecto de otra
medicacion y/o retraso de la progresiéon de la enfermedad en pacientes. Puede
administrarse una dosificacién eficaz en una o mas administraciones. Para los fines de la
presente invencion, una dosificacion eficaz de farmaco, compuesto o composicion
farmacéutica es una cantidad suficiente para lograr el tratamiento profilactico o
terapéutico directa o indirectamente. Como se entiende en el contexto clinico, una
dosificacion eficaz de un farmaco, compuesto o composicion farmacéutica puede o no
conseguirse junto con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Por lo tanto,
una "dosificacion eficaz" puede considerarse en el contexto de la administracion de uno o
mas agentes terapéuticos, y puede considerarse que un solo agente se administra en
una cantidad eficaz si, junto con uno o mas agentes distintos, puede conseguirse o se
consigue un resultado deseable.

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

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

mas preferentemente, el volumen tumoral es al menos un 30% menor que antes de la
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administracion del MAC. Ventajosamente, el volumen tumoral es al menos un 40%
menor que antes de la administracion del MAC. Mas ventajosamente, el volumen tumoral
es al menos un 50% menor que antes de la administracion del MAC. Muy
preferentemente, el volumen tumoral es al menos un 60% menor que antes de la
administracion del MAC. Mas preferentemente, el volumen tumoral es al menos un 70%
menor que antes de la administracion del MAC.

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

Anticuerpos

Una "inmunoglobulina" es una molécula tetramérica. En una inmunoglobulina de
origen natural, cada tetramero esta compuesto por 2 parejas idénticas de cadenas
polipeptidicas, teniendo cada pareja una cadena "ligera" (de aproximadamente 25 kDa) y
una cadena "pesada" (de aproximadamente 50-70 kDa). La porciéon amino-terminal de
cada cadena incluye una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoacidos principalmente responsables del reconocimiento de antigeno. La porcion
carboxi-terminal de cada cadena define una regién constante principalmente responsable
de la funcion efectora. Las cadenas ligeras humanas se clasifican como cadenas ligeras
k ¥ A. Las cadenas pesadas se clasifican como «a, 6, €, v y 1, y definen el isotipo del
anticuerpo como IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, respectivamente. Dentro de las cadenas ligera y
pesada, las regiones variable y constante se unen mediante una region "J" de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos, incluyendo también la cadena pesada una
region "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Las regiones variables de cada
pareja de cadena ligera/pesada forman el sitio de unidén del anticuerpo, de modo que una
inmunoglobulina intacta tiene 2 sitios de union.

Las cadenas de inmunoglobulina presentan la misma estructura general de
regiones flanqueantes (FR) relativamente conservadas unidas por 3 regiones
hipervariables, también denominadas regiones determinantes de complementariedad o
CDR. Las CDR de las 2 cadenas de cada pareja se alinean por las regiones
flanqueantes, permitiendo la unién a un epitopo especifico. Del extremo N-terminal al C-

terminal, las cadenas tanto ligera como pesada comprenden los dominios FR1, CDR1,
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FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio es de
acuerdo con las definiciones de Rabat Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)).

La identidad de los restos aminoacidicos en un anticuerpo particular que
componen una CDR puede determinarse usando procedimientos bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, pueden identificarse CDR de anticuerpo como las regiones
hipervariables originalmente definidas por Kabat y col (Kabat y col., 1992, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Public Health Service, NIH, Washington D.C.).
Las posiciones de las CDR también pueden identificarse como las estructuras de bucle
estructural originariamente descritas por Chothia y otros (Chothia y col., 1989, Nature
342: 877-883). Otras estrategias para la identificacion de CDR incluyen la "definiciéon por
AbM", que es un compromiso entre Kabat y Chothia y se obtiene usando el programa
informatico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular (ahora Accelrys®), o
la "definiciéon por contacto" de CDR basada en los contactos con antigeno observados,
expuesta en MacCallum y col., 1996, J. Mol. Biol., 262: 732-745. En otra estrategia,
denominada en el presente documento la "definicion conformacional" de CDR, las
posiciones de las CDR pueden identificarse como los restos que hacen contribuciones
entalpicas a la uniéon a antigeno (Makabe y col., 2008, Journal of Biological Chemistry,
283: 1156-1166). Otras definiciones mas de limites de CDR pueden no seguir
estrictamente una de las estrategias anteriores, pero solaparan no obstante con al
menos una porcion de las CDR de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse a la luz
de las predicciones o de los hallazgos experimentales de que restos o grupos de restos
particulares, o incluso CDR completas, no tienen un impacto significativo sobre la unién a
antigeno. Como se usa en el presente documento, una CDR puede referirse a CDR
definidas por cualquier estrategia conocida en la técnica, incluyendo combinaciones de
estrategias. Los procedimientos usados en el presente documento pueden utilizar CDR
definidas de acuerdo con cualquiera de estas estrategias. Para cualquier realizacion
dada que contenga mas de una CDR, las CDR (u otro resto del anticuerpo) pueden
definirse de acuerdo con cualquiera de las definiciones por Kabat, Chothia, extendida,
AbM, contacto y/o conformacional.

Como se usa en el presente documento, se ha acordado la numeracion de Kabat
de ciertos restos; por lo tanto, K'®-CLk se refiere al resto 188 de la cadena ligera kappa
de acuerdo con la numeracion de Kabat, contando desde el comienzo de la cadena
ligera kappa. Se aprecia que la numeracion del resto pueda alterarse dependiendo de la

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

En general, debe interpretarse también que las referencias a anticuerpos se
refieren a porciones de uniéon a antigeno de los mismos vy, en particular, porciones de
unién a antigeno de los mismos que comprenden al menos K'® de CLk.

Un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) es un anticuerpo en el que una region VL
y VH se emparejan para formar una molécula monovalente mediante un engarce
sintético que permite generarlas como una sola cadena proteica. Los diacuerpos son
anticuerpos biespecificos bivalentes en los que los dominios VH y VL se expresan en
una sola cadena polipeptidica, pero usando un engarce que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los 2 dominios en la misma cadena, forzando de este
modo a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra cadena y
crear 2 sitios de unidon a antigeno. Pueden incorporarse una o mas CDR en una
molécula, covalentemente o no covalentemente, para generar una inmunoadhesina. Una
inmunoadhesina puede incorporar la o las CDR como parte de una cadena polipeptidica
de mayor tamano, puede unir covalentemente la o las CDR a otra cadena polipeptidica, o
puede incorporar la o las CDR no covalentemente. Las CDR permiten que la
inmunoadhesina se una especificamente a un antigeno de interés particular.

Un anticuerpo puede tener uno o mas sitios de union. Si hay mas de un sitio de
unién, los sitios de union pueden ser idénticos entre si 0 pueden ser diferentes. Por
ejemplo, una inmunoglobulina de origen natural tiene 2 sitios de union idénticos, un
anticuerpo de cadena sencilla o fragmento Fab tiene un sitio de unién, mientras que un

anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional” tiene 2 sitios de unién diferentes.
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Un "anticuerpo aislado" es un anticuerpo que (1) no esta asociado con
componentes asociados de forma natural, incluyendo otros anticuerpos asociados de
forma natural que lo acompanan en su estado nativo, (2) esta libre de otras proteinas de
la misma especie, (3) se expresa por una célula que no expresa de forma natural el
anticuerpo, o se expresa por una célula de una especie diferente, o (4) no aparece en la
naturaleza.

La expresion "anticuerpo humano" incluye todos los anticuerpos que tienen una o
mas regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina
humanas. En algunas realizaciones de la presente invencion, todos los dominios
variables y constantes del anticuerpo anti-IGF1R proceden de secuencias de
inmunoglobulina humana (un anticuerpo totalmente humano). Un anticuerpo humanizado
es un anticuerpo que procede de una especie no humana, en el que ciertos aminoacidos
en la region flanqueante y en los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera se
han mutado para evitar o anular una respuesta inmune en seres humanos. Como
alternativa, un anticuerpo humanizado puede producirse fusionando los dominios
constantes de un anticuerpo humano con los dominios variables de una especie no
humana. La expresion "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que contiene una
0 mas regiones de un anticuerpo y una o mas regiones de uno 0 mas anticuerpos
distintos.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante proteico capaz de una
unién especifica a una inmunoglobulina o receptor de célula T. Los determinantes
epitdpicos consisten habitualmente en agrupamientos superficiales quimicamente activos
de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucares, y habitualmente
tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas
de carga especificas. Se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno
cuando la constante de disociacion es <1 uM, preferentemente <100 nM y, mas
preferentemente: <10 nM.

El término conjugado de anticuerpo multifuncional o MAC se refiere a un
anticuerpo como se define en el presente documento, o porcidon de unién a antigeno del
mismo, conjugado covalentemente con la menos un Resto Efector que se une a una
diana. El Resto Efector puede ser un péptido, molécula pequefa, proteina, molécula de
acido nucleico, toxina, aptdmero o fragmento de unién a antigeno o fragmento del
mismo. Las referencias a la conjugacion de péptidos y similares a las que se hace
referencia a lo largo de toda la memoria descriptiva generalmente son aplicables a la

conjugacion con proteinas y anticuerpos (de union a antigeno) o fragmentos de los
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mismos. La unién entre Resto Efector y anticuerpo (o fragmento del mismo) puede ser un
enlace covalente. En algunas realizaciones en las que el Resto Efector es una proteina o
péptido, el Resto Efector puede fusionarse con el extremo N- o C-terminal de una de las
cadenas de anticuerpo. Por el término fusionado se entiende que el Resto Efector y
anticuerpo estan fusionados por medio de un enlace peptidico entre sus cadenas
principales peptidicas respectivas. En algunos aspectos, el Resto Efector se conjuga
covalentemente con el anticuerpo mediante un engarce y no se fusiona a través de
enlaces peptidicos que conecten las 2 cadenas principales peptidicas.

En algunas realizaciones, los MAC de la invencién comprenden anticuerpos anti-
IGF1R humanizados. Los MAC de la invencién pueden comprender anticuerpos anti-
IGF1R totalmente humanos por introduccion de genes de inmunoglobulina humana en un
roedor, de modo que el roedor produzca anticuerpos completamente humanos. También
se proporcionan anticuerpos anti-IGF1R totalmente humanos. Se espera que los
anticuerpos anti-IGF1R totalmente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y
alérgicas intrinsecas a anticuerpos monoclonales (AcM) de ratdn o derivatizados de ratén
y, por lo tanto, aumenten la eficacia y seguridad de los anticuerpos administrados. Puede
esperarse que el uso de anticuerpos totalmente humanos proporcione una ventaja
sustancial en el tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, tales
como inflamacién y cancer, que puede requerir administraciones repetidas de
anticuerpos. En otra realizacion, la invencién proporciona un MAC que comprende un
anticuerpo anti-IGF1R que no se une al complemento.

Se describen procedimientos de produccién de anticuerpos anti-IGF1R para su
uso en la invencion en los documentos W002053596 y WO2005016967, incorporandose
ambos en el presente documento por referencia.

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

Ademas, pueden crearse anticuerpos de fusién en los que 2 (o mas) anticuerpos
de cadena sencilla se unen entre si. Esto es util si se desea crear un anticuerpo divalente

o polivalente en una sola cadena polipeptidica o si se desea crear un anticuerpo
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biespecifico.

Un tipo de anticuerpo derivatizado se produce por entrecruzamiento de 2 o mas
anticuerpos (del mismo tipo o de tipos diferentes; por ejemplo, para crear anticuerpos
biespecificos). Los agentes entrecruzantes adecuados incluyen los que son
heterobifuncionales, que tienen 2 grupos reactivos de forma distinta separados por un
espaciador apropiado (por ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u
homobifuncionales (por ejemplo, disuccinimidil suberato).

Otro tipo de anticuerpo derivatizado es un anticuerpo marcado. Los agentes de
deteccion utiles con los que puede derivatizarse un anticuerpo o porcion de anticuerpo
de la invencion incluyen compuestos fluorescentes, incluyendo fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo, ficoeritrina,
fésforos de lantanidos y similares. Un anticuerpo también puede marcarse con enzimas
que sean Uutiles para la deteccidon, tales como peroxidasa de rabano picante,
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa y similares. Cuando un
anticuerpo esta marcado con una enzima detectable, se detecta por adicion de reactivos
adicionales que la enzima usa para producir un producto de reaccion que puede
distinguirse. Por ejemplo, cuando esta presente el agente peroxidasa de rabano picante,
la adicién de peroxido de hidrogeno y diaminobencidina conduce a un producto de
reaccion coloreado que es detectable. Un anticuerpo también puede marcarse con
biotina y detectarse por medicion indirecta de la unién de avidina o estreptavidina. Un
anticuerpo puede marcarse con un agente magnético, tal como gadolinio. Un anticuerpo
también puede marcarse con un epitopo polipeptidico predeterminado reconocido por un
indicador secundario (por ejemplo, secuencias de parejas de cremalleras de leucina,
sitios de union para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas
epitdpicas). En algunas realizaciones, los marcadores se unen por brazos espaciadores
de diversas longitudes para reducir los impedimentos estéricos potenciales.

El anticuerpo también puede derivatizarse con un grupo quimico tal como
polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o etilo o un grupo carbohidrato. Estos grupos
pueden ser utiles para mejorar las caracteristicas biologicas del anticuerpo, por ejemplo,
para aumentar la semivida en suero o para aumentar la union tisular.

Anticuerpos cataliticos

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

El contenido del documento US2006205670 se incorpora en el presente
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documento por referencia, en particular los parrafos [0153]-[0233], que describen
anticuerpos, fragmentos utiles y variantes y modificaciones de los mismos, sitios de
combinacion y CDR, preparacion de anticuerpos, expresion, humanizacion, modificacion
de aminoacidos, glicosilacion, ADCC, CDC, aumento de la semivida en suero de
anticuerpos, vectores de expresion, sistemas huésped de mamifero y plegamiento, entre
otros elementos de la tecnologia de anticuerpos.

La expresion "sitio de combinacién”, como se usa en el presente documento
(también conocido como sitio de union del anticuerpo), se refiere a la region de la
inmunoglobulina o dominios de Ig que se combinan (o pueden combinarse) con el
determinante de un antigeno apropiado (o una proteina estructuralmente similar). El
término generalmente incluye las CDR vy los restos flanqueantes adyacentes que estan
implicados en la unién a antigeno.

Los "anticuerpos aldolasa", como se usa la expresidon en el presente documento,
se refieren a anticuerpos que contienen porciones del sitio de combinacion que, cuando
no tienen trabas (por ejemplo, por conjugacion), catalizan una reaccion de adicion de
aldol entre un donador cetona alifatica y un aceptor aldehido. Los anticuerpos aldolasa
son capaces de generarse por inmunizacion de un animal inmunosensible con un

inmundgeno que incluye un hapteno de 1,3 dicetona de férmula:

or N )AL
acoplado a una proteina transportadora y caracterizado ademas por tener una lisina con
un grupo e-amino reactivo en el sitio de combinacion de anticuerpo. Los anticuerpos
aldolasa se caracterizan adicionalmente por que su actividad catalitica esta sometida a la
inhibicion con el hapteno de 1,3-dicetona por formacién de un complejo entre el hapteno
de 1,3-dicetona y el grupo e-amino de la lisina del anticuerpo catalitico.

Como se analiza, en ciertas realizaciones, ciertos anticuerpos que pueden usarse
para generar MAC, composiciones y muestras de la invencion pueden comprender una
cadena lateral reactiva en el sitio de combinacion de anticuerpo. Una cadena lateral
reactiva puede estar presente de forma natural o puede ponerse en un anticuerpo por
mutacioén. El resto reactivo del sitio de combinacion de anticuerpo puede asociarse con el
anticuerpo, tal como cuando el resto esta codificado por un acido nucleico presente en la
célula linfoide que primero se identificd que generaba el anticuerpo. Como alternativa, el
resto aminoacidico puede surgir mutando expresamente el ADN para codificar el resto
particular. El resto reactivo puede ser un resto no natural que surge, por ejemplo, por

incorporacion biosintética usando un coddén unico, ARNt, y aminoacil-ARNt como se
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analiza en el presente documento. En otra estrategia, el resto aminoacidico, o sus
grupos funcionales reactivos (por ejemplo, un grupo sulfhidrilo o grupo amino nucledfilo),
puede unirse a un resto aminoacidico en el sitio de combinacion de anticuerpo. Por lo
tanto, el enlace covalente con el anticuerpo que se produce "a través de un resto
aminoacidico en un sitio de combinacion de un anticuerpo”, como se usa en el presente
documento, significa que el enlace puede ser directamente con un resto aminoacidico de
un sitio de combinacion de anticuerpo o a través de un resto quimico que se une a una
cadena lateral de un resto aminoacidico de un sitio de combinacién de anticuerpo. En
algunas realizaciones, el aminoacido es cisteina y el grupo reactivo de la cadena lateral
es un grupo sulfhidrilo. En otras realizaciones, el resto aminoacidico es lisina y el grupo
reactivo de la cadena lateral es el grupo e—amino. En algunas realizaciones, el
aminoacido es K* en la cadena pesada de acuerdo con la numeracion de Kabat. En
algunas realizaciones, el aminoacido es K* en HC h38C2 de acuerdo con la numeracién
de las SEC ID N°: 52 y 54.

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

Una realizacion comprende un anticuerpo aldolasa tal como los anticuerpos
monoclonales de raton AcM 33F12 y AcM 38C2 (cuya VL y VH comprenden las SEC ID
N°: 56 y 57), asi como versiones convenientemente quiméricas y humanizadas de dichos
anticuerpos (por ejemplo, h38C2IgG1: SEC ID N°: 51 y 52 y h38C2-IgG2: SEC ID N°: 53
y 54). El AcM de raton 38C2 (y h38C2) tiene una lisina reactiva proxima a pero fuera de
la HCDRS3, y es el prototipo de una nueva clase de anticuerpos cataliticos que se
generaron por inmunizacion reactiva e imitacibn mecanica de enzimas aldolasa
naturales. Otros anticuerpos cataliticos aldolasa que pueden usarse incluyen los
anticuerpos producidos por el hibridoma 85A2, que tiene el numero de acceso de la
ATCC PTA-1015; hibridoma 85C7, que tiene el numero de acceso de la ATCC PTA-
1014; hibridoma 92F9, que tiene el numero de acceso de la ATCC PTA-1017; hibridoma
93F3, que tiene el numero de acceso de la ATCC PTA-823; hibridoma 84G3, que tiene el
numero de acceso de la ATCC PTA-824; hibridoma 84G11, que tiene el numero de
acceso de la ATCC PTA-1018; hibridoma 84H9, que tiene el numero de acceso de la
ATCC PTA-1019; hibridoma 85H6, que tiene el numero de acceso de la ATCC PTA-825;
hibridoma 90G8, que tiene el numero de acceso de la ATCC PTA-1016. Por medio de

una lisina reactiva, estos anticuerpos catalizan reacciones de aldol y retro-aldol usando el
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mecanismo de enamina de las aldolasas naturales.

Los compuestos de la invencion también pueden formarse por uniéon de un agente
de direccidon a una cisteina reactiva, tal como las encontradas en los sitios de
combinacion de anticuerpos cataliticos tioesterasa y esterasa. Los anticuerpos que
contienen aminoacidos reactivos pueden prepararse por medios bien conocidos en la
técnica, incluyendo mutacion de un resto de sitio de combinacion de anticuerpo para
codificar el aminoacido reactivo o derivatizacion quimica de una cadena lateral de
aminoacido en un sitio de combinacion de anticuerpo con un engarce que contenga el
grupo reactivo.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo humanizado. Cuando los compuestos de la
invencidn se unen covalente al sitio de combinacion de un anticuerpo y dichos
anticuerpos se humanizan, es importante que dichos anticuerpos se humanicen con
retencion de la alta afinidad de unién por el grupo W. Se contemplan diversas formas de
anticuerpos aldolasa murinos humanizados. Una realizacion usa el anticuerpo catalitico
aldolasa humanizado h38c2 IgG1 o h38c2 Fab con los dominios constantes humanos C,
y C,11. El gen de V. de linea germinal humana DPK-9 y el gen de J, humano JK4 se
usaron como regiones flanqueantes para la humanizacion del dominio variable de
cadena ligera kappa de m38c2, y el gen de linea germinal humana DP-47 y el gen de Jy
humano JH4 se usaron como regiones flanqueantes para la humanizacion del dominio
variable de cadena pesada de m38c2. La FIGURA 18C ilustra un alineamiento de
secuencias entre las cadenas variables ligeras y pesadas en m38c2, h38c2 y lineas
germinales humanas. El h38c2 puede utilizar dominios constantes de IgG1, IgG2, IgG3 o
IgG4 incluyendo cualquiera de los alotipos de los mismos. Otra realizacion usa un
anticuerpo quimérico que comprende los dominios variables (V. y Vy) de h38c2 (SEC ID
N°: 55 y 56) y los dominios constantes de un anticuerpo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 que
comprenden K'®8-CLxk. El anticuerpo puede ser un anticuerpo de longitud completa, Fab,
Fab’, F(ab’),, F,, dsF,, scF,, Vu, V|, diacuerpo o minicuerpo que comprende dominios Vy
y Vi de h38c2. El anticuerpo puede ser un anticuerpo que comprende los dominios V| y
V4 de h38c2 y un dominio constante seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. El anticuerpo puede ser h38C2 IgG1 (SEC ID N° 51 y 52). El anticuerpo
puede ser h38C2 IgG2 (SEC ID N°: 53 y 54). El anticuerpo puede ser una version
humanizada de un anticuerpo aldolasa murino que comprende una region constante de
un anticuerpo IgG, IgA, IgM, IgD o IgE humano. En otra realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo quimeérico que comprende la region V| y Vy de un anticuerpo aldolasa murino

(por ejemplo, SEC ID N°: 57 y 58) y una regién constante de un anticuerpo 1gG, IgA, IgM,
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IgD o IgE humano. En realizaciones adicionales, el anticuerpo es una version totalmente
humana de un anticuerpo aldolasa murino que comprende una secuencia polipeptidica
de anticuerpo IgG, IgA, IgM, IgD o IgE humano nativo o natural.

También se contemplan diversas formas de fragmentos de anticuerpo aldolasa
humanizado. Una realizacion usa h38c2 F(ab’),. EI h38c2 F(ab’), puede producirse por la
digestion proteolitica de h38c2 IgG1. Otra realizacién usa un h38c2 scFv que comprende
los dominios V. y Vy de h38c2 que estan opcionalmente conectados por el engarce
intermedio (GlysSer); (SEC ID N° 59). Como alternativa a la humanizacioén, pueden
generarse anticuerpos humanos. Por ejemplo, ahora es posible producir animales
transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras la inmunizacion (o
inmunizacién reactiva en el caso de anticuerpos cataliticos), de producir un repertorio
completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina
enddgena.

Como se usa en el presente documento, el término "farmacocinética" se refiere a
la concentracion de un compuesto administrado en el suero con el tiempo. La
farmacodinamica se refiere a la concentracién de un compuesto administrado en tejidos
diana y no diana con el tiempo y los efectos sobre el tejido diana (por ejemplo, eficacia) y
el tejido no diana (por ejemplo, toxicidad). Pueden disefiarse mejoras en, por ejemplo, la
farmacocinética o farmacodinamica para un agente de direccion o agente bioldgico
particular, tal como usando enlaces inestables o modificando la naturaleza quimica de
cualquier engarce (por ejemplo, cambiando la solubilidad, carga y similares). El término
"Koff' se refiere a la constante de velocidad de disociacion para la disociaciéon de un
anticuerpo del complejo de antigeno/anticuerpo. El término "K4" se refiere a la constante
de disociacion de una interaccion de antigeno-anticuerpo particular.

En algunas realizaciones, la porcion de anticuerpo anti-IGF1R del MAC tiene una
selectividad por IGF1R que es al menos 50 veces superior que su selectividad por el
receptor de insulina. En algunas realizaciones, la selectividad de la porcidn de anticuerpo
anti-IGF1R del MAC es mas de 100 veces superior que su selectividad por el receptor de
insulina. En algunas realizaciones, la porcion de anticuerpo anti-IGF1R del MAC no
presenta ninguna union especifica apreciable a ninguna otra proteina distinta de IGF1R.

En algunos aspectos de la invencion, el MAC se une a IGF1R con alta afinidad. En
algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Ky de 1 x 10® M o menos. En
algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Ky de 1 x 10° M o menos. En
algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una Ky de 5 x 10" M o menos. En

algunas realizaciones, el MAC se une a IGF1R con una K4 de 1 x 10" M o menos.
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En algunos aspectos de la invencion, el MAC tiene una velocidad de disociacion
de IGF1R reducida. En una realizacion, el MAC tiene una K de 1 x10* s™ o inferior. En
algunas realizaciones, la Kqi es de 5 x 10° s™' o inferior.

En algunos aspectos, la invencidon proporciona sales farmacéuticamente
aceptables, estereoisomeros, tautomeros, solvatos y profarmacos de compuestos,
muestras, composiciones y composiciones farmacéuticas de la invencion.

Engarces de Anticuerpos Cataliticos

Se desvelan ciertos engarces adecuados para conectar agentes de direccion al
sitio de combinacion de anticuerpos cataliticos (Engarces de Anticuerpos Cataliticos:
engarces de CA) en el documento US2009098130, cuyo contenido se incorpora en el
presente documento por referencia. La expresion “agentes de direccion” se usa en el
presente documento para distinguir de la expresion “Resto Efector”, pero es evidente que
los tipos de moléculas unidas al final de un engarce de CA o engarce de MAC pueden
ser intercambiables. En particular, se incluyen en el presente documento aspectos del
documento US2009098130 relativos a las férmulas generales que describen engarces
(de CA), estructuras de engarces (de CA) especificos, sintesis de engarces (de CA) y
combinaciones de diferentes elementos de P, Q y W, y (clasificados en el mismo como
grupos X, Y y Z, respectivamente) como se describen especificamente y en general en el
mismo.

El engarce de CA puede ser un CA lineal o ramificado y, opcionalmente, incluye
uno 0 mas grupos carbociclicos o heterociclicos. La longitud del engarce de CA puede
verse en términos del numero de atomos lineales, contandose los restos ciclicos tales
como anillos aromaticos y similares tomando la via mas corta alrededor del anillo. En
algunas realizaciones, el engarce de CA tiene una extension lineal de entre 5-15 atomos,
en otras realizaciones, 15-30 atomos, en otras realizaciones mas 30-50 atomos, en otras
realizaciones mas 50-100 atomos y, en otras realizaciones mas, 100-200 atomos. Otras
consideraciones de engarces de CA incluyen el efecto sobre las propiedades fisicas o
farmacocinéticas del compuesto resultante, tales como solubilidad, lipofilia, hidrofilia,
hidrofobia, estabilidad (mas o menos estable asi como degradacion planeada), rigidez,
flexibilidad, inmunogenicidad y modulaciéon de la unién a anticuerpo, la capacidad para
incorporarse en una micela o liposoma y similares.

En algunos aspectos, el engarce de CA puede unirse covalentemente a la cadena
lateral del resto de engarce de TA. El engarce puede comprender la férmula: P-Q-W; en
la que P es una cadena de conexidon biologicamente compatible que incluye cualquier

atomo seleccionado del grupo que consiste en C, H, N, O, P, S, F, Cl, Br e |, y puede
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comprender un polimero o copolimero de bloque, y se une covalentemente al resto de
enlace (a través de la cadena lateral, extremo amino-terminal o extremo carboxilo-
terminal segun sea apropiado) cuando el engarce es lineal, Q es un grupo de
reconocimiento opcionalmente presente que comprende al menos una estructura de
anillo; y W es un resto de union que comprende un enlace covalente con una cadena
lateral de aminoacido en un sitio de combinacion de un anticuerpo.

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

aéb\c '

” a/ \C
ke/ d 0 \\—é/

en la que a, b, ¢, d y e son independientemente carbono o nitrégeno; f es carbono,

/

nitrégeno, oxigeno o azufre; Q se une a P y W independientemente en 2 posiciones de
anillo cualesquiera de valencia suficiente; y no mas de 4 de a, b, ¢, d, e o f son
simultdneamente nitrégeno y, preferentemente, a, b, ¢, d y e en la estructura de anillo
son cada uno carbono. En algunos aspectos, Q puede ser fenilo. Aunque sin desear
quedar ligado a teoria alguna, se cree que el grupo Q puede contribuir a la colocacién del
grupo reactivo en un sitio de combinacion de anticuerpo adecuado de modo que el grupo
W pueda reaccionar con una cadena lateral de aminoacido reactiva.

El engarce de CA puede disefiarse de modo que contenga un grupo reactivo
capaz de formar covalentemente o no covalentemente un enlace con una
macromolécula, tal como un anticuerpo, proteina o fragmento del mismo. El grupo
reactivo se escoge para su uso con un resto reactivo en un sitio de combinacion
particular. Por ejemplo, un resto quimico para su modificacién por un anticuerpo aldolasa
puede ser una cetona, dicetona, beta lactamico, halocetona de éster activo, lactona,
anhidrido, maleimida, alfa-haloacetamida, ciclohexil dicetona, epodxido, aldehido,
amidina, guanidina, imina, enamina, fosfato, fosfonato, epdxido, aziridina, tioepdxido,
dicetona enmascarada o protegida (cetal, por ejemplo), lactamico, halocetona, aldehido y
similares.

En algunas realizaciones, W, antes de la conjugacion con la cadena con la cadena
lateral de un resto en el sitio de combinacion de un anticuerpo, incluye uno o mas grupos
C=0 dispuestos para formar una azetidinona, dicetona, un acil beta-lactamico, un éster
activo, una halocetona, un grupo ciclohexil dicetona, un aldehido, una maleimida, un
alqueno activado, un alquino activado o, en general, una molécula que comprende un
grupo saliente susceptible a desplazamiento nucledfilo o electréfilo. Otros grupos pueden
incluir una lactona, un anhidrido, una alfa-haloacetamida, una imina, una hidrazida o un

epoxido. Los grupos reactivos electrofilos de engarce ejemplares que pueden unirse
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covalentemente a un grupo nucledfilo reactivo (por ejemplo, una cadena lateral de lisina
o cisteina) en un sitio de combinacién de anticuerpo incluyen acil beta-lactamico,
dicetona simple, éster activo de succinimida, maleimida, haloacetamida con engarce,
halocetona, ciclohexil dicetona, aldehido, amidina, guanidina, imina, enamina, fosfato,
fosfonato, epdxido, aziridina, tioepdxido, una dicetona enmascarada o protegida (un
cetal, por ejemplo), lactamico, sulfonato y similares, grupos C=0 enmascarados tales
como iminas, cetales, acetales y cualquier otro grupo electréfilo conocido. En ciertas
realizaciones, el grupo reactivo incluye uno o mas grupos C=0 dispuestos para formar un
acil beta-lactamico, dicetona simple, éster activo de succinimida, maleimida,
haloacetamida con engarce, halocetona, ciclohexil dicetona o aldehido. W puede ser un
alquilo sustituido , cicloalquilo sustituido, arilo sustituido, arialquilo sustituido, heterociclilo
sustituido o heterociclilalquilo sustituido, en el que al menos un sustituyente es un resto
de 1,3-dicetona, un acil beta-lactamico, un éster activo, una alfa-halocetona, un aldehido,
una maleimida, una lactona, un anhidrido, una alfa-haloacetamida, una amina, una
hidrazida o un epoxido. En algunos aspectos, el grupo W se une covalentemente a un
armazon de macromolécula que puede proporcionar una semivida aumentada a los
péptidos de la invencion. En algunos aspectos, el grupo W, si esta presente, se une
covalentemente al sitio de combinacion de un anticuerpo.

En algunos aspectos, antes de la conjugacion (por ejemplo, con el sitio de

combinacion de un anticuerpo), W tiene la estructura:

(0]
O (@] f\ﬁ/‘\
N
SUAAN q
g o)
en la que q = 0-5. g puede ser 1 6 2. q puede ser 1. En otros aspectos, g puede ser 2.

En algunos aspectos, después de la conjugacion con el sitio de combinacion de

anticuerpo, W tiene la estructura:

o] Q
o TR gfé A)J\ .
/Armcuerpo
1 (0] q

en la que q = 0-5 y Anticuerpo-N- es un enlace covalente con una cadena lateral en un
sitio de combinacion de un anticuerpo. g puede ser 1 6 2. g puede ser 1. En otros
aspectos, q puede ser 2.

P puede ser un grupo que comprende tres componentes; Pp-Ps-Py, en el que Pp
es un grupo especificamente adaptado para poder combinarse con el agente de
direccién, Ps es una region espaciadora del grupo P y Py es un grupo adaptado a unirse

al grupo W. En algunos aspectos, Py se selecciona de un enlace amida, un enlace
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enamina o un enlace guanidinio. Py puede seleccionarse para proporcionar una molécula
de hidrégeno adyacente (dentro de dos atomos) al grupo Q. Aunque sin desear quedar
ligado a teoria alguna, se cree que el atomo H puede contribuir al reconocimiento por el
grupo Q de un bolsillo hidréfobo a través de interaccion de enlace de H, particularmente
en relacion con el bolsillo hidréfobo de la hendidura de uniéon de un anticuerpo catalitico,
tal como h38C2. Por lo tanto, el enlace amida, por ejemplo, puede orientarse de modo
que el grupo NH se una directamente al grupo Q, proporcionando el H del grupo NH la
formaciéon de un enlace de hidrogeno. Como alternativa, el grupo C=0 de una amida
puede unirse al grupo Q, con el H del grupo NH aproximadamente 2 atomos adyacente
al grupo Q, pero todavia disponible para la formacion de un enlace de H. En algunas

realizaciones, Py esta ausente. En algunas realizaciones, el grupo Py tiene la formula:
H
g—N\[(Ti
o]

En algunos aspectos, Ps se selecciona de modo que Ps no proporciona ningun
grupo demasiado reactivo. Ps puede seleccionarse para proporcionar una longitud global
de los grupos P de entre 2-15 atomos. Ps puede seleccionarse de modo que la longitud
global del grupo P esté entre 2 y 10 atomos. Xs puede seleccionarse de modo que la
longitud global del grupo P sea de 4-8 atomos. Ps puede seleccionarse de modo que la
longitud global del grupo P sea de 5 atomos. Ps puede seleccionarse de modo que la
longitud global del grupo P sea de 6 atomos. En algunos aspectos, Ps puede

comprender una de las férmulas siguientes:

@)
0]
v MR e ey

;“\{Aoﬂnja "‘Lfi:/\ 0/]}(0\; “*{%\ o/\ks‘ A 4an e

enlasquen=1,2,3,4,5,6,7,8,906 10, y m esta presente o ausente; n puede ser 1, 2,

3,4,506; npuede ser 1, 2, 36 4;n puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede
ser 4.

En algunos aspectos, Ps comprende una de las formulas siguientes:

s
(0] édj\/\o/\/o\/\NH
éﬁ\/\o/\/o\/\ N )J\/\; ‘Jf\/\o/\/o\/\v;‘ o
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o}
QLL/\O/\”/O\(‘S; “z_%/\o/\‘fr éﬁ\/\o/\/o\/\o/\/o\/\N)l\/\aﬁ
(0]

Pp se selecciona idealmente para permitir una estrategia de enlace covalente
direccional especifico con el resto de uniéon de una molécula de direccion (resto de unién
de TA), tal como un péptido, proteina, molécula pequefia, acido nucleico o aptamero. Por
ejemplo, cuando el resto de unién de TA comprende un grupo nucledfilo, Pp puede ser
un grupo electrofilo y viceversa. Por ejemplo, si la cadena lateral del resto de union de
TA comprende un grupo amina, tal como K, H, Y, ornitina, Dap o Dab, Xp puede ser
COOH u otro electrofilo reactivo de forma similar. Si el resto de union de TAes D o E, Pp
puede comprender un grupo nucledfilo, tal como un grupo amina. Cualquiera de estas
estrategias permite que se forme un enlace covalente entre el grupo Pp y el resto de
unién de TA por estrategias de formacién de enlaces amida. Cuando el grupo de unién

de TA es un grupo amina, Pp puede comprender la férmula:

fYoH
o}
P puede ser un polimero o copolimero de bloque biolégicamente compatible

opcionalmente presente. P puede ser de estructura:

z*OHfH:*gf‘ 0 g*h*H*/ LMY

R® 0 3 OH%/H

o) l!l EH)‘\ N \H/ oo
M T

enlaquepes1,23,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 32, 43,44 ¢
45; w, r y s son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20; y R® en cada aparicién es independientemente hidrégeno,
alquilo Cy.10 sustituido o no sustituido, cicloalquilo Cs.7-alquilo Cgo sustituido o no
sustituido o aril-alquilo Co.¢ sustituido o no sustituido.

Cuando el resto de union de TA es C, homodlogos de C u otros restos que
contienen grupos tiol, Pp puede comprender un grupo maleimida (o similar) que permita
una estrategia de reaccion de adicion de tiol-maleimida para unir covalentemente el
grupo Pp al resto de unién de TA. En algunos aspectos, Pp también puede comprender

un grupo tiol que permita que se forme un puente disulfuro entre el resto de uniéon de TA
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y el grupo Pp. En algunos aspectos, Pp puede ser maleimida:

o ¥
/D
ksIO

en la que la flecha indica el punto de union a la molécula de direccion y la linea paralela
representa la unién al grupo Q del engarce. Cuando el punto de unién a la molécula de

direccion comprende un resto de cisteina u otra cadena lateral que lleve tiol, el

mecanismo de conjugacion puede ser el siguiente:

S-TA
o ¥ o
‘EL/D ————) is_/ N

o) 0]

Producto Principal Producto Minoritario

En algunos aspectos, P es

o 0o
|
Y W RP
en la que v y w se seleccionan de modo que la longitud de la cadena principal de X es de

6-12 atomos;

En algunos aspectos, el engarce de TA es de formula:

ﬁfN%N 3\%0 HN HN&(E

enlaquen=162063064,5,6,7,8, 906 10; n puede ser puede ser 1, 2,3,4,566;n
puede ser 1; n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4. M puede estar ausente. M
puede estar presente.

En algunos aspectos, el engarce de TA es de formula:

enlaquen=162063064,5,6,7,8,90610; n puede ser 1, 2, 3,4, 506 6; n puede ser 1;
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n puede ser 2; n puede ser 3; n puede ser 4. M puede estar ausente. M puede estar
presente.

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

Péptidos y Proteinas

Acil lisina, o
Kac (también AcK) se refiere a: K(SH) se refiere a:
O O
HNon HN-on
HN._O HN\"/\/SH
T b
Acido diaminobutirico (Dab) Acido diaminopropiénico (Dap)
o] o]
HZNﬁOH H2Nf‘\OH
NH,
NH,
Homocisteina Homoserina Ornitina
o) 0o o
HNon HzN OH HoN-“on
SH OH NH,

En general las nomenclaturas usadas en relacion con, y las técnicas de cultivo
celular y tisular, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de
proteinas y acidos nucleicos e hibridacién descritas en el presente documento son
aquellas bien conocidas y usadas comunmente en la técnica. Los procedimientos y
técnicas de la presente invencion se realizan en general de acuerdo con procedimientos
convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias
generales y mas especificas que se citan y analizan a lo largo de toda la presente
memoria descriptiva a menos que se indique otra cosa. Como se usan en el presente
documento, los 20 aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente
para referirse a un polimero de restos aminoacidicos. Como se usan en el presente
documento, estos términos son aplicables a polimeros de aminoacidos en los que uno o
mas restos aminoacidicos son un analogo quimico artificial de un aminoacido de origen
natural correspondiente. Estos términos también son aplicables a polimeros de
aminoacidos de origen natural. Los aminoacidos pueden estar en forma L o D siempre

que se mantenga la union y otras caracteristicas deseadas del péptido. Un polipéptido
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puede ser monomerico o polimeérico.

A menos que se indique otra cosa mediante un prefijo “D”, por ejemplo, D-Ala o N-
Me-D-lle, o escrito en formato de minusculas, por ejemplo, a, i, |, (versiones D de Ala, lle,
Leu), la estereoquimica del carbono alfa de los aminoacidos y restos aminoacilo en
péptidos descritos en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas
es la configuracion natural o “L”.

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

Como se usan en el presente documento, los términos “halo,” "halégeno" o
"haluro" se refierena F, Cl, Bro .

Como se usa en el presente documento, la expresion “actividad biolégica" se
refiere a las actividades in vivo de un compuesto, composicién u otra mezcla o a
respuestas fisioldgicas que son el resultado de la administracién in vivo de un
compuesto, composicion u otra mezcla. La actividad biologica incluye por lo tanto efectos
terapéuticos, efectos de diagnodstico y la actividad farmacéutica de dichos compuestos,
composiciones y mezclas. La expresion “biolégicamente activo” o “funcional” se refiere a
un polipéptido que presenta al menos una actividad que es caracteristica de o similar a
un agente de direccion AA.

La expresion “biologicamente compatible”, como se usa en el presente
documento, se refiere a algo que es bioldgicamente inerte o no reactivo con moléculas
bioldgicas intracelulares y extracelulares, y que no es toxico.

La expresion “alquilo sustituido” se refiere a un grupo alquilo en el que uno o mas
enlaces con un carbono o carbonos o hidrégeno o hidrégenos se sustituyen por un
enlace con atomos que no sean de hidrégeno ni de carbono tales como, pero sin
limitaciéon, un atomo de halégeno en haluros tales como F, Cl, Br e |; un atomo de
oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi, grupos ariloxi y grupos
éster; un atomo de azufre en grupos tales como grupos tiol grupos, grupos alquil y aril

sulfuro, grupos sulfona, grupos sulfonilo y grupos sulfoxido; un atomos de nitrégeno en
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grupos tales como aminas, amidas, alquilaminas, dialquilaminas, arilaminas,
alquilarilaminas, diarilaminas, N-oxidos, imidas y enaminas; un atomo de silicio en grupos
tales como en grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsililo y grupos
triarilsililo; y otros heteroatomos en diversos otros grupos. Los grupos alquilo sustituidos
también incluyen grupos en los que uno o mas enlaces con uno o varios atomos de
carbono o hidrégeno se sustituye por un enlace con un heteroatomo tal como oxigeno en
grupos carbonilo, carboxilo y éster; nitrogeno en grupos tales como iminas, oximas,
hidrazonas y nitrilos. Los grupos alquilo sustituidos incluyen, entre otros, grupos alquilo
en los que uno o mas enlaces con un atomo de carbono e hidrégeno se sustituyen por
uno o mas enlaces con atomos de fluor. Un ejemplo de un grupo alquilo sustituido es el
grupo trifluorometilo y otros grupos alquilo que contienen el grupo trifluorometilo. Otros
grupos alquilo incluyen aquellos en los que uno o mas enlaces con un atomo de carbono
o hidrégeno se sustituyen por un enlace con un atomo de oxigeno de modo que el grupo
alquilo sustituido contiene un grupo hidroxilo, alcoxi, ariloxi o un grupo heterocicliloxi.
Otros grupos alquilo mas incluyen grupos alquilo que tienen un grupo amina, alquilamina,
dialquilamina, arilamina, (alquil)(aril)amina, diarilamina, heterociclilamina,
(alquil)(heterociclil)amina, (aril)(heterociclil)amina o dieterociclilamina.

La expresion “alquilo sustituido” se refiere a un grupo alquilo no sustituido
divalente como se ha definido anteriormente. Por lo tanto, metileno, etileno y propileno
son cada uno ejemplos de alquilenos no sustituidos. La expresion “alquilo sustituido” se
refiere a un grupo alquilo sustituido divalente como se ha definido anteriormente. Los
grupos alquileno inferior sustituidos o no sustituidos tienen de 1 a aproximadamente 6
carbonos.

La expresion “cicloalquilo no sustituido” se refiere a grupos alquilo ciclicos tales
como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo, y dichos
anillos sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal y ramificada como se han definido
anteriormente. La expresion también incluye grupos alquilo policiclicos tales como, pero
sin limitacion, adamantilo, norbornilo y biciclo[2.2.2]octilo y similares, asi como dichos
anillos sustituidos con grupos alquilo de cadena lineal o ramificada como se han definido
anteriormente. Por lo tanto, la expresion incluiria grupos metilcliclohexilo entre otros. La
expresion no incluye grupos alquilo ciclicos que contienen heteroatomos. Los grupos
cicloalquilo no sustituidos pueden unirse a uno o mas atomos de carbono, atomos de
oxigeno, atomos de nitrégeno y/o atomos de azufre en el compuesto precursor. En
algunas realizaciones, los grupos cicloalquilo no sustituidos tienen de 3 a 20 atomos de

carbono. En otras realizaciones, dichos grupos alquilo no sustituidos tienen de 3 a 8
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atomos de carbono mientras que en otros, dichos grupos tiene de 3 a 7 atomos de
carbono.

La expresion “cicloalquilo sustituido” tiene el mismo significado con respecto a
grupos cicloalquilo no sustituidos que los grupos alquilo sustituidos tienen con respecto a
grupos alquilo no sustituidos. Por lo tanto, la expresion incluye, pero sin limitacion,
grupos oxociclohexilo, clorociclohexilo, hidroxiciclopentilo y clorometilciclohexilo.
Descripcion Detallada de las Figuras

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

Figura 2: El analisis del peso molecular intacto de MAC por espectrometria de
masas demuestra que multiples péptidos se unen al anticuerpo anti-IGF1R 2.12.1.fx.
Figura 2A: datos de espectrometria de masas del anticuerpo anti-IGF1R 2.12.1.fx. Figura
2B-2D: datos de espectrometria de masas de MAC-2, que muestran experimentos
repetidos de 3 lotes individuales.

Figura 3: Datos de espectrometria de masas de 2.12.1.fx (IGF1R) y 3 lotes de
MAC-2 (MAC) en los que se han reducido los enlaces disulfuro. Figura 3A: Datos de
espectrometria de masas de 2.12.1.fx (IGF1R), cadena ligera. Figura 3B: Datos de
espectrometria de masas de 2.12.1.fx (IGF1R), cadena pesada. Figura 3C: datos de
espectrometria de masas de cadena ligera de MAC-2, lote 1. Figura 3D: datos de
espectrometria de masas de cadena pesada de MAC-2, lote 1. Figura 3E: datos de
espectrometria de masas de cadena ligera de MAC-2, lote 2. Figura 3F: datos de
espectrometria de masas de cadena pesada de MAC-2, lote 2. Figura 3G: datos de
espectrometria de masas de cadena ligera de MAC-2, lote 3. Figura 3H: datos de
espectrometria de masas de cadena pesada de MAC-2, lote 3.

Figura 4A: Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera del anticuerpo 2.12.1.fx
con sitios de escision por quimotripsina senalados con balas. Los fragmentos de
quimotripticos que contienen un resto de Lys (sitio de conjugacion potencial) estan
marcados por el numero desde el extremo N-terminal. El fragmento Y15 de la cadena
ligera esta subrayado. Figura 4B: Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del

anticuerpo 2.12.1.fx con sitios de escisidn por quimotripsina senalados con balas. Los
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fragmentos quimotripticos que contienen un resto de Lys (sitio de conjugacion potencial)
estan marcados por el numero desde el extremo N-terminal.

Figura 5A: Datos de espectrometria de masas de un péptido que contiene
lisina:Y15 de cadena ligera conjugado, que muestra datos de espectrometria de masas
para el anticuerpo anti-IGF1R no conjugado 2.12.1.fx (IGF1R) y MAC-2 (MAC), asi como
una representacion del fragmento Y15. Figura 5B: Datos de espectrometria de masas del
fragmento de cadena ligera no conjugado Y15, que muestra datos de espectrometria de
masas para el anticuerpo anti-IGF1R no conjugado 2.12.1.fx (IGF1r) y MAC-2 (MAC), asi
como una representacion del fragmento Y15.

Figura 6A: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el
fragmento triptico de 2.12.1.fx. Figura 6B: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n
seleccionado para el fragmento triptico cuando Lys'®® esta modificado con ABP de MAC-
2.

Figura 7A: Los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado para el
fragmento triptico de 2.12.1.fx. Figura 7B: Los datos de cromatograma de CLEM de ion
seleccionado para el péptido triptico cuando Lys'®° esta modificado con ABP de MAC-2.

Figura 8: Espectros de masas de MAC-2 intacto. Figura 9A: Espectros de masas
de cadena pesada reducida para MAC-2. Figura 9B: Espectros de masas de cadena
ligera reducida para MAC-2.

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

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

Figura 12: ELISA de competicion con IGF1R. Grafica representativa de la
competicion con la union de IGF1 a IGF1R para MAC.

Figura 13: Inhibicion de la autofosforilacion de IGF1R inducida por IGF1 por MAC
en células 3T3-hIGF1R.

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

tumores escindidos y congelados.
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Figura 15A: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon
Colo205 después del tratamiento IP semanal con vehiculo o MAC-2 (IP, 1x/sem, 0,3-10
mg/kg). Los datos se representan como la media y ET de n = 10/grupo. ***: P<0,001,
PBS frente a MAC-2 (todas las dosis); Anova de dos factores, post-prueba de Bonferroni.
Figura 15B: Pesos tumorales finales a Dia 28. Figura 15C: Densidad de microvasos
tumorales de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del tratamiento
con vehiculo o MAC-2 (IP, una vez por semana). Figura 15D: Niveles de expresion de
Ang2 relativos en lisados preparados a partir de tumores escindidos y congelados. Figura
15E: Niveles de expresion de IGF1R relativos en lisados preparados a partir de tumores
escindidos y congelados.

Figura 16A: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon
Colo205 después del tratamiento IP una vez por semana con vehiculo Ang2-h38c2 (10
mg/kg), anticuerpo IGF1R (2.12.1.fx) (10 mg/kg) o MAC-2 (1, 3 6 10 mg/kg). Figura 16B:
Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de colon Colo205 después del
tratamiento IP una vez por semana con vehiculo, anticuerpo IGF1R (2.13.2) (10 mg/kg) o
MAC-2 (10 mg/kg). Figura 16C: Volumen tumoral de xenoinjertos de adenocarcinoma de
colon Colo205 después del tratamiento IP una vez por semana con vehiculo, Ang2-
h38c2 (10 mg/kg), anticuerpos contra IGF1R (2.12.1.fx y 2.13.2) (10 mg/kg), MAC-2 (1, 3
6 10 mg/kg) o Ang2-h38c2 (10 mg/kg) en combinacién con 2.12.2.fx 0 2.13.2 (10 mg/kg).
Todos los datos se representan como la media y ET de n = 10/grupo.

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

Figura 18A: Alineamiento de secuencia de aminoacidos de los dominios variables
de m38c2, h38c2 y lineas germinales humanas. Las regiones flanqueantes (FR) y las
regiones determinantes de complementariedad (CDR) estan definidas de acuerdo con
Kabat y col. Los asteriscos marcan las diferencias entre m38c2 y h38c2 o entre h38c2 y
las lineas germinales humanas. Figura 18B: Alineamiento de secuencia de aminoacidos
de region kappa de cadena ligera constante murina (mCLk), region kappa de cadena
ligera constante humana (hCLk) y regién lambda de cadena ligera constante humana
(hCLA). Las diferencias entre mCLk y hCLk; y entre hCLkx y hCLA; se muestran como
asteriscos y las sustituciones conservadas se muestran como cruces.

Para que la presente invencién se entienda mejor, se exponen los siguientes
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ejemplos. Estos ejemplos son con fines ilustrativos solamente y no deben interpretarse
como limitantes del alcance de la invencidén de ningun modo.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1 Sintesis de Péptidos usados en la invencion

\
OOMe

1 NHFmoc

x
—X
—X

X X X OMe
I

|1 o
Fmoc- Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G — )

/k /L HN OMe
: o -
o]

o

Resina de Amida de Ring

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

Ensamblaje completado de péptido unido a resina totalmente protegido:

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

Ensamblaje completado de péptido unido a resina protegido N-acetilado.
Esquema 1. Sintesis en fase sdélida de una cadena peptidica usando quimica de Fmoc
(ejemplificada con un péptido de unién a Ang2 tipico (ABP), SEC ID N°: 27)

EJEMPLO 2: Escision de laresina del péptido preparado como en el EJEMPLO 1.
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2 |

(0]
)j\Q—K-Y—Q—P—L-D-E-K-D-K-T-L-Y—D—Q—F—M-L—Q—Q—G -
A PN
3 (o} (o}
1. Ensamblaje completado de péptido unido a resina protegido N-acetilado.
5 2. TFA/agual/fenol/triisopropilsilano (90:4:4:2).
Esquema 2: Escision de ABP (SEC ID N°: 27) de la resina.

EJEMPLO 3 Sintesis de compuestos de ABP-tiol-engarce

o
0]
/LQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G%NH

2
1 0 o

2 |

(@)

Trt
S

0
0
/U\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—<NH
10 3 0 0

4 |

Oj)/
(o]
0]
)J\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—<NH
2

2

SH

5 o o
1. Péptido de unién a Ang2.
2. Acido S-tritil-mercaptopropiénico/HBTU/NMM (proporcién 5:5:10 con respecto al
15 péptido Ang2).
3. Intermedio peptidico de Ang2 con tiol protegido con tritilo.
4. TFA/DCM/TIPS (proporcién 5:93:2).
5. Péptido modificado Ang2 que lleva tiol.
Esquema 3: Sintesis de ABP-1-ti (3.3) (SEC ID N°: 27 con K'! sustituido con resto de
20  unién K(SH)).

Se sintetizaron analogos de un péptido de unién a Ang-2 (ABP) con diferentes
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puntos de unién (véanse los Ejemplos 1 y 2). Inicialmente, el intermedio de ABP con tiol
libre se sintetizd y se purificd y después se afadié un engarce de maleimida-PEG,-PFP,
seguido de una etapa de purificacion final para obtener un ABP activado con PFP puro.
El ensamblaje y la escision de la cadena peptidica se llevaron a cabo como se resume
en los esquemas 1y 2 para generar el ABP puro.

El ABP (284 mg, 0,1 mmol) se disolvié en dimetilformamida (0,5 ml) con agitacion.
Por separado, se agitoé acido S-tritil-mercaptopropionico (MPA, 62 mg, aproximadamente
0,125 mmol), HBTU (48 mg, 0,125 mmol) y N-metilmorfolina (0,025 ml, 0,25 mmol) en
DMF (0,5 ml) durante 5 min hasta su disolucién. La solucion de ABP y las soluciones de
MPA activado se mezclaron entre si durante 2 h. El progreso de la reaccion se controlo
mediante CLEM. Después de 2 h, la solucion se afiadio lentamente a éter helado (40 ml)
para precipitar el producto ABP-S-triti-MPA. El precipitado blanco se recogié por
filtracion y después se seco. El resto sélido se disolvié después en una solucién de acido
trifluoroacético en diclorometano (1:10, 10 ml), afadiéndose triisopropilsilano (TIPS)
(0,050 ml) y se agitd durante 1 h. La solucién se evapord a presiéon reducida hasta un
aceite amarillo claro, después el péptido con tiol bruto se precipitdé por adicién de éter
helado. El producto se recogid por centrifugacion y se seco al vacio. El resto se disolvié
en acetonitrilo acuoso al 50%, después se liofilizé para dar el péptido con tiol bruto
(pureza de aproximadamente el 80% por analisis de HPLC). El péptido con tiol bruto se

purifico por HPLC semipreparativa para dar 145 mg de SEC ID N°: 27.
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Sintesis de SEC ID N°: 27-K(SH)'-MAL-2PEG-PFP

SH

Oﬁ)/
(0]
0]
)j\Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G—/<NH
2

(o) (0]
41  SEC ID N°: 27-K(SH)"

+
0 F
/ H 0 (o) F
N\/\n/N\/\O/\/ \/\“/
0 o] Or E
F
4.2 (engarce de MAL-2PEG-PFP)

l

s 9 N~
v Qo
(o]
(0]
L 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
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4.3 (SEC ID N°: 27-K(SH)""-MAL-2PEG-PFP)
Esquema 4 Sintesis de SEC ID N°: 27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP
EJEMPLO 4 Generacién de intermedios de Péptido de Unidon a Ang-2-tiol (ABP-ti)

El ensamblaje de la cadena peptidica se realizdé en una escala de 0,1 milimoles.
La resina usada era resina Fmoc-Rink-PL (150 mg, sustitucion 0,67 mmol/g). Se usaron
protocolos de quimica de Fmoc convencionales para ensamblar el péptido. La
eliminacién de Fmoc era con piperidina al 20%/DMF durante 3 x 5 min y todas las etapas
de lavado de resina usaban DMF. Para incorporar los aminoacidos, se empled una sola
etapa de acoplamiento para cada resto, usando activacion con HBTU/HOBt/NMM
durante un periodo de 2 h. El Resto de Unién (K(SH)) se incorporé como Fmoc-Lys(N*-
mercaptopropionato-S-Trt)-OH. Tras el ensamblaje de la cadena, el grupo Fmoc N-
terminal se elimind y el péptido-resina se protegido terminalmente por acetilacién. La
resina final se lavé con DCM y se seco durante una noche al vacio. Los pesos de resina
finales obtenidos eran los siguientes: SEC ID N°: 29-K(SH)®: 627 mg , SEC ID N°: 30-
K(SH)'®: 573 mg, SEC ID N°: 31-K(SH)'®: 642 mg y SEC ID N°: 32-K(SH)"®: 641 mg.

La eliminacién acidolitica de grupos protectores y la escision del péptido de la

resina se consiguieron usando un coctel de TFA/agual/ditiotreitol/triisopropilsilano
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(proporcion 90:4:4:2, 5 ml) durante 2 h. La solucion se filtré de la resina y la resina se
lavo con otros 5 ml de TFA puro. Los filtrados combinados se evaporaron hasta un jarabe
y después de la adicidén de éter helado precipitd un polvo blanco. El polvo se recogio por
centrifugacion, después se disolvié en acetonitrilo acuoso al 50% (20 ml), se congel6 y
se liofiliz6é durante una noche.
Resultados:
SEC ID N°: 29-K(SH)?

SH

o (@)

)kQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH2
O (6]

La cantidad de SEC ID N°: 29-K(SH)® bruto obtenido era de 252 mg. El andlisis del
SEC ID N°: 29-K(SH)® bruto por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95%B/30 min,
C18, Tp = 18,3 min. Un analisis de CLEM adicional del SEC ID N°: 29-K(SH)® bruto
mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2930, +2 = 1465, +3 =
977 observado.

SEC ID N°: 30-K(SH)*®
SH

o ()

)kQ-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH2
(6] (6]

La cantidad de SEC ID N°: 30-K(SH)'® bruto obtenido era de 229 mg. El analisis
del SEC ID N°: 30-K(SH)'® bruto por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95%B/30
min, C18, Tp = 22,0 min. Un analisis de CLEM adicional del SEC ID N°: 30—K(SH)16 bruto
mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2915, +2 = 1458, +3 =
972 observado.

SEC ID N°: 31-K(SH)*®
SH

o O

)kQ-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-K-L-Q-Q-G-NH2
(6] (6]

La cantidad de SEC ID N°: 31-K(SH)'® bruto obtenido era de 252 mg. El analisis

del SEC ID N°: 31-K(SH)"® bruto por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95%B/30

min, C18, Tp = 21,1 min. Un andlisis de CLEM adicional del SEC ID N°: 31-K(SH)"® bruto

mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2912, +2 = 1456, +3 =
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971 observado.

SEC ID N°: 32-K(SH)*
SH

o (0)

)kQ-K—Y-Q—P—L—D—E—L—D—K—T—L—Y—D-Q-F—M—K-Q-Q-G—NH2
o 6}

La cantidad de SEC ID N°: 32-K(SH) bruto obtenido era de 261 mg. El analisis
del SEC ID N°: 32-K(SH)'" bruto por HPLC mostré un pico principal limpio; 5-95%B/30
min, C18, Tp = 20,0 min. Un andlisis de CLEM adicional del SEC ID N°: 32-K(SH)"® bruto
mostré que el pico principal era el producto deseado; [M+H]+ = 2912, +2 = 1465, +3 =
977 observado.

Purificacion:

Una columna de HPLC preparativa se preequilibré6 con TFA acuoso diluido y
acetonitrilo. Los intermedios de ABP-tiol brutos (es decir, ABP con K(SH) como resto de
unién) se disolvieron en DMF (3 ml), después se adsorbieron sobre la columna y se
eluyeron por aplicacion de un gradiente de acetonitrilo en TFA diluido. Las fracciones se
recogieron automaticamente por la masa (M = 1465). La elucion de la columna se
controlé por UV, las fracciones obtenidas se analizaron por RP-HPLC analitica. Las
fracciones mas puras (>95% por HPLC analitica) se combinaron y se liofilizaron para dar
las cantidades siguientes: 87 mg de SEC ID N°: 29-K(SH)® puro, 50 mg de SEC ID N°:
30-K(SH)' puro, 59 mg de SEC ID N°: 31-K(SH)" puro y 39 mg de SEC ID N°: 32-
K(SH)' puro.

Sintesis de Engarce

Se consideraron 5 estrategias de activacion diferentes para conjugar un ABP con
anticuerpos anti-IGF1R de la invencion, (Ejemplos 5-9) (se muestran estructuras
ejemplares usando el SEC ID N°: 27-K(SH)"):

EJEMPLO 5 Esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) (SEC ID N°: 27-K*-NHS)

R

o)
A Q-K-¥-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 o)

Esteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) (SEC ID N°: 27-K'"-NHS)

0
~NQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0
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5.1 SEC ID N°: 27

(0] (0]
&'OWO\/\O/\/O\/\O/\/OWO-b
* (0] © © (e}

|

5.2 Ester de Bis-PEG5-NHS

0
ANQK-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-O-F-M-L-Q-Q-GNH, O
o o)

5.3 SEC ID N°: 27-K""-5PEG-NHS
Esquema 5 Sintesis de SEC ID N°: 27-K'"-5PEG-NHS
Sintesis de SEC ID N°: 27-K*-5PEG-NHS

La SEC ID N° 27 (5.1) se hizo reaccionar con un Bis-NHS, PEGy-engarce (5.2),
de modo que el grupo carboxilo activado con NHS permanecié en el producto peptidico
activado final (5.3) y permanecio disponible para la conjugacion posterior. Esto requeria
la presencia de otros 4 grupos carboxilo libres en el ABP. Estos excluian una estrategia
de activacion in situ simple ya que la posicion del grupo activado no podia haberse
controlado facilmente y seria probable que se hubieran activado multiples cadenas
laterales carboxilo.

Se examino la reaccion entre el éster de bis-PEGs-NHS y el ABP (SEC ID N°: 27).
Usando un exceso de 10 veces del engarce en DMSO, una solucion del ABP y N-
metilmorfolina (como base) en DMSO se valoro lentamente en una solucion bien agitada.
Se tomaron muestras y se examinaron por HPLC y CLEM a diversos puntos temporales.
Después de aproximadamente 2 h habia una formacién de producto sustancial
(conversion de aproximadamente el 80% de 5.1 a forma 5.3) y éste se separaba
facilmente del reactivo de engarce de bis-NHS. Sin embargo, incluso en DMSO, el
producto 5.3 se convertia lentamente con el tiempo en la forma de acido libre (en la que
el grupo éster de NHS se convertia en el carboxilo libre inactivo). Ademas, cuando la
mezcla de reaccion bruta se fracciond para aislar el producto deseado 5.3, éste también
estaba sometido a hidrdélisis durante las etapas de purificacion y posterior liofilizacion.
Aunque el procedimiento tenia éxito en la sintesis de cierto producto, se creia que la
inestabilidad acuosa del éster de NHS resultante limitaria su aplicacion en las reacciones
de conjugacion posteriores. Se muestran ensayos adicionales de MAL-PEG2-NHS en el

Ejemplo 30 (que comprende el grupo Z* Z13).
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EJEMPLO 6 Maleimida (Mal) (SEC ID N°: 27-K*'-Mal)

=R

Oy, o
]

A QK-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH;
0

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

Los péptidos que contienen Mal son en general relativamente sencillos de
sintetizar usando engarces que contienen maleimida/acido simples. Varios compuestos
de SEC ID N°: 27-MAL se sintetizaron como se muestra a continuaciéon. En general, los
péptidos activados con maleimida no se conjugaban bien con proteinas o anticuerpos
que carecen de un tiol endégeno (derivado de una cadena lateral de cisteina libre) o un

tiol introducido por otro medio quimico, por ejemplo, por reactivo de Traut.

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

O O
SEC ID Ne: 27-K'"-Mal

)J\Q—K—Y-Q-P-L—D—E—K-D-K-T—L-Y-D-Q-F—M—L-Q-Q—G-NH2
(0] (0]
SEC ID N°: 27-K"-4PEG-Mal-2
EJEMPLO 7 Azetidinona (AZD) (SEC ID N°: 27-K11-AZD)

o ""’Qo
"?“G-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-?-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NHE
0
SEC ID N°: 27-AZD
Se sintetizd6 ABP activado con AZD por unién de un engarce de AZD-acido al ABP en
solucion.

Activaciéon con AZD:
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o)
~NQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 0

6.1 SEC ID N°: 27

0 o
D R T
H

6.2 Engarce de AZD-acido
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o N

Oy NH
J
0 (0]

A

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

o) o)

6.3 SECID N°: 27-K""-AZD
Esquema 6: Sintesis de SEC ID N°: 27-K"-AZD (6.3)

El ABP activado con AZD reaccionaba muy lentamente con grupos amino de
cadenas laterales de lisina. La conjugacion se intentdé a pH de 7 a 9 en tampdn fosfato
para aumentar la tendencia nucleofila de las lisinas de superficie del anticuerpo por
disminucién de su carga (el pKa de las lisinas en las proteinas de superficie es de
aproximadamente 9,1 a 11,2). Las cuestiones de estabilidad del anticuerpo y la hidrolisis
de AZD excluian el uso de un pH por encima de 9. Se afiadieron 15 moles de ABP
activado con AZD por 1 mol de anticuerpo durante 3 dias de tiempo de reaccion,
produciendo niveles de conjugacién reducidos (un promedio de 2 ABP activados con
AZD por anticuerpo). A pH basico, la hidrélisis de AZD se produce rapidamente (50%
después de 24 h) contribuyendo a niveles disminuidos de conjugacion.

EJEMPLO 8 Esteres de acido escuérico (Escuaratos). (SEC ID N°: 27-Escuarato)

R
o o) ¢!
N

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

9 o}

SEC ID Ne: 27-K"" Escuarato-R

o)
~NQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
0 4o

7.1 SECID Ne°: 27
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O O
O @]
+ Ri Ry

7.2  Escuarato derivado en R1 y R2, en este ejemplo, R1 y R2 son ambos CH,CHs.

l
o)
o o) Jd

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

o 0
Esquema 7: 7.3  SEC ID N°: 27-K""-Escuarato-
Esquema 7: Derivados de acido escuarico  Engarce de SEC ID N°: 27-K"'-Escuarato-
1 — ABP-1-Escuarato-1

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

de la invencion a pH neutro.

EJEMPLO 9 Esteres pentafluorofenilicos (PFP) (SEC ID N°: 27-PFP)

’H“Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-KaT-L-Y-D-Q-F-M-Lﬂ-Q-G-NHz
Ao o
La presente invencion también proporciona el uso de ésteres pentafluorofenilicos
(PFP) para formar péptidos activados relativamente estables. Este procedimiento tiene
varias ventajas sobre otras estrategias en el sentido de que el grupo PFP puede
introducirse en solucion facilmente a partir de un producto peptidico activado estable que
de por si puede purificarse usando procedimientos de HPLC convencionales,

observandose escasa hidrolisis de éster de PFP. El desafio en la sintesis de un ABP
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conectado covalentemente a un engarce con un grupo reactivo capaz de conjugacion
con un anticuerpo es la presencia de cuatro cadenas laterales acidas (3 acidos
asparticos y un acido glutamico) en la secuencia de ABP. Esto excluye una estrategia de
activacion simple usando el péptido y un agente activador puesto que no hay
procedimientos simples conocidos que aseguren una activacion especifica de sitio en
una cadena lateral acida particular.

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

En algunas realizaciones, la estrategia puede ser un bis-acido PEG con cada
acido activado como éster de PFP. En soluciones organicas, con alguna base presente,
el extremo del engarce de bis-PFP reaccionaba con la cadena lateral N-e-amino de la
lisina en la posicion de union necesaria para formar un enlace amida estable, mientras
que el otro extremo mantenia el otro grupo PFP. Un problema potencial con esta
estrategia es la posibilidad de formar dimeros de péptidos, en la que se anadiria un
péptido a cada uno de los restos PFP presentes en cada extremo del engarce. En
algunos aspectos, la presente invencion supera este problema adicional alterando la
estequiometria y la adicién del péptido y engarce de bis-PEG-PFP respectivos. Una
solucion proporcionada por la invencidon es tener un exceso del engarce de bis-PFP en
solucion y afadir lentamente el péptido en solucion, de modo que esté siempre presente
un exceso de engarce por encima del péptido. Teniendo una proporcion de entre
aproximadamente 3,7:1 y aproximadamente 4,3:1, o en algunas realizaciones una
proporcion de aproximadamente 4:1 de engarce sobre péptido, el péptido activado con
PFP necesario puede sintetizarse sin dimero presente. El esquema de sintesis para el

SEC ID N°: 27-K""-5PEG-PFP se muestra a continuacion en el Esquema 8:
0
~NQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,

O O

SEC ID N°: 27 (8.1)
F F

F Fo oF F

+ FK?EOJK/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)\OJ@:F
F F

Bis-dPEGs-OPfp (8.2)
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F

i OT/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/YOQF

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

o) o)
SEC ID Ne°: 27-K""-5PEG-PFP (8.3)

Esquema 8 SEC ID N°: 27-K"'-5PEG-PFP

Sintesis de engarce de bis-dPEGs-OPfp (8.2)

Se disolvio bis-dPEGs-acido (1 mmol, 338 mg) en diclorometano anhidro (5 ml),
después se afiadio pentafluorofenol (2 mmol, 368 mg), junto con diciclohexicarbodiimida
(1 mmol, 208 mg). La solucion se agitdé durante una noche a temperatura ambiente.
Después de este tiempo, el producto secundario diciclohexilurea blanco fino se elimind
por filtracidon y el filtrado se evapor6 hasta sequedad para dar un aceite ligero amarillo
palido. El analisis por TLC y HPLC indicé un producto puro con una EM correcta = 670.
El producto se usé en la siguiente etapa sin una purificacion adicional. El producto es
estable durante varios meses a -20 °C.

Sintesis de SEC ID N°: 27-K*'-5PEG-PFP (8.3)

El SEC ID N°: 27 (8.1) (730 mg) se disolvié en dimetilformamida anhidra (8 ml) y
se anadidé N-metilmorfolina (0,05 ml). Se puso una alicuota de reactivo bis-dPEG5s-OPfp
puro (8.2) (0,5 ml) en un vial de vidrio (20 ml). Con agitacidn enérgica, la solucién de
SEC ID N°: 27/NMM se afiadio en 4 x alicuotas de 2 ml al reactivo de bis-dPEG5s-OPfp
durante 2 h, después la mezcla final se agité durante 1 h adicional. El progreso de la
conversién a producto SEC ID N°: 27-K''-5PEG-PFP se controlé por HPLC analitica. Al
final de la reaccion, la solucion se filtr6 y se purifico directamente por HPLC
semipreparativa en una columna 1” C8. Las fracciones mas puras (>95% por HPLC
analitica) se combinaron y se liofilizaron para dar 400 mg (rendimiento del 48% ) de
producto final de engarce de péptido ABP-1-5PEG-PFP-2. Un mecanismo similar puede
usarse para generar el SEC ID N°: 27-K(SH)11-Maleimida-2PEG-PFP (véase el Esquema
4).

Sintesis de engarce de maleimida-2PEG-PFP

F

o o o o o of F

@/\)LH/\/O\/\O/\)J\OH . @/\)L”/\/O\/\O/\)J\O E
O PfpOH, DCC O F

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

Se disolvi6 maleimida-dPEG,-acido (328 mg, 1 mmol, Quanta Biodesign),

pentafluorofenol (0,103 ml, 1 mmol, PFP) y diciclohexilcarbodiimida (206 mg, 1 mmol,

DCC) en DCM seco (10 ml) y se agité durante 1 h a temperatura ambiente. El precipitado
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blanco fino (producto secundario DCU) que se formd se elimind por filtracion y el filtrado
se evaporo hasta sequedad al vacio. El producto se obtuvo como un polvo blanco fino en
alto rendimiento (490 mg, cuantitativo). La pureza era >95% por HPLC analitica, la EM
mostroé [M+H]" = 495.
Sintesis de analogos de ABP activados con PFP

Una muestra (30-40 mg) de cada uno de los intermedios de ABP-tiol purificados
(es decir, ABP con K(SH) como resto de unién) se disolvi6 en DMF anhidro (2 ml). Se
anadié Mal-PEG,-PFP (20 mg) junto con N-metilmorfolina (5 ml). La reaccion se agito y
se controlé6 a temperatura ambiente por HPLC para seguir el curso temporal de
formacién de producto. La conversion completa de péptido de partida en producto ABP
activado con PFP se observd en las primeras 2 h. La solucién se filtr6 y el pico de
producto se aislé directamente por HPLC semipreparativa. En cada caso, el producto se

aislé en un rendimiento de aproximadamente el 40% después de la liofilizacion.

o gt;ﬂ

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

/l\o O

SEC ID N°: 27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP: 21 mg

0 n—
S
ﬁ@ﬂo
o O.
)I\ °
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-K-F-M-L-Q-Q-G-NH,

O O

SEC ID N°: 30-K(SH)'®-MAL-2PEG-PFP: 6 mg

(o] N—/_
S
%
(@] o
)k 0
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-L-D-K-T-L-Y-D-Q-F-K-L-Q-Q-G-NH,

O O

SEC ID N°: 31-K(SH)'"®-MAL-2PEG-PFP: 9 mg
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o n—"
A ﬁjﬁﬂ

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

SEC ID N°: 32-K(SH)"*-MAL-2PEG-PFP: 12 mg
EJEMPLO 10 Conjugacién de anticuerpo

Los productos farmacolégicos MAC-1 y MAC-2 se generaron por conjugacion de
2.12.1.fx con un péptido de unién a Ang2. El MAC-1 esta compuesto por 2.12.1.fx con
SEC ID N°: 27-K(SH)"-MAL-2PEG-PFP y el MAC-2 est4 compuesto por 2.12.1.fx con
SEC ID N°: 27-K"-5PEG-PFP. Se calculé el nimero de conjugaciones de péptido por

molécula de 2.12.1.fx en una muestra de cada MAC (véase la Tabla 1).

Adiciones de Conjugacion (CA) (%)

0 1 2 3 4 Prom. CA
MAC-2 | 2 20 47 26 5 2,12
MAC-1 |3 26 42 25 3 1,97

Tabla 1: Perfil de conjugacién de MAC-1y MAC-2
Generacion de MAC-1

RF
0 F

o~/ OF F
/_/

s 9 N~
Y o
O
(o]
I o
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
(0] (@]

SEC ID N°: 27-K(SH)"-MAL-2PEG-PFP

R F
/\«’6QF

A~~~ NH> /3
Ab-K-Ab' ,—/o OF F

So N~
OTJ ﬁNﬁO
o 0

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

0]

(6] (6]

l -PfpOH
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s 9 N~
o/ T

o}
ANQ-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
o o
MAC-1

Esquema 10: Reaccion de SEC ID N°: 27-K(SH)"'-MAL-2PEG-PFP con una cadena
lateral de lisina de un anticuerpo (Ab-K-Ab): Cuando el anticuerpo es 2.12.1.fx, el MAC
es MAC-1.

Generacion de MAC-2

F
)OJ\ OY\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\“OJ:IF
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, O Y F
o) o)
SEC ID N°: 27-K"'-5PEG-PFP
Ab-K-Ab'
H>
+
~ F
)OI\ OYNO\/\O’VO\/\ONO\/YO]:\)[F
Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH, Of F
o o)
J -PfpOH
Ab-K-Ab'
)OJ\ OY\’O\/\O/\’O\/\O/\’O‘/\WNH

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

o) o
MAC-2
Esquema 11: Reaccién de SEC ID N° 27-K''-5PEG-PFP con una cadena lateral de
lisina de una anticuerpo (Ab-K-Ab): Cuando el anticuerpo es 2.12.1.fx, el MAC es MAC-2.
EJEMPLO 11 Condiciones de optimizacién para conjugacion basada en PFP

Se procesaron una serie de ensayos para establecer las condiciones de reaccion
optimas para la conjugacién dirigida. Al final de cada conjugacién de reaccion, la
reaccion se inactivd con un tampon de succinato y glicina, disminuyendo el pH hasta

aproximadamente 5,5 e inactivando cualquier péptido libre o péptido/engarce. El analisis
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de MAC-2 se realizé midiendo el peso molecular intacto (PM) del MAC usando deteccién
por espectrometria de masas por electronebulizacion-tiempo de vuelo después de la
separacion de proteina de sales y excipientes a través de una columna de cromatografia
de exclusién por tamano.
Temperatura

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml" a pH 7,7 con un tampén fosfato a
una concentracion final de fosfato sodico 0,06 M. El péptido/engarce (SEC ID N°: 27-K"’
5PEG-PFP) se reconstituyd en una solucién de propilenglicol a 10 mg.ml”. El
péptido/engarce se anadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se

dejo reaccionar durante 2 h a 18, 22 6 25 °C. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

CA (%)

Temp. 0 1 2 3 4 Prom. CA
18C 1 16 51 23 8 2,21
22C 3 15 57 21 5 2,11
25C 2 12 53 25 7 2,24

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

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml™ apH 6,5, 6,75, 7,0, 7,25, 7,5, 7,75 u
8,0 con un tampodn fosfato a una concentracion final de fosfato sddico 0,06 M. ElI SEC ID
N°: 27-K'" 5PEG-PFP (L2) se reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml'1.
Se afadio péptido/engarce al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se
dejé reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la

Tabla 3.

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

Tabla 3: pH en tampon fosfato sédico 0,06 M a péptido:anticuerpo 4,3:1
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El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 2 mg.ml™ a pH 7,0, 7,5 y 8,0 con un tampdn
HEPES a una concentracion final de 0,02 M. La SEC ID N°: 27-K"" 5PEG-PFP se
reconstituyd en DMSO a 10 mg.ml™'. El péptido/engarce se afiadié a anticuerpo 2.12.1.fx
a una proporcion molar de 5:1 y se dejo reaccionar durante una noche a temperatura
ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 4. El nivel de conjugacion disminuyo

por encima de pH 8,0.

Adiciones de ABP (%)

pH| 0| 1 2 3 | 4 |Prom.CA

7 1221|4128 | 4 2,03

751322 |44 |26 |5 2,08

8 9] 30|42 | 17 | 2 1,73

Tabla 4: pH en tampon HEPES 0,02 M a péptido:anticuerpo 5:1
Duracién de lareaccion de conjugacion

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml” a pH 7,7 con un tampoén fosfato a
una concentracion final de fosfato sédico 0,06 M. EI SEC ID N° 27/5PEG-PFP se
reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido/engarce se afadié
a anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se dejoé reaccionar durante 30,

60, 120, 180, 240, 300 6 2400 min a temperatura ambiente (Tabla 5).

CA (%)
Tiempo (min) 0 1 2 3 4 Prom. CA
30 6 38 44 13 0 1,64
60 1 22 52 21 3 2,02
120 0 15 50 29 6 2,24
180 1 12 51 31 5 2,28
240 1 9 51 33 5 2,33
300 1 9 50 35 5 2,35
2400 1 10 48 35 6 2,35

Tabla 5: Duracion de la reaccion de conjugacion en fosfato sodico 0,06 M a
péptido:anticuerpo 4,3:1
Proporcién molar de péptido respecto a proteina

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajust6 a 18 mg.ml'1 a pH 7,5 con un tampén HEPES a
una concentracién final de HEPES 0,02 M. El SEC ID N° 27-K'" 5PEG-PFP se
reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido/engarce se afadié
al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcién molar de 1, 2, 4, 4 y 5:1 (Tabla 6) y se dej6

reaccionar durante al menos 2 h a temperatura ambiente, pero la alta concentracion del
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tampén HEPES dio como resultado un nivel disminuido de conjugacion.

CA (%)
Péptido:2.12.1fx | 0 | 1 | 2 {3|4|5[6|7|Prom.CA
1:1 80(20[ 0 (0|0 0,20
2:1 60355 (0|0 0,45
31 39(49[12(0|0 0,73
4:1 271511193 |0 0,98
5:1 11147|37]5|0 1,36

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

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml" a pH 7,7 con un tampén fosfato a
una concentracion final de fosfato sédico 0,06 M. EI SEC ID N°: 27-K"" 5PEG-PFP se
reconstituy6 en una solucién de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido/engarce se afiadio
al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcién molar de 5, 7, 10, 12 y 15:1 (Tabla 7) y se dejé
reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente para generar un MAC con un mayor nivel

de conjugacion.

CA (%)
Péptido:2.12.1fx |01 2 | 3 | 4 | 5| 6 |7 |Prom.CA
7:1 111[29139[17|10] 2 |0 3,06
10:1 111118[33[25{19| 3 |0 3,49
12:1 3[1[11]22]26|26] 8 |3 3,92
15:1 1121 9[19[23[32]12|3 4,22

Tabla 7: Proporcion molar de péptido respecto a proteina 7:1-15:1 en fosfato
sodico 0,06 M

Para optimizar adicionalmente la proporcion molar de anticuerpo 2.12.1.fx y SEC
ID N°: 27-K'" 5PEG-PFP, el anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml” a pH 7,7 con un
tampdn fosfato a una concentracién final de fosfato sédico 0,06 M. El péptido/engarce se
reconstituyé en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml™. El péptido/engarce se afiadié
al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 2,5, 2,8, 3,1, 3,4, 3,7, 4,0, 4,3 6 4,6:1

(Tabla 8) y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente.

CA (%)

Péptido:2.12.1fx | 0 | 1 | 2 | 3 |4|5|6|7|Prom.CA

2,5:1 1415330 4 |0 1,25

2,8:1 104537 8 |0 1,43




10

15

20

85

3,1:1 7139145 8 |0 1,53
3,41 514044 (110 1,61
3,7:1 4 125(51]15|5 1,92
4,0:1 2 12655152 1,89
4,3:1 1124|55|16 |4 1,98
4,6:1 211915 (195 2,08

Tabla 8: Proporcion molar de péptido respecto a proteina 2,5:1-4,6:1 en fosfato
sodico 0,06 M

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 2 mg.ml™ a pH 7,0 con un tampén HEPES a una
concentracion final de 0,02 M. El CVX-4176 se reconstituyé en DMSO a 10 mg.ml™. El
péptido/engarce se anadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcién molar de 5, 6, 7, 8,
10:1 y se dejo reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. Los resultados se

presentan en la Tabla 9.

CA (%)
Péptido:2.12.1fx [0 1 | 2 | 3 | 4 |5|6|7|Prom.CA
5:1 2(21(49[(24| 4 |0]0]O0 2,07
6:1 2[15(42[32| 9 |0[0]0 2,31
7:1 1111344213 |0[0]|0 2,57
8:1 0/ 932[42|16[1|0]|0 2,68
10:1 0| 4 [21]47(25|4|0]|0 3,07

Tabla 9: Proporcion molar de péptido respecto a proteina 5:1-10:1 en HEPES 0,02 M
Perfil de conjugacion de 2.12.1.fx a diversas concentraciones de proteina

Se analizaron los perfiles de conjugacion de 2.12.1.fx con SEC ID N°: 27-K''-
5PEG-PFP a diversas concentraciones. El 2.12.1.fx se concentré a >50 mg/ml, se diluyé
a la concentracion deseada con acetato soédico 20 mM, trehalosa 200 m pH 5,5 y se
adicion¢ fosfato sédico 60 mM pH 7,7. El SEC ID N°: 27-K""-5PEG-PFP se resuspendié
con propilenglicol al 50% y se mezclé con el anticuerpo a una proporcion molar de 4,3:1
y se dejo reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se
diluyeron a 2 mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por
cromatografia de exclusion por tamafo-espectrometria de masas (SEC-EM) para
determinar el numero y la cuantificacion de formas de conjugado de la proteina. Esta
técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; se observan multiples sitios de
conjugacion como distintas sefiales separadas por la diferencia de masa de un péptido.
La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacién se realiza midiendo la

magnitud de la sefal. La Tabla 10 muestra el perfil de conjugacion de 2.12.1.fx con
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péptido a diversas concentraciones de anticuerpo. A concentraciones de anticuerpo de
10 mg/ml a 50 mg/ml, la conjugacién se produce a una distribucién de entre 0-5
adiciones con un promedio de adiciones de 1,8 o superior. A concentraciones de
anticuerpo de 0,5 a 5 mg/ml, la conjugacion se produce a una distribucion de entre 0-3

adiciones con un promedio de adiciones de 1,5 0 menos.

CA (%)
Concentracion de anticuerpo 0 1 2 3 |45 Prom. CA
(mg/ml)

0,5 65 | 32 | 3 - -] - 0,37
1 44 | 44 112 | - | - | - 0,67
5 10 [ 41 40| 8 | -] - 1,45
10 3 130 |47 [ 17 [ 21 1,87
15 1 124 15112031 2,02
20 1 16 | 57 | 22 | 2 | 1 2,11
30 2 [ 20 | 55|20 |3 |1 2,04
40 2 [ 21|53 |22 [2]|0 2,04
50 2 [ 1950|2441 2,11

Tabla 10: Efecto de la concentracion de anticuerpo
Seleccién de tampdn de reaccién

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajustd a 18 mg.mI" a pH 7,7 con un tampdn de
carbonato sédico, borato sédico o fosfato sddico a una concentracion final de fosfato
sddico 0,05 M. EI SEC ID N°: 27-K'"-5PEG-PFP se reconstituyd en una solucion de
propilenglicol a 10 mg.ml™". El péptido/engarce se afiadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una
proporcion molar de 1, 2, 3, 4 6 5:1 y se dej6 reaccionar durante 2 h a temperatura
ambiente. EI pH de reaccion reducido dio como resultado el nivel de conjugacion

reducido (Tabla 11).

CA (%)
Tampdn O 123 |4|Prom.CA
Carbonato sédico50 mMpH 7,4 | 2 (2448 26| 0 1.98
Borato s6dico 50 mM pH 7,0 1 117145131 |5 2.20
Fosfato sodico50 mMpH 7,0 [10[48 38| 4 |0 1.36

Tabla 11: Tampodn y alteraciones de pH
El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml™ apH 7,5, 7,7 y 8,0 con un tampén

borato sédico y fosfato sédico a una concentracion final de 0,04 M. EI SEC ID N°: 27-K"'-
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5PEG-PFP se reconstituyd6 en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml”. El
péptido/engarce se anadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se

dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente (Tabla 12).

CA (%)

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

Tabla 12: Tampdn y alteraciones de pH

El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml" a pH 7,7 con un tampén fosfato a
una concentracion final de fosfato sédico 0,04 M, 0,06 M o 0,08 M. El péptido/engarce
(SEC ID N°: 27-K'"-5PEG-PFP) se reconstituyé en una solucién de propilenglicol a 10
mg.ml™". El péptido/engarce se afiadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcién molar de
4,3:1 y se dejoé reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Los resultados se

presentan en la Tabla 13.

CA (%)
Concentracion (mM) de fosfatoapH 7,7 {0 1 | 2 | 3 |4 |Prom.CA
40 22315416 |4 1,95
60 2[28|51[15|4 1,91
80 2129[51[13 |4 1,86

Tabla 13: Concentracion de fosfato
Efecto de los constituyentes del tampdn sobre la conjugacion

Propilenglicol: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 18 mg.ml'1 a pH 7,7 con un
tampdn fosfato a una concentracién final de fosfato sédico 0,06 M. El péptido/engarce
(SEC ID Ne: 27-K''-5PEG-PFP) se reconstituy6é en una solucién de propilenglicol a 20
mg.ml™ (propilenglicol al 5% en la reaccion de conjugacién). El péptido/engarce se
anadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 4,3:1 y se le adiciond
propilenglicol del 0 al 15% adicional (porcentaje de propilenglicol final del 5, 10, 15 y
20%) y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Los resultados se

presentan en la Tabla 14.
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CA (%)
Porcentaje (%) propilenglicol (O | 1 | 2 | 3 |4 | Prom. CA
5 2[18|55]20|5 2,08
10 2[20|53[21|5 2,09
15 2[23|149]20|5 2,01
20 4123|50(19 |4 1,96
Tabla 14: Porcentaje de propilenglicol en fosfato sédico 0,06 M

Cloruro sédico: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 2 mg.ml" a pH 7,0 con un
tampdén HEPES a una concentracién final de 0,02 M, en presencia y ausencia de cloruro
sédico 0,14 M. El CVX-4176 se reconstituyd en DMSO a 10 mg.ml™". El péptido/engarce
se afadioé al anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcion molar de 5:1 y se dejo reaccionar
durante una noche a temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 15.

El nivel de conjugacion disminuye en presencia de cloruro sodico.

Adiciones de ABP (%)

Concentracion de cloruro sodico(mM) | 0 | 1 2 3 | 4 |Prom.CA

0 2121|141 ] 28 |4 2,03

0,14 9134 |42 | 14 | 1 1,64

Tabla 15: Concentracion de cloruro sodico en HEPES 0,02 M

HEPES: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 2 mg.mlI”" a pH 7,0 con un tampén
HEPES a una concentracion final de 0,2 My 0,02 M. ElI SEC ID N°: 27-K'"-5PEG-PFP se
reconstituyd en propilenglicol al 50% a 10 mg.ml”. El péptido/engarce se afiadié al
anticuerpo 2.12.1.fx a una proporcién molar de 5:1 y se dej6 reaccionar durante 2 h a
temperatura ambiente. Los resultados se presentan en la Tabla 16. El nivel de

conjugacion se reduce a tampén HEPES 0,2 M.

Adiciones de ABP (%)

Concentracion de HEPES (mM) | O 1 2 3 |4 | Prom.CA

0,02 2 |35 |47 116 |0 1,77

0,2 21149126 4 |0 1,13

Tabla 16: Concentracion de HEPES

DMSO: El anticuerpo 2.12.1.fx se ajusté a 15 mg.ml™ a pH 7,7 con tampén fosfato
sédico a una concentracion final de 0,06 M y se afiadi6 DMSO a una concentracion final
del 30%. EI SEC ID N° 27-K'-5PEG-PFP se reconstituyé en una solucién de
propilenglicol a 10 mg.ml'1. El péptido/engarce se anadié al anticuerpo 2.12.1.fx a una
proporcion molar de 4:1 y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Los

resultados se presentan en la Tabla 17.
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Adiciones de ABP (%)

Porcentajede DMSO | 0 | 1 2 3 4 | Prom.CA

0 3128(149 |14 | 6 1,92

30 8128|3222 10 1,98

Tabla 17: DMSO en fosfato sodico 0,06 M
Discusion de los parametros de la reaccion de conjugacion

Cuando la proporcion molar de Resto Efector (en este ejemplo, un péptido)
respecto a anticuerpo se reduce por debajo de aproximadamente 3,5:1, el nivel de
conjugacion se disminuye, como se observa en la Tabla 8. Como alternativa, la Tabla 9
muestra que el aumento de la proporcién molar da como resultado un aumento del nivel
de conjugacion. El aumento del numero de péptidos por anticuerpo generalmente
disminuye la eficacia de union del anticuerpo (en este caso 2.12.1 fx) respecto a su
antigeno (en este caso el receptor IGF1R), por lo tanto, la proporcidon molar de péptido
respecto a anticuerpo se optimizé para maximizar la unién tanto de antigeno-anticuerpo
como de péptido-afin.

También se descubrid que la variacién del tampon de conjugacion puede alterar el
patrén de conjugacion. Los excipientes que contienen amina son menos preferibles en
general ya que pueden reaccionar con el grupo PFP. Pueden usarse tampones tales
como carbonato y borato para la conjugacion pero se evitaron ya que sus pKa (acido
bdrico con un pKa ~9 y carbonato con dos pKa de ~6 y ~11) estaban lejos del pH de
conjugacion de 7,7 que se identific6 como 6ptimo para MAC-1 y MAC-2 (Tabla 11). El
nivel de conjugacion no solo depende de las condiciones quimicas de la reaccion sino
que también se basa en el tiempo. Después de 2 h, la mayoria del péptido activado con
PFP habia reaccionado con el anticuerpo o el PFP Z* se habia hidrolizado (Tabla 5).

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

Las condiciones 6ptimas para la conjugaciéon de MAC-1 y MAC-2 se describen de
la forma siguiente: el anticuerpo 2.12.1.fx se ajustd a pH 7,7 con un tampdn fosfato a una
concentracion final de fosfato sodico 0,06 M. El péptido/engarce (SEC ID N°: 27-K''-
5PEG-PFP) se reconstituyd en una solucion de propilenglicol a 10 mg.ml”" (concentracién
final de propilenglicol en la reaccion del 10%). El péptido/engarce se afiadié al anticuerpo

2.12.1.fx a una proporcién molar de 4,3:1 y se dejo reaccionar durante 2 h a temperatura
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ambiente. La reaccion se inactivo con un tampdn de succinato y glicina disminuyendo el
pH hasta aproximadamente 6,0 e inactivando cualquier péptido libre. En algunos
aspectos, la reaccién puede concentrarse y pueden eliminarse especies relacionadas
con péptidos (tales como péptidos en los que el engarce se hidrolizé por reaccién con
disolvente acuoso) y otros elementos de la mezcla de reaccion (tales como PFP) por
diafiltracion, por ejemplo, usando una membrana de 50 kDa o cromatografia de exclusién
por tamano en un tampdn de succinato, glicina, cloruro sodico y trehalosa, pH 5,5 a 30
mg.ml™".

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

perfiles de conjugacion similares para MAC-2.

Parametros ensayados Intervalo de Intervalo de Condicion de
parametro parametro reaccion optima
ensayado deseable

Temperatura 18-25°C 18-25°C Temp. ambiente

pH de reaccion 6,5a8,0 pH 7,25-8,0 7,7

Duracion de la reaccion 30-2400 min 180-2400 min >aprox.

2h

Proporcion molar del péptido | 2,5 a 4,6 3,7:1a4,3:1 4,31

respecto a anticuerpo

Concentracion de 2.12.1.fx 0,5 a 50 mg/ml 10 a 50 mg/m 20 mg/ml

anadido a la reaccion de

conjugacion

Concentracion de fosfato en | 40 a 80 mM 40-80 mM 60 mM

el tampdn de reaccion

Concentracion final de 5a20% 5-20% 10 %

propilenglicol

Tabla 18: Parametros de procedimiento optimizados para MAC-2
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EJEMPLO 12 Sitio de engarce en anticuerpo

En general, solo los grupos salientes Z* que comprenden ésteres fenilicos de
halégeno demostraron niveles uniformes de conjugacion direccional, aunque los
escuaratos y ésteres de NHS mostraron cierto potencial de uso en determinadas
circunstancias.

Solo 2 de los 5 engarces propuestos (ésteres de PFP y escuaratos) tuvieron éxito
en la preparacion de MAC. Aunque se postula que los engarces electréfilos permitiran
generalmente la conjugacion de péptidos (tales como péptidos Ang2 (ABP)) con un
anticuerpo (tal como el anticuerpo contra IGF1R), los engarces de azetidinona no
permitian la conjugacion de péptidos con anticuerpos a velocidades aceptables (las
reacciones requerian excesos significativos de engarces de azetidinona y eran
extremadamente lentas). La Tabla 19 presenta algunas consideraciones de cada uno de

los engarces usados para preparar MAC.

PFP Escuarato

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

Estabilidad de reactivo | Se hidroliza a acido libre, Poca hidrolisis

peptidico en semivida aprox. 4 h

condiciones que

conducen alareaccién

del engarce con lisinas

de superficie del

anticuerpo

Enlace formado Amida Escuaramida

Velocidad de Rapida Bastante lenta

conjugacion

Facilidad de alteracion Facil por adicion de otros Bastante facil alterando el

de lareactividad alcoholes, por ej., NHS, patron de sustitucion en
HOBt. Compuestos fenol; como con PFP,
relacionados, por €j., éster | formas mas reactivas
de tetrafluorofenol son pueden estar sujetas a
menos activos. La reacciones secundarias
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PFP Escuarato

reactividad aumentada da incluyendo la reaccién con
como resultado un aumento | cadenas laterales de
concomitante de la anticuerpo distintas de Lys

velocidad de hidroélisis

Tabla 19: Procedimientos de activacion mediante ésteres de PFP y escuaratos
EJEMPLO 13 Localizacion de péptidos conjugados en anticuerpos

La molécula de producto farmacologico MAC-2 consiste en una distribucién de 1-4
moléculas de SEC ID N° 27 unidas al anticuerpo 2.12.1.fx (a-IGF1R-1), usando el
engarce de SPEG-PFP como se describe en el Esquema 11. Esto se determin6é midiendo
el peso molecular intacto (PM) del MAC-2 usando deteccién por espectrometria de
masas por electronebulizacion, tiempo de vuelo después de la separacion de proteina de
sales y excipientes a través de una columna de cromatografia de exclusién por tamafio.
Se muestran en la Figura 3 los datos de espectrometria de masas que demostraban el
peso molecular intacto (PM) del anticuerpo 2.12.1.fx y 3 lotes del MAC-2. La Figura 2A
muestra el 2.12.1.fx antes de la conjugacién. Esta es una molécula uniforme que
presenta un solo PM. Los lotes de MAC-2 presentan una distribucion de péptidos
conjugados con 2.12.1.fx; se observaron entre 1-4 adiciones de conjugacion (CA). La
cantidad relativa de cada forma es uniforme entre lotes y la forma mas comun en cada
lote tiene 2 péptidos (SEC ID N°: 27) unidos a cada anticuerpo 2.12.1.fx individual.

Por reduccién de los enlaces disulfuro en el anticuerpo 2.12.1.fx, se observan por
separado las cadenas ligeras y pesadas. La reduccion de disulfuro se realiza tratando el
anticuerpo 2.12.1.fx intacto con tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 20 mM. La mezcla
resultante de cadenas pesadas y ligeras se analiza para determinar el peso molecular
intacto como se ha descrito anteriormente. Los datos mostrados en la Figura 3
proporcionan pruebas hacia la localizacion del ABP en el 2.12.1.fx. La mayoria de la
cadena ligera (>65%) en los lotes de MAC-2 esta conjugada. La mayoria de la cadena
ligera conjugada contiene 1CA. También se observa 2CA a un nivel menor. Casi todas
las cadenas pesadas observadas (>90%) no estan modificadas, lo que sugiere que muy
pocos de los péptidos conjugados se localizan en la cadena pesada.

Se usd el mapeo de péptidos para determinar la localizacion exacta de la
conjugacion. El procedimiento era el siguiente: una alicuota de MAC-2 se desnaturalizé
con clorhidrato de guanidina 8M, se redujeron los puentes disulfuro con TCEP y los
sulfhidrilos de cisteina resultantes se alquilaron con yodoacetamida. Esta muestra de

proteina tratada se digiri6 después con la proteasa quimotripsina (proporcion de
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proteasa:MAC 1:125 en peso). Los péptidos quimotripticos resultantes se detectaron
después individualmente por espectrometria de masas después de la separacién a
través de una columna de cromatografia liquida C8. Con esta técnica, el MAC-2 se
digiri6 por quimotripsina en las cadenas pesadas y ligeras en fragmentos en las
localizaciones senaladas en la secuencia (con balas) en la Figura 4. La deteccion por
cromatografia liquida-espectrometria de masas (CL-EM) del PM de cada péptido se usé
después para determinar qué restos de lisina estaban modificados por un péptido
conjugado. Si un fragmento estaba modificado por union de péptido conjugado, su PM se
desplazaba en consecuencia.

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

Se descubrio que el fragmento de cadena ligera denominado Y15 (el 15°
fragmento quimotriptico en la cadena ligera desde el extremo N-terminal) estaba
conjugado basandose en los datos mostrados en la Figura 5. EI PM del fragmento Y15
modificado en MAC se detectd claramente. En la muestra de 2.12.1.fx no conjugado no
habia pruebas de fragmento Y15 modificado. El fragmento Y15 no modificado se observé
tanto en MAC como en 2.12.1.fx. La magnitud de este fragmento es superior en la
muestra de 2.12.1.fx porque todo este fragmento esta presente en la forma no
modificada. Como este fragmento esta conjugado en el MAC-2, el nivel observado de
Y15 no modificado disminuye, observandose en la Figura 5 como un pico con un area
mas pequena.

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

La magnitud observada de Y15 en las muestras de MAC se normalizé respecto a
la magnitud de Y15 en la muestra de 2.12.1.fx. Entre el 75-85% de los fragmentos Y15
se determinaron como modificados en el MAC-2. Considerando que el MAC-2 contiene
en su mayoria 1-2 adiciones de conjugacion, esto sugiere que la mayoria de la
conjugacion en MAC-2 se localiza en uno de los 2 restos K del fragmento de cadena

ligera Y15 (K'® o K'). La localizacion del fragmento Y15 en relacién con la secuencia
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de 2.12.1.fx se muestra en la Figura 4.

La digestion enzimatica con tripsina se usé para discriminar entre K'® y K'® (la
tripsina tiene especificidad por el extremo C-terminal de K y R). Como la tripsina no
digiere los restos K conjugados, la digestion enzimatica genera diferentes longitudes de
péptidos dependiendo de qué resto K esté conjugado. El examen de los datos de CLEM
de MAC-2 que se digiri6 con tripsina proporciona pruebas de que el péptido se une
especificamente a K'®. No se observaron pruebas de K'*® modificado.

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

La formacion de fragmentos tras la digestion con tripsina de MAC-2 depende del
sitio de conjugacion con péptido. Las lisinas son el resto diana para la conjugacion. Los
datos mostrados en las Figuras 2-5 indican que el sitio predominante de unién a péptido
es K'® o K'. El esquema a continuacion muestra las reacciones de digestién con
tripsina que se producen tras la conjugacion en K'® o K'%.

S"¥2KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS?%

,/DIGESTI(')N TRIPSINA \

ADYEK*HK HK*VYACEVETHQGLSSPVTK
Las estructuras quimicas de los dos fragmentos de digestidon potenciales en

cuestion son las siguientes:

I o) I o,
7 L o L
I O A-D-Y-E-K-H-K I o H-K-V-Y-A-C-E-V-T-H-Q-G-L-S-S-P-V-T-K
~ -
o o
) o ) o
)J\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2 )j\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q—F—M—L—Q—Q—G—NH2
o o y /ko o

La Figura 6 muestra los datos de cromatograma de CLEM de i6n seleccionado
para el péptido con tripsina cuando K'® se conjuga con el péptido. La Figura 7 muestra

los datos de cromatograma de CLEM de ién seleccionado para el fragmento de tripsina
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cuando K'%° esta modificado con un péptido conjugado. Estos datos sugieren que sélo el
K'® en solitario esta conjugado; esta situacion da como resultado una sefial significativa
que se detecta en MAC-2 pero esta ausente en el experimento de control con 2.12.1.x.
Los resultados de la modificacion en K'® no proporcionan ningtin dato que sea Unico en
comparacion con el control negativo.

Al contrario de lo que podia esperarse, parece que el péptido/engarce reviste
preferentemente el K'® de la cadena ligera de 2.12.1.fx (K® de SEC ID N° 15). Esto
tiene la sorprendente ventaja de que la porciéon Fc del anticuerpo 2.12.1.fx no se ve
afectada. Los ensayos muestran que la PK resultante de MAC-2 es aproximadamente
igual a la PK del 2.12.1.fx no conjugado. La conjugacion inespecifica promiscua con
multiples sitios en un anticuerpo puede dar como resultado un producto con menor PK.
La conjugaciéon direccional de la invencién, ejemplificada por MAC-1 y MAC-2,
proporciona la ventaja de minimizar algunos de los posibles efectos perjudiciales que
puedan causarse por una conjugacion inespecifica promiscua, incluyendo una PK menor.

Para establecer la reproducibilidad del procedimiento, se repitio el experimento. El
MAC-2 se diluyé a 2 mg/ml y se analiz6 como una proteina conjugada intacta por
cromatografia de exclusion por tamafno-espectrometria de masas (SEC-EM) para
determinar el numero y la cuantificacion de formas de conjugado de la proteina. Esta
técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de
conjugacion se observan como distintas senales separadas por la diferencia de masa de
un péptido conjugado/engarce. La cuantificacion relativa de multiples especies de
conjugacion se realiza midiendo la magnitud de la sefal. La Figura 8 muestra un
espectro representativo de MAC-2; los calculos usados para la cuantificacion se
muestran en la Tabla 20. El promedio de adiciones de conjugacion para el MAC-2 intacto
se calcula como de 2,11 usando la férmula siguiente: PRODUCTO DE SUMA (Numero
de Adiciones de Conjugacion (CA), Porcentaje por CA). Este ejemplo demuestra la
conjugacion de péptidos que aparecen como una distribucién entre 0-4 adiciones de
péptido siendo la forma mayor de 2 adiciones de péptido y el numero promedio de
adiciones de péptido es de 2,11. El analisis repetido por multiples individuos demuestra

que el perfil de conjugacion es uniforme y reproducible.
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Adiciones de conjugacion Masa esperada Intensidad Porcentaje
0 149210 1615 1%
1 152350 20533 17%
2 155490 69395 56%
3 158630 27708 22%
4 161770 4818 4%
124069 100%

Tabla 20: Promedio ponderado de adiciones de conjugacion: 2,11

El grado de conjugacion con péptido se examind por separado en las cadenas
ligeras y pesadas de 2.12.1.fx. El MAC-2 se desnaturalizé y los enlaces disulfuro se
redujeron usando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas ligeras y pesadas
libres resultantes se analizaron usando CLEM para determinar el perfil de conjugacion en
cada una. La Figura 9 muestra un espectro representativo de cada cadena; el calculo
usado para la cuantificacion se muestra en la Tabla 21. El promedio de adiciones de
conjugacion (Prom. CA) para el MAC-2 de cadena pesada reducida se calcula como de
0,14 y el Prom. CA para el MAC-2 de cadena ligera reducida se calcula a 0,86 usando la
férmula siguiente: PRODUCTO DE SUMA (Numero de Adiciones de Conjugacion (CA),
Porcentaje por CA). Estos datos demuestran que la localizacion de conjugaciones es
superior en la cadena ligera; la forma mas abundante en la cadena ligera contiene una
adicién de péptido y la cadena ligera contiene un promedio de 0,86 adiciones de péptido.
La conjugacién en la cadena pesada se observa a un nivel significativamente inferior. El
analisis repetido de este experimento por multiples individuos demuestra que el perfil de

conjugacion es uniforme y reproducible.

Masa | Adiciones
(Da) | de Conj. Especie Intensidad | Porcentaje | Prom. CA
51020 0 HC 102093 86%
54165 1 HC + (1x) ABP-1 16204 14%
HC total 118297 100% 0,14
23584 0 LC 19752 21%
26729 1 LC + (1x) ABP-1 68757 72%
29874 2 LC + (2x) ABP-2 6561 7%
LC total 95070 100% 0,86

Tabla 21: Caracterizacion del mapeo de péptidos de MAC-2

identificando la
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localizacién especifica de la conjugacion

El MAC-2 se redujo con ditiotreitol y los restos de cisteina se alquilaron por
carboximetilacion con yodoacetamida. Se usé quimotripsina para la digestion proteolitica.
Los fragmentos digeridos en solucién se analizaron usando cromatografia liquida-
espectrometria de masas (CLEM). Se separaron los fragmentos individuales sobre una
columna de HPLC C18 y su masa exacta se midid en n espectrometro de masas
Cuéadruple-Tiempo de Vuelo (Q-ToF). La masa de fragmento resultante se usd para
identificar fragmentos no modificados o fragmentos modificados con un péptido
conjugado. Este experimento se interpreté centrandose en los fragmentos quimotripticos
que contienen un resto de lisina, ya que estos eran sitios posibles para la conjugacion
con péptido. La Tabla 22 muestra un listado de todos los fragmentos de este tipo. Las
entradas en blanco son fragmentos que no se detectaron usando esta técnica. Los
fragmentos detectados que se observaron con un modificador de péptido se
consideraban sitios de conjugacion potenciales.
Las entradas de la Tabla 16 se explican a continuacion:

e Numero de fragmento: Numeracién del fragmento de quimotripsina desde el
extremo N-terminal; los fragmentos unidos (es decir, Y1-2) indican un sitio de
escision saltado.

e Inicio/Fin: Numeracién de la localizacion del fragmento desde el extremo N-
terminal.

e Masa de Péptido (Da): Masa tedrica del fragmento enumerada en Daltons.

e Tiempo de Permanencia (Control/Analito): Tiempo de permanencia/elucion
cromatografica en el experimento de mapeo de fragmentos por CLEM.

e Intensidad de Senal de EM (Control/Analito): Magnitud de la sefal observada,
observada por EM.

e Error de Masa-ppm (Control/Analito): Comparacion de la masa tedrica frente a la
observada del fragmento; valores >10 y especialmente préoximos a cero (0)
demuestran mayor exactitud de la masa.

e Modificadores: Adiciones covalentes potenciales al fragmento; péptido-fragmento
de union de anticuerpo de resto de Lys, CAM-carboximetilacion de resto de
Cisteina.

e Los asteriscos indican la version modificada (por ejemplo, conjugada) del
fragmento respectivo.

e Pep indica un péptido conjugado.

La conjugaciéon direccional de un péptido con el fragmento Y15 se demuestra
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cuantificando el nivel de conjugacion. El analisis siguiente se realiz6 en cada uno de los
fragmentos peptidicos que se observd que tenian una conjugacion durante el
experimento de mapeo de péptidos del producto de referencia 2.12.1.fx. La proporcién
de intensidad de sefal observada para el péptido no modificado en el control no
conjugado (armazén de anticuerpo 2.12.1.fx —sin conjugaciéon) en comparaciéon con el
producto de referencia conjugado (MAC-2) se muestra en la Tabla 23. La sefal no
modificada se usa porque es posible una comparacién directa de la misma senal de
péptido en cada muestra. Por ejemplo, se esperaria que un péptido no conjugado tuviera
la misma intensidad de senal observada en las muestras de control frente a producto
resultantes en una proporcién de uno (1). La conjugacién daria como resultado una
disminucién en la cantidad observada de péptido no modificado en la muestra de
producto que se indicaria por una proporciéon superior a uno (1). Los datos en la Tabla 23
se normalizaron ademas para corregir para variacion de muestra y experimental entre el
control y el producto. La Tabla 23 demuestra que el péptido de cadena ligera Y15 esta
conjugado a un nivel significativamente superior que cada uno de los otros péptidos
conjugados. Esto sugiere que la conjugacion se produce de una forma direccional y no

se distribuye aleatoriamente por restos K.
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Tiempo de permanencia

Intensidad de sefal EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y1 1 27 2617,3533

Y1-2 1 29 2865,4695

Y5-6 34 47 1657,8398

Y6 37 47 1253,688 19,2 19,2 516640 583534 1,9 -1,1

Y6-7 37 50 1602,8518 22,1 22,1 26537 37988 -1,6 2,2

Y6-7* 37 50 3295,7017 21,8 6316 -194 Pep(1)
Y8-9 51 68 1931,9337 16,5 16,5 60894 85742 2,2 0,4

Y9 61 68 878,461 11,3 11,3 376224 412997 0 -1

Y9-10 61 80 2241,1501

Y10 69 80 1380,6997 13,3 13,3 261813 299847 -1,1 0,7

Y10* 69 80 3073,5498 234 6350 -8,7 Pep (1)
Y10-011 69 94 2972,4661

Y19-20 111 157 | 4748,2773

Y20 116 157 | 4160,0405

Y20-21 116 166 | 5202,5527
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Tiempo de permanencia

Intensidad de sefal EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y20-21% 116 166 | 5316,5957 34,1 6445 0,5 CAM(2)
Y24-25 202 245 | 4702,2109

Y25 207 245 | 4151,9722

Y25* 207 245 | 4437,0796 20,9 20,9 1495322 1800079 1,1 -3,1 CAM(5)

Y25* 207 245 | 6129,9297 244 6652 -4,5 CAM(5) Pep(1)
Y25-26 207 279 | 7985,9092

Y26 246 279 | 3851,9478

Y26-27 246 281 | 4152,0698

Tabla 22: Caracterizacion del mapeo de péptidos de producto de referencia de cadena pesada de MAC-2

Tiempo de permanencia

Intensidad de sefal EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y28-29 282 300 | 2245,1128

Y29 283 300 | 2082,0493 14,6 14,6 20665 16662 -0,6 -3,8




101

Tiempo de permanencia | Intensidad de sefial EM Error de masa (ppm)
Numero de Masa de péptido
fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y29-30 283 304 | 2531,2405
Y31-32 305 323 | 2241,1907
Y32 318 323 | 722,3599 7,9 7,9 93966 96639 0,1 2,6
Y32 318 323 | 722,3599 17,7 18,4 37943 12802 11,4 30,6
Y32 318 323 | 722,3599 18,4 11761 23,8
Y32-33 318 353 | 4028,188
Y33 324 353 | 3323,8386 20 5422 3,1
Y33* 324 353 | 3380,8601 19,7 19,7 2196329 2497507 -2,5 -3,1 CAM(T)
Y33* 324 353 | 5073,71 24 5973 1,3 CAM(1) Pep(1)
Y33-34 324 376 | 5883,1577
Y34 354 376 | 2577,3293
Y34-35 354 385 | 3637,8159
Y34-35* 354 385 | 3694,8374 33 32,9 10095 20682 1,9 2,4 CAM(T)
Y36-37 386 408 | 2527,0808
Y37 396 408 | 1394,6388 19,6 19,6 62942 71902 -0,9 -0,4
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Tiempo de permanencia

Intensidad de sefal EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y37-38 396 409 | 1541,7072 25,1 25,1 827336 878570 0 -1,9

Y37-38* 396 409 | 3234,5571 29,7 7749 -5,3 Pep(1)

Y39-40 410 421 1494,8195

Y40 412 421 1218,672 15,8 15,8 77917 88243 -0,3 -1,6

Y40-41 412 427 | 1891,9905 20,3 20,3 107513 149676 0,2 -2

Y42-43 428 450 | 2525,1792

Y43 441 450 | 1016,5502

Tabla 22 (continuacion): Caracterizacion del mapeo de péptidos de producto de referencia de cadena pesada de MAC-2

Tiempo de permanencia

Intensidad de sefial EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y2-3 36 49 1688,9725 16,2 16,2 145374 170451 -1,7 -2,6

Y2-3* 36 49 3381,8225 242 7192 -9,2 Pep(1)

Y3 37 49 1525,9093 15,5 15,5 331068 393638 2,7 -2,9
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Tiempo de permanencia | Intensidad de sefial EM Error de masa (ppm)
Numero de Masa de péptido
fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y3* 37 49 3218,7593 24 28193 -9 Pep(1)
Y3-4 37 62 2882,6355
Y9-10 88 116 | 3244,729
Y10 99 116 | 1871,0992
Y10-11 99 139 | 4331,335
Y11 117 139 | 2478,2463 22,8 47035 -5,9
Y11-12 117 148 | 3635,8445
Y12 140 148 | 1175,6088
Y12-13 140 173 | 3886,8245
Y13 149 173 | 2729,2263 13,1 13,1 1140556 1218022 -1,1 0,1
Y13* 149 173 | 4422,0762 214 8424 -6,5 Pep(1)
Y13-14 149 186 | 4095,9243
Y14 174 186 | 1384,7086
Y14-15 174 192 | 2169,1318
Y15 187 192 | 802,4337 7,5 7,5 275639 62720 -1,9 -0,2
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Tiempo de permanencia

Intensidad de sefal EM

Error de masa (ppm)

Numero de Masa de péptido

fragmento Inicio Fin (Da) Control Analito Control Analito Control Analito Modificadores
Y15* 187 192 | 2495,2837 20,9 936267 -9,8 Pep(1)
Y15-16 187 209 | 2574,29

Y16 193 209 | 1789,8668 18,7 5400 44

Y16* 193 209 | 1846,8883 18,1 18,1 169490 235914 -1,7 -2,5 CAM(T)
Y16-17 193 214 | 2349,0842 17,8 9211 0,1

Tabla 22: Caracterizacidon del mapeo de péptidos de producto de referencia de cadena ligera de MAC-2
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Fragmento Proporcion de Intensidad
No Modificado: Control/Analito-
normalizado
Ligera Y3 1,000
Ligera Y13 1,112
Ligera Y15 5,218
Pesada Y6 0,831
Pesada Y10 1,038
Pesada Y25 0,988
Pesada Y33 1,045
Pesada Y37 1,120

Tabla 23: Conjugacion direccional de péptido con fragmento Y15 en la
cadena ligera
EJEMPLO 13 ELISA de Unién a Angl1-4

Se revistieron placas de semipocillos de alta union con Ang1 humana, Ang2
humana, Ang3 de raton o Ang4 humana recombinante (todos los reactivos de R&D
Systems, 250 ug/ml) en 50 ul de PBS y se incubaron a 4 °C durante una noche.
Las placas se lavaron 3 veces con tampodn de lavado (Tween 20 al 0,1%, PBS, pH
7,4) y se bloquearon con Superblock, 150 ul/pocillo a temperatura ambiente
durante 1 h. Las placas se lavaron 3 veces con tampon de lavado. Después del
lavado, se anadié una solucion de dosificacién preparada (intervalo: 0,005-50.000
ng/ml) a la placa y se incub6 durante 1 h para permitir la unién de los compuestos
a los miembros de la familia Ang revestidos en las placas. Los controles positivos
para cada angiopoyetina incluian anticuerpos monoclonales o policlonales contra
cada miembro de la familia (suministrados por R&D Systems). Las placas se
lavaron 3 veces y se afadieron 50 ul de anti-IgG humana conjugado con HP (0,8
ug/ml) (o de las especies respectivas para los controles positivos) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 h. Las placas se lavaron 3 veces y se anadieron

50 ul (25 ul TMB + 25 ul H20;) de solucion de sustrato y se incubaron durante 1-5
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minutos. El desarrollo de color se detuvo con 25 ul de H,SO4 2 M. Se midid la
DO450 nm con una longitud de onda de correccién de 540 nm.
EJEMPLO 14 Ensayo de Competicion Inverso de Ang2

Para el ELISA de competicién inverso de Ang2, se uso Tie2 humano-Fc,
proteina angiopoyetina-2, anticuerpo anti-Ang2 humana biotinilado y estreptavidina
HP (R&D Systems) y sustrato TMB de Pierce. Se revistieron placas de
semipocillos de alta unién con Tie2-Fc (50 ng/pocillo) en 50 ul de PBS y se
incubaron a 4 °C durante una noche. Las placas se lavaron 3 veces con tampén
de lavado (Tween 20 al 0,1%, PBS, pH 7,4) y se bloquearon con Superblock, 150
ul/pocillo a temperatura ambiente durante 1 h. Las placas se lavaron 3 veces con
tampdn de lavado. Después del lavado, se anadieron 50 ul de un compuesto de
péptido de unién a Ang2 (50 nM, dilucién seriada 5x) en presencia de 50 ng/ml
(0,83 nM) de Ang2 en Superblock y se incubaron a temperatura ambiente durante
1 h. Las placas se lavaron 3 veces, se afadieron 50 ul de anticuerpo de deteccion
anti-Ang2 biotinilado 1 pg/ml en Superblock y se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 h. Las placas se levaron 3 veces y se afnadieron 50 pl de
estreptavidina HP (dilucion 1:200 en Superblock) a temperatura ambiente durante
20 minutos. Las placas se lavaron 3 veces y se anadieron 50 ul (25 pul TMB + 25 pl
H20,) de solucion de sustrato y se incubaron durante 20-30 minutos. Se detuvo el
desarrollo de color con 25 ul de H,SO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una
longitud de onda de correccion de 540 nm. Se calcularon los valores de CI50
(inhibicion del 50% de la union de Ang2-Tie2) usando la funcion sigmoidal no lineal
de ajuste de curva de respuesta a la dosis en el programa informatico Prism 4.

El Ang2-h38C2-IgG1 se usé como control en ciertos ejemplos. La
generacion y la estructura del Ang2-h38C2 se describe totalmente como
compuesto 43 en el documento W0O2008056346, cuyo contenido se incorpora en
el presente documento, con referencia particular a los aspectos relacionados con

la generacion de compuesto 43. En resumen, la estructura es la siguiente:
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en la que el engarce se une covalentemente al grupo e-amino de K* (K* de
acuerdo con la numeracion de Kabat) del sitio de combinacién de Anticuerpo y el
Anticuerpo es h38C2-IgG1 (SEC ID N°: 51 y 52) (SEC ID N°: 189 y SEC ID N°:
190 del documento WO2008/056346).
EJEMPLO 15 Ensayo de Competicion de IGF1R

Para el ELISA de competicion de IGF1R, se usdé IFG1R humano
recombinante (R&D Systems), IGF1 biotinilado (GroPep Ltd.), estreptavidina-poli-
HP20 (SDT), Superblock y sustrato TMB (Pierce). Se revistieron placas de
semipocillos de alta unién con IGF1R (62,5 ng/pocillo) en 50 ul de PBS y se
incubaron a 4 °C durante una noche. Las placas se lavaron 3 veces con tampodn
de lavado (Tween 20 al 0,1%, PBS, pH 7,4) y se bloquearon con Superblock, 150
ul/pocillo a temperatura ambiente durante 1 h. Las placas se lavaron 3 veces con
tampdn de lavado. Después del lavado, se anadieron 50 ul de un compuesto de
unién a IGF1R (1 uM, dilucion seriada 5x) en presencia de 100 ng/ml (13,3 nM) de
IGF1 biotinilado en Superblock y se incubaron a temperatura ambiente durante 1
h. Las placas se lavaron 3 veces y se anadieron 50 ul de estreptavidina-poli-HP 20
(dilucion 1:5000 en Superblock) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las
placas se lavaron 3 veces y se afadieron 50 ul (25 pul TMB + 25 ul Hy0;) de
solucion de sustrato y se incubaron durante 5-10 minutos. El desarrollo de color se
detuvo con 25 pul de HySO4 2 M. Se midié la DO450 nm con una longitud de onda
de correccion de 540 nm. Se calcularon los valores de Clsg (inhibicidn del 50% de
la union de IGF1 a IGF1R) usando una funcién sigmoidal no lineal de ajuste de

curva de respuesta a la dosis en el programa informatico Prism 4.
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EJEMPLO 16 Ensayo de Inhibicién de la Autofosforilacion de IGF1R Inducida
por IGF1

Para el ensayo de inhibicion de la autofosforilaciéon de IGF1R, se usaron
células 3T3 de ratdbn modificadas por ingenieria genética para expresar IGF1R
humano y la fosforilacion se determiné mediante un kit de ELISA de tipo sandwich
de fosfo-receptor de IGF1 B (Tyr1131) N° 7302 de Cell Signaling Technologies. Se
sembraron células intactas que expresaban IGF1R humano (5,0 x 10
células/pocillo) en una placa de fondo redondo tratada con cultivo tisular de 96
pocillos, y se dejo que se unieran durante una noche en 50 pl de medio de cultivo
(37 °C, CO; al 5%, medio de cultivo que consistia en DMEM con FBS al 10%, L-
Glutamina 2 mM, Penicilina-Estreptomicina y Geneticina 500 pg/ml). Después de
16 horas, el medio de cultivo se elimindé por aspiracion y se afadieron 50 ul por
pocillo de nuevo medio de cultivo que contenia un compuesto de unién a IGF1R (1
mM, dilucién seriada 8x) en presencia de 100 ng/ml (13,3 nM) de IGF1 humano
recombinante, y se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. La placa
se lavo mediante eliminacion por aspiracion del liquido y se anadieron 100 ul por
pocillo de PBS helado. El PBS frio se elimin6é inmediatamente por aspiracion y se
afiadieron 60 ul de tampdn de lisis (comenzando con el tampon de lisis, todos los
reactivos siguientes se suministraron como parte de un kit comercial fabricado por
Cell Signaling Technologies, disenado para cuantificar la fosforilacion de IGF1R en
la tirosina 1131) a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
minutos con agitacion. Después, las placas se centrifugaron a 4 °C durante 5
minutos. Después se retird el sobrenadante (50 ul por pocillo) y se afiadié a una
placa de 96 pocillos previamente revestida con un anticuerpo de conejo contra
Fosfo-Receptor de IGF1 beta (Tyr1131) y que contenia 50 ul por pocillo de un
diluyente de muestra. Las placas se incubaron durante una noche durante 16 h a 4
°C con agitacion suave. Después de la incubacion, las placas se lavaron 4 veces
con tampdn de lavado y se afiadieron 100 ul de un anticuerpo de deteccion de

receptor de IGF1 humano (de origen murino) a cada pocillo durante 1 h a 37 °C.
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Las placas se lavaron 4 veces con tampon de lavado y se anadieron 100 ul de un
anticuerpo secundario contra IgG de ratén unido a HP a cada pocillo durante 30
minutos a 37 °C. Las placas se lavaron 4 veces y se afiadieron 100 ul de sustrato
TMB a cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos. El desarrollo de color se
detuvo con 50 pl de H,SO4 2 M. Se midi6 la DO450 nm con una longitud de onda
de correccion de 540 nm. Los controles internos con y sin tratamiento con IGF1
confirmaron la especificidad del acontecimiento de fosforilacién y determinaron el
% de inhibicion de la senalizacion transmembrana. Se calcularon los valores de
CEso (concentracion a la que se consiguié la sefial semimaxima) usando una
funcion sigmoidal no lineal de ajuste de curva de respuesta a la dosis en el
programa informatico Prism 4.
EJEMPLO 17 Ensayo de Regulacion Negativa de IGF1R

Para la regulacibn negativa de IGF1R, se usaron células de
adenocarcinoma de colon humano Colo205 y se determind la expresion en
superficie celular de IGF1R por citometria de flujo. Se trataron placas de cultivo de
tejidos de 96 pocillos sembradas con 5 x 10* células/pocillo en medio de cultivo
(RPMI, suero bovino fetal al 10%, glutamina) con una valoracion de compuesto
durante 3 h a 37 °C. Las células se aclararon con PBS, se levantaron con un
CellStripper y se transfirieron a placas de 96 pocillos recién preparadas. Las
células se lavaron 3 veces con PBS con suero bovino fetal al 2,5%. Las células se
incubaron con un monoclonal de raton anti-IGFIR humano conjugado con
ficoeritrina (R&D FAB391P, 10 pul/5 x 10 células) en la oscuridad durante una
hora. Después, las células se lavaron 3 veces con PBS con suero bovino fetal al
2,5%. La presencia de IFG1R en la superficie celular se determind mediante
citometria de flujo usando un FACSArray y los datos se analizaron con el
programa informatico FloJo. El numero de receptores se calculé por ajuste de los
datos a curvas patron generadas usando perlas de PE QuantiBRITE (BD 340495).
Los datos se describieron como el porcentaje de regulacidn negativa por

compuesto de ensayo frente al control negativo hlgG2.
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Resultados y Discusion

La capacidad de MAC-2 para unirse a Ang2 humana especificamente se
muestra en la Figura 10. El MAC-2 y el Ang2-h38c2 eran capaces de unirse a la
Ang2 humana pero no a Ang1 humana, Ang4 humana o Ang3 de ratdon, mostrando
alta especificidad por Ang2 y no por otros miembros de la familia de la
angiopoyetina.

MAC-1 y MAC-2 eran capaces de unirse a Ang2 y evitar su union a Tie2,
como se muestra en el ensayo de competicion de Ang2 (Figura 11 y Tabla 24).
Sorprendentemente, en comparaciéon con Ang2-h38c2, el MAC-1 y el MAC-2
mostraban ambos un aumento en la capacidad para unirse competitivamente a
Ang2. Después de confirmar que los MAC conjugados se unian a e inhibian la
union de Ang2 a Tie2, la capacidad para competir por la union de IGF1 a IGF1R
se determin6 por ensayo de competicion de IGF1R (Figura 12). El MAC-1 vy el
MAC-2 eran tan eficaces como el anticuerpo anti-IGF1R parental (2.12.1.fx) para
competir con IGF1 por la uniéon a IGF1R. MAC-1 y MAC-2 mostraban valores de
Clso en el intervalo nanomolar bajo. Por el contrario, en ensayos con ciertos otros
anticuerpos anti-IGF1R, se observd que la conjugacién del péptido interferia con la
capacidad del anticuerpo para interaccionar con IGF1R (no se muestran los
datos).

Para confirmar que la inhibicion de IGF observada en el ensayo de
competicion se traduce en la inhibicidn de los acontecimientos de sefializacion
inducidos por IGF, se us6 un ensayo funcional basado en células para determinar
la inhibicion de la autofosforilaciéon de IGF1R después de la estimulacién con IGF
(Figura 13 y Tabla 24). MAC-1 y MAC-2 tienen una actividad similar a la del
anticuerpo anti-IGF1R precursor (2.12.2.fx); por lo tanto, la conjugacion de
péptidos Ang2 limitados no parece cambiar la union e inhibicién innatas de MAC.

Ademas de inhibir la autofosforilacién de IGF1R, el anticuerpo anti-IGF1R
también causa la internalizacién y la degradacion de IGF1R, dando como

resultado la regulacién negativa del receptor. Este comportamiento se observa en
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las 2 horas siguientes al tratamiento y se mantiene durante 24 h. Los MAC se
ensayaron para determinar la capacidad para regular negativamente los niveles de
IGF1R en una linea celular de carcinoma de colon humano Colo205. Las células
se trataron durante 3 h en cultivo con valoracion de compuestos MAC. Las células
se recogieron y se determind la expresién en superficie de IGF1R por citometria
de flujo. Se determind el porcentaje de IGF1R regulado negativamente en
comparacion con el control negativo hlgG2 (Tabla 24). MAC-1 y MAC-2 tienen una
actividad de regulacion negativa de IGF1R similar al anticuerpo contra IGF1R

precursor (2.12.1.1x).

Ang2 Clso (nM) | IGF1R Fosforilacion % IGF1R
Clso (nM) | IGF1R Clso (nM) regulado

negativamente

MAC-1 0,092+0,049 |51+£11 150,7 £ 59,6 43+5

MAC-2 0,057 £0,022 | 6,1+11 91,4 £ 40,2 50+ 5

Anticuerpo nd 3,8+0,8 48,7 £ 14,0 48 +3
2.12.1.fx

Ang2- 0,582 + 0,242 nd nd nd
h38c2-1gG1

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

Se demostrd que la conjugacion de 2 péptidos por anticuerpo era ideal en
términos de lograr la autofosforilacion y la regulacién negativa de IGF1R, y que la
conjugacion de mas o menos que 2 peptidos por anticuerpo disminuye la
capacidad del MAC para ejercer estas funciones.

Para evaluar el efector del numero de efectos por anticuerpo sobre la
capacidad de 2.12.1.fx para modular la actividad de IGF1R, se prepararon 2
muestras de MAC-1 en las que las condiciones de reaccion se ajustaron para
proporcionar una conjugacion reducida (MAC-1 reducido) o una conjugacion

aumentada (MAC-1 elevado) (Tabla 25). Las muestras se analizaron para
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determinar la capacidad para regular negativamente y fosforilar IGF1R (Tabla 25).
Existe una diferencia significativa en la capacidad del MAC-1 elevado en
comparaciéon con el MAC-1 reducido para modular eficazmente la ruta de IGF1R.
La conjugacién de mas de aproximadamente 2 péptidos por anticuerpo limita la
actividad funcional del MAC tanto para inhibir la autofosforilacion de IGF1R como
para inducir la regulacién negativa de IGF1R, en comparacién con la conjugacion
de aproximadamente 2 o menos péptidos por anticuerpo. Por lo tanto, para
modular eficazmente 2 rutas biologicas diferentes en una entidad bifuncional, la
conjugacion de aproximadamente 2 péptidos por anticuerpo puede ser ideal

(dependiendo del perfil farmacocinético del péptido y de la diana).

Ang2 % IGF1R Fosforilacion CA (%)

Clsg regulado IGF1R Clsg (nM) Prom.

(nM) negativamente 0|]1|2(|3]4]5 CA
MAC-1 0,103 32+1 12,8
Reducido 14 (4213212 0 |0 | 1,42
MAC-1 0,035 912 >300
Elevado 04 |19|41(32|5| 3,18
2.12.1.x nd 36+3 3,5
Ang2- 0,252 nd nd
h38c2-
lgG1

Tabla 25: Analisis de MAC-1 Elevado y MAC-1 Reducido
EJEMPLO 18 Farmacocinética in vivo
Protocolo

Se us6 un procedimiento de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) de unidn directa validado para medir los niveles séricos de MAC en suero
de ratén y mono. En resumen, el MAC en la muestra se une a IGF1R o Ang2 que
se ha absorbido pasivamente sobre una placa de microtitulacion, y se usa un anti-
IgG humana conjugado con peroxidasa de rabano picante junto con un sustrato

cromogenico para generar una sefial que sea proporcional a la concentracién de
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MAC-2 en la muestra de suero. Los limites de cuantificacion superior e inferior de
MAC-2 en suero de raton son de 26,0 y 1000 ng/ml, y de 52,0 y 2000 ng/ml en
suero de mono cynomolgus.
ELISA Inverso de Ang2 e IGF1R

Se revistieron placas de semipocillos de alta union con IGF1R (62,5
ng/pocillo) o Ang2 (6,25 ng/ml) en 50 ul de PBS y se incubaron a 4 °C durante una
noche. Las placas se lavaron 3 veces con tampdn de lavado (Tween 20 al 0,1%,
PBS, pH 7,4) y se bloquearon con Superblock, 150 ul/pocillo a temperatura
ambiente durante 1 h. Las placas se lavaron 3 veces con tampdén de lavado.
Después de lavar, se afadieron patrones de solucion de dosificacion preparados
(intervalo: 3,91-500 ng/ml) y muestras de suero a la placa y se incubaron durante
una hora para permitir la unién de los complejos de MAC al Ang2 o IGF1R
revestido en las placas. Las placas se lavaron 3 veces y se afiadieron 50 ul de un
anti-lgG humana de cabra conjugado con HP (0,8 ug/ml) y se incubaron a
temperatura ambiente durante una hora. Las placas se lavaron 3 veces y se
afnadieron 50 ul (25 ul TMB + 25 ul H,O3) de solucion de sustrato y se incubaron
durante 1-5 minutos. Se detuvo el desarrollo de color con 25 ul de H,SO4 2 M. Se
midié la DO450 nm con una longitud de onda de correccion de 540 nm. Se
calcularon las concentraciones en suero de los complejos de MAC usando las
curvas patron. Las concentraciones de complejo de MAC, segun se determinaron
por ELISA, estaban representadas en funcion del tiempo. Se emprendieron
analisis de datos adicionales usando WinNonlin version 4.1 (Pharsight
Corporation) para determinar la semivida B (T1/2) y el area bajo la curva (AUC)
para los complejos de MAC.
Raton

Se realizaron estudios de PK usando ratones Swiss Webster macho (CFW,
Charles River, Hollister, CA) que pesaban aproximadamente 20-22 gramos al
inicio de la dosificacion. Los compuestos de MAC se administraron por via

intravenosa. Se tomaron muestras de sangre de 4 ratones por punto temporal a
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los siguientes puntos temporales: 0,08, 0,5, 1, 3, 5, 7 y 24 h. Se afadié céctel
inhibidor de proteasas a todos los tubos de sangre antes de la recogida de
muestras. Se dejo que la sangre coagulara en hielo durante 30 minutos y después
se centrifugd a 12000 rpm durante 5-10 minutos a 4 °C para recoger el suero y se
almacen6 inmediatamente a -80 °C hasta su analisis por ELISA. Se usaron
soluciones de dosificacion para establecer las curvas patron para el analisis de
muestras de suero por ELISA inverso de Ang2 o IGF1R. Se analizaron alicuotas
de cada muestra de suero por ELISA inverso de Ang2 o de IGF1R.

Mono

Se determind el perfil farmacocinético de MAC-2. Se usaron 2 monos
Cynomolgus macho (Macaca fascicularis) en el estudio; se administr6 MAC-2
mediante una inyeccion intravenosa (en embolada) a un nivel de dosis de 10
mg/kg. Todos los animales se observaron a 5 min, 15 min, 1 h, 4 h y 8 h post-dosis
el Dia 1 y dos veces al dia después de eso para cualquier reaccion al tratamiento.
Los pesos corporales se midieron y se registraron los Dias 1, 2, 3,4, 5, 7y 14. Se
obtuvieron muestras de sangre para analisis toxicocinético a los puntos
temporales designados y el suero se separd y se almacen6 a -80 °C.

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

Resultados

Se realizaron estudios farmacocinéticos (PK) no GLP exploratorios en

ratones Swiss Webster macho y monos cynomolgus macho (Tabla 26 y 27).Se

analizaron las actividades de unién tanto a Ang2 como a IGF1R del MAC. En
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ratones, MAC-1 y MAC-2 demostraron un tiempo de permanencia similar al del
anticuerpo anti-IGF1R precursor con semividas de fase beta de 383-397 h. La
capacidad de union a Ang 2 de MAC-1 y MAC-2 demostr6 un tiempo de
permanencia similar a Ang2-h38c2 con semividas de fase beta de 105-120 h en
ratdn en estudios IV de dosis unica. En mono cynomolgus, el MAC-2 demostré un
tiempo de permanencia ligeramente mas corto que el anticuerpo anti-IGF1R
precursor, con semividas de fase beta de 100,4 h. La capacidad de union a Ang2
de MAC-2 demostr6 un tiempo de permanencia similar a Ang2-h38c2 con

semividas de fase beta de 97,8 h.

t¥2 beta (h) t¥2 beta (h)
Compuesto (mg.kg™)
Porcion Ang2 | Porcion IGF1R

Ang2-h38c2, (10) 95,2 --

Anticuerpo a-IGF1R, (10) | -- 390
MAC-1, (10) 105 383
MAC-2, (10) 120 397

Tabla 26: PK de dosis Unica de MAC administrados IV a 10 mg/mk en raton

t ¥2 beta (h) t¥2 beta (h)

Compuesto (mg.kg™) porcion Ang2 | Porcion IGF1R

Ang2-h38c2, (10) mpk 95,3 --
Anticuerpo a-IGF1R, (5) mpk -- 146,4
MAC-2, (10) mpk 97,8 100,4

Tabla 27: PK de dosis Unica de MAC administrados IV a 10 mg/mk en mono

cynomolgus
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EJEMPLO 19 Farmacologia in vivo
Protocolo

La actividad antitumoral de MAC-2 se evalu6 en el modelo de xenoinjerto de
Colo205 (adenocarcinoma de colon humano) o MDA-MB-435 (melanoma). Se
cultivaron células Colo205 o MDA-MB-435 con medio RPMI con FBS al 10% y se
inyectaron 3 x 10° células en 0,1 ml de solucion salina equilibrada de Hank
(HBSS) por via subcutanea en el flanco derecho superior de ratones nu/nu hembra
de 5-7 semanas de edad, y se dejo que se establecieran hasta un volumen de
200~400 mm?® antes del inicio del tratamiento. Una vez que se establecieron los
tumores, los ratones se aleatorizaron a grupos de tratamiento con volumenes
tumorales idénticos (n = 9-10/grupo) y el tratamiento con MAC-2 se administré una
vez por semana por inyeccién intraperitoneal (IP). En estudios de combinacion, se
administraron agentes anticancerosos adicionales semanalmente por inyeccion IP,
iniciandose los tratamientos concomitantes con el MAC-2. Se midieron los
volumenes tumorales una vez o dos veces por semana usando calibradores, y se
midieron los pesos corporales semanalmente durante el periodo de tratamiento.
En algunos estudios, todos los ratones se eutanasiaron por asfixia con CO; y los
tumores se escindieron, se pesaron y se procesaron para evaluacion histologica
y/o inmunoquimica adicional una vez que el volumen tumoral en el grupo de
control tratado con vehiculo alcanzé los 2000 mm?®. En estudios de pseudo-
supervivencia, los ratones se eutanasiaron por asfixia con CO; y los tumores se
escindieron y se pesaron una vez que el volumen tumoral medio de cada grupo de
tratamiento superé los 2000 mm?>.

Resultados

Un experimento realizado en el modelo de xenoinjerto de Colo205
(adenocarcinoma de colon humano) se ilustra en las Figuras 12A y 13A. La
administracion semanal de Ang2-h38c2 o anticuerpo anti-IGF1R (2.12.1.fx) inhibia
el crecimiento del tumor Colo205. La combinacion de Ang2-h38c2 y anticuerpo

anti-IGF1R administrada semanalmente mostré un beneficio aditivo sobre la
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inhibicion del crecimiento del tumor Colo205. La administracion semanal de MAC-
2 en solitario mostro un beneficio similar al de la combinacion (Figura 14A). En un
estudio separado, el MAC-2 inhibia de forma dependiente de la dosis el
crecimiento del tumor Colo205 y los pesos tumorales finales (Figura 15A, B).

A dia 28, los ratones tratados con compuesto se sacrificaron y los tumores
se escindieron y se congelaron inmediatamente. Para evaluar el efecto
antiangiogénico de MAC-2, se evalué la densidad de microvasos tumorales
inmunohistoquimicamente en secciones congeladas de tumores de xenoinjerto de
adenocarcinoma de colon Colo205 tratados con Vehiculo (PBS) o MAC-2
(respuesta a la dosis que varia de 0,3 mg/kg a 10 mg/kg). Los tumores se tifieron
con un anticuerpo monoclonal especifico de raton contra CD31 y se cuantifico la
inmunorreactividad a partir de 5 areas de 3 secciones de cada tumor (Figura 13C).
La densidad de microvasos tumorales se redujo significativamente ~42% por
MAC-2 (10 mg/kg, una vez por semana) en comparacion con el grupo tratado con
vehiculo, confirmando la actividad antiangiogénica del tratamiento con MAC-2.

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

secciones fijadas de estos tumores también confirmé la reduccion en IGF1R y
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pIGF1R (no se muestran los datos). Estos datos demuestran que el tratamiento
con MAC-2 afecta a las rutas tanto de Ang2 como de IGF1R en el modelo de
xenoinjerto Colo205.

En 3 estudios separados, el tratamiento con MAC-2 condujo a una
inhibicion tumoral sostenida en comparacion con el vehiculo (PBS), Ang2-h38c2 y
anticuerpos contra IGF1R (2.12.1.fx y 2.13.2) (Figura 16A, 16B, 16C). El
anticuerpo anti-IGF1R 2.13.1 se describe como las SEC ID N°: 45y SEC ID N°: 47
en el documento WOO02/053596, menos las secuencias sefal respectivas. La
inhibicion tumoral por MAC-2 era similar a la combinacién de Ang2-h38c2 y
2.12.1.fx y mas activo que Ang2-h38c2 y 2.13.2 (Figura 16C). El tratamiento con
MAC-2 no afectd al aumento de peso corporal (no se muestran los datos) y los
ratones parecian estar en buen estado de salud durante todo el estudio. Se dej6
que los tumores en cada grupo de animales progresaran hasta 2000 mm?® como un
estudio de pseudo-supervivencia. Los grupos tratados tanto con Ang2-h38c2 como
con anticuerpo anti-IGF1R tuvieron que interrumpirse a dia 48; sin embargo, los
tumores tratados con MAC-2 (3-10 mpk) estaban todavia por debajo de 2000 mm?
a dia 94 cuando el estudio se paré.

La eficacia antitumoral de MAC-2 también se evalu6 en un modelo de
xenoinjerto de melanoma MDA-MB-435. La administracion semanal de MAC-2 (3 y
20 mg/kg IP) dio como resultado una reduccion significativa del 40% (dia 67) en el
crecimiento tumoral en el modelo de MDA-MB-435 (Figura 17). Por lo tanto, el
MAC-2 demuestra una eficacia antitumoral significativa en 2 modelos de tumores
de xenoinjerto humano diferentes.

EJEMPLO 20 Perfil de conjugacion con péptido de diversos anticuerpos

Los perfiles de conjugacion de varios anticuerpos diferentes con péptidos se
analizaron usando la SEC ID N°: 27 y SPEG como péptido y engarce ejemplares,
respectivamente. Todos los anticuerpos ensayados eran anticuerpos IgG humanos
o totalmente humanizados con interacciones con antigenos bien definidas y

caracterizadas. El hAbATest comprende una CLA, mientras que 2.12.1.fx,
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mAbxkTest1, h28C2-IgG1 (SEC ID N°: 51 y 52) y h38C2-1gG2 (SEC ID N°: 53 y 54)
comprenden cada uno CLk. Cada uno de los anticuerpos se cambi6é de tampén a
HEPES 20 mM, pH 7,0 y se concentré hasta 5-20 mg/ml. El SEC ID N°: 27/K""-
5PEG-PFP se resuspendiéo con propilenglicol al 50 % y se mezclé con el
anticuerpo pertinente a una proporcion molar de 4,3:1, y se dejo reaccionar
durante al menos 2 h a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron
hasta 2 mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por
cromatografia de exclusion por tamafo-espectrometria de masas (SEC-EM) para
determinar el niumero y la cuantificaciéon de formas de conjugado de la proteina.
Esta técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de
conjugacion con péptido se observan como distintas sehales separadas por la
diferencia de masa de un péptido unido. La cuantificacion relativa de multiples
especies de conjugacion con péptidos se realiza midiendo la magnitud de la sefial.
La Tabla 22 muestra el perfil de conjugacion con péptido de diversos anticuerpos.

Para anticuerpos que contienen una ClLk, la conjugacién con péptido se
produce una distribucién de entre 0-4 adiciones de péptido siendo la forma mayor
de 2 a 3 adiciones de péptido. Por el contrario, para el anticuerpo que comprende
CLX, hAbATest, la conjugacién del péptido se produce a una distribucion de entre
0-4 adiciones de péptidos, siendo la forma mayor de 1 a 2 adiciones de péptido.

El grado de conjugacion con péptido se examiné por separado en las
cadenas ligeras y pesadas. Cada muestra se desnaturalizé y se redujeron los
enlaces disulfuro usando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas ligeras
y pesadas libres resultantes se analizaron usando CLEM para determinar el perfil
de conjugacion en cada una. El perfil de conjugacién con péptido en la cadena
ligera y pesada de diversos anticuerpos se muestra en la Tabla 28. En 2.12.1.fx y
hAbkTest1, los datos demuestran que la localizacion de conjugaciones es mayor
en la cadena ligera; la forma mas abundante en la cadena ligera contiene una (1)
adicién de péptido. La conjugacion en la cadena pesada se observa a un nivel

significativamente inferior. En h38C2-19G1 y h38C2-lgG2, se observan niveles de
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conjugacion comparables en la cadena ligera y pesada, con una ligera preferencia
de conjugacién en la cadena ligera. En un anticuerpo que contiene CLA
(hAbATest), la mayoria de la conjugacion se produce en la cadena pesada,

observandose un nivel reducido de conjugacién en la cadena ligera.

CA (%) Prom. Cadenaligera Cadena pesada
CA %CA %CA
Anticuerpo 0 1 2 3 4 0 1 2 0 1 2

21214 1 15 | 53 | 26 5 2.2 20 70 9 84 16 0

hAb)ATest 10 | 37 | 37 | 11 6 1,66 | 95 5 0 74 22 4

hAbkTest1 7 10 | 36 | 27 | 14 | 2,55 | 11 74 14 87 13 0

h38C2 1gG1 1 3 28 | 55 | 13 | 2,75 | 49 | 46 4 70 30 0

h38C21gG2 | 4 6 31| 44 | 15 2,6 61 35 4 73 27 0

Tabla 28: Perfil de conjugacién de diversos anticuerpos

Cada uno de los anticuerpos 2.12.1.fx, hAbATest y hAbkTest1 se evaluaron
después de procedimiento de conjugacién para determinar el efecto de las
adiciones de conjugacion sobre la capacidad del armazén de anticuerpo para
retener su union a receptor (en comparacion con el AcM nativo) (Tabla 29). Los
resultados muestran que la conjugacién direccional de péptidos con los

anticuerpos de ensayo no parecia alterar la unién del anticuerpo.

Union areceptor

Anticuerpo | Nativo (Clsp, nM) | Después de la conjugacion (Clsg, nM)

2.12.1.1x 3,2 5,7
hAbATest 0,4 1,7
hAbkTest1 59 53

Tabla 29: Unién de anticuerpo antigeno nativo antes y después de la
conjugacion
EJEMPLO 21 Perfil de conjugacion con péptido de un anticuerpo
representativo de IgG2-x

Se analizo el perfil de conjugacién de un anticuerpo 19G2«k (hABkTest2) con

un péptido de 39 unidades. El anticuerpo se concentré hasta 8 mg/ml y se cambid
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de tampdén a HEPES 40 mM, pH 8,0. El péptido se resuspendié con DMSO al 100
% y se mezcld con el anticuerpo a una proporcion molar de 5,0:1 y se dejo
reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se
diluyeron hasta 2 mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por
cromatografia de exclusion por tamafno-espectrometria de masas (SEC-EM) para
determinar el numero y la cuantificacion de formas de conjugado de la proteina.
Esta técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de
conjugacion con péptido se observan como distintas sefiales separadas por la
diferencia de masa de un péptido. La cuantificacion relativa de multiples especies
de conjugaciéon con péptidos se realiza por medicidn de la magnitud de la sefial.
La Tabla 30 muestra el perfil de conjugacién con péptido de hAbkTest2 con el
péptido de 39 unidades. La conjugaciéon de péptido se produce a una distribucién
de entre 0-4 adiciones de péptido con un promedio de 2,03 adiciones de péptido, y

concuerda con la conjugacion direccional en el CLk-K'®8.

%CA
Armazon de Prom.
anticuerpo Péptido de unién 0|12 3|4 CA
Péptido de 39
hAbxTest2 unidades 1122|5318 |5 2.3

Tabla 30: Perfil de conjugacién de péptido de 39 unidades y hAbkTest2

En un experimento separado, el péptido de 39 unidades se conjugd con
h38C2-19G2 con MAL-2PEG-PFP como se ha descrito anteriormente, a diferentes
concentraciones molares. Ademas, se ensayo la union del receptor afin al péptido
de 39 unidades. Los resultados (Tabla 31) mostrados concuerdan con la
conjugacion direccional en K'®-CLk. Ademas, el aumento del nimero promedio
de péptidos por anticuerpo no aumento sustancialmente la union global a la diana.
Esto demuestra que, en ciertos escenarios, el aumento de la conjugacion por

anticuerpo puede no aumentar la unién a diana, demostrando una de las ventajas
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de la invencion; el control del numero de péptidos que se conjugan por anticuerpo

puede ayudar a conseguir la union a diana maxima por péptido unitario.

Proporcion molar péptido de CA (%) N° Promedio Diana de
39unidades:h38C2-1gG2 Conjugados péptido:
CE50 (nM)
0|12 3

2:1 57132110| 0 0,52 0,99

2.5:1 19156[25| 0 1,06 1,06

4:1 20253520 1,55 1,01

5:1 0 |16]45]40 2,26 0,82

Tabla 31: Perfil de conjugacién de péptido de 39 unidades y H38C2-1gG2
EJEMPLO 22 Conjugacién de biotina con 2.12.1.fx Fab
Biotina-2.12.1.fx

Se analiz6 el perfil de conjugacién de la regién Fab del 2.12.1.fx (SEC ID
N°: 50 y 4) con PFP-Biotina. El anticuerpo Fab se concentré hasta 20 mg/ml y se
cambi6é de tampodn a acetato sédico 20 mM + trehalosa 200 mM, pH 5,5 y se le
adicion6 fosfato sédico 60 mM pH 7,7. EI PFP-Biotina se resuspendié con DMSO
al 100% y se mezcld con el anticuerpo a proporciones molares sucesivas, y se
dejoé reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. Todas las muestras
se diluyeron hasta 2 mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta
por cromatografia de exclusion por tamafo-espectrometria de masas (SEC-EM)
para determinar el numero y la cuantificacion de formas de conjugado. Esta
técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de
conjugacion se observan como distintas sefiales separadas por la diferencia de
masa de un péptido conjugado. La cuantificacion relativa de multiples especies de
conjugacion se realiza por medicion de la magnitud de la sefal. La Tabla 32
muestra el perfil de conjugacion del 2.12.1.fx Fab con PFP-Biotina a proporciones
molares. La conjugacion se produce a una distribucion de entre 0-2 adiciones a

medida que aumenta la proporcion molar. EI menor numero de moléculas por
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anticuerpo concordaba con los resultados anteriores, basandose en la proporcion
molar usada. Esta es una demostracion util de la flexibilidad del procedimiento

para controlar la cantidad de conjugacion alterando uno o mas de los parametros

de reaccion.
o
HN™ “NH
21/\/\"/ ]
(o) F
S
F Biotina-PFP
%CA
Armazédn de Péptido Proporcién molar Prom.
anticuerpo de unién péptido:anticuerpo 0O/1|2 /3 CA
Biotina- 1:1
212 1.fx Fab | PFP 54 146 | - | -| 0,46
Biotina- 1,51
212.1.fxFab | PFP 42 1517 | -| 0,65
Biotina- 2:1
2121.fxFab | PFP 3415510 |-| 0,76
Biotina- 3:1
2121.fx Fab | PFP 28 (55|17 |-| 0,88
Biotina- 4:1
212.1.fx Fab | PFP 2146|126 8| 1,21
Tabla 32: Perfil de conjugacién de biotina con 2.12.1.fx Fab

EJEMPLO 23 Conjugacién de biotina con h38C2-lgG1
Biotina-h38C2-IgG1

El anticuerpo h38C2-1gG1 se ajusté a 20 mg/ml con tampén HEPES pH 7,5
a una concentracion final de 0,02 M. Se reconstituy6 biotina-PFP en agua a 10
mg/ml y se afadi6 a h38C2-IgG1 a una proporcion molar de 5:1 y se dejé
reaccionar a temperatura ambiente durante 2 h. El PFP-biotina sin reaccionar se

eliminé por cromatografia de exclusién por tamafo y se cambid el tampdn a un




10

15

20

25

124

tampdn de histidina, glicina y sacarosa pH 6,5. Las muestras se diluyeron a 2
mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada intacta por cromatografia de
exclusién por tamano-espectrometria de masas (SEC-EM) para determinar el
numero y la cuantificacion de formas de conjugado de la proteina. La Tabla 33
muestra el perfil de conjugacion de h38C2-IgG1 con Biotina-PFP. La conjugacion
de h38C2-1gG1 se produce a una distribucion de entre 0-3 CA con un promedio de
1,1 conjugaciones. Una conjugacion aumentada seria posible después de la
optimizacién de las condiciones de reaccion. Se confirmd que la reactividad de
VH-K*® (K*® de acuerdo con la numeraciéon de Kabat) en h38C2-IgG1 era >95%
cuando reaccionaba con el compuesto de ensayo de anticuerpo catalitico CATC-1,

y se analiz6 mediante cromatografia de fase inversa.

— o
/
°>_?7 /—<\ \ ﬂ/ Anticuerpo | O 1 2 |3 Prom.
—0 NH~<7 CA

h38C2-1gG1 | 16 | 61 203 1.1

CATCA1 Tabla 33:

Conjugacion de biotinay h38C2-1gG1
EJEMPLO 24 Perfil de conjugacion de 2.12.1.fx y mutantes K%, K%

Basandose en el mapeo de péptidos, hay 2 Lys en el fragmento Y15. Para
distinguir el sitio de conjugacion activo, K y K'° se mutaron a R,
respectivamente o en combinacion. Los mutantes se generaron siguiendo los
protocolos descritos en el kit de mutageénesis dirigida QuickChange (Stratagene).
Las mutaciones se introdujeron mediante cebadores oligonucleotidicos y se
confirmaron por secuenciaciéon de ADN. Los AcM mutados se expresaron de forma
transitoria en células HEK 293 y se purificaron usando una columna de afinidad de
proteina A. Los AcM purificados se caracterizaron usando EM. Las SEC ID N°: 33,
34 y 35 muestran las secuencias de cadena ligera mutantes de 2.12.1.fx IGF1r.

El anticuerpo se cambié de tampoén a tampon HEPES 0,02 MpH 7,50 6,5 a
2 mg/ml. Si el pH era de 6,5, al anticuerpo se le adicioné después fosfato sddico

60 mM. Después, a las proteinas se les adicion6 fosfato sédico 60 mM pH 7,7. Se
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resuspendié SEC ID N°: 27-K"'-5PEG-PFP con propilenglicol al 50% y se mezclo
con la proteina a una proporcién molar de 4,3:1, y se dejo reaccionar durante una
noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2 mg/ml y se
analizaron como una proteina conjugada intacta por cromatografia de exclusion
por tamafo-espectrometria de masas (SEC-EM) para determinar el numero y la
cuantificacion de formas de conjugado de la proteina. Esta técnica mide el peso
molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de conjugacién se observan
como distintas sefiales separadas por la diferencia de masa de una proteina
conjugada. La cuantificacion relativa de multiples especies de conjugacion con
proteinas se realiza midiendo la magnitud de la sefal. La Tabla 34 muestra el
perfil de conjugacion de 2.12.1.fx, 2.12.1.fx-K'¥R (LC: SEC ID N°: 33), 2.12.1.fx-
K'°R (LC: SEC ID N°: 34) y 2.12.1.fx-K'®R-K'®°R (LC: SEC ID N°: 35). El mutante
K'®®R mostraba una conjugacion reducida. El KR tenia una conjugacion similar
al 2.12.1.fx no conjugado. La conjugacion de MAC-2 era inferior a la observada en
otros ensayos debido al uso de un tampon de HEPES/fosfato de

aproximadamente pH 6,5.

LC SEC ID N°; CA (%)
Mutantes 0 1 2 3|4 Prom. CA
15 MAC-2 14 |1 49 | 31 | 5| 1 1,29
33 K188R 82 | 14 4 100 0,22
34 K190R 11 [ 46 | 36 |6 |0 1,37
35 K188R/K190R 51 | 37 9 |30 0,63

Tabla 34: Perfil de conjugaciéon de 2.12.1.fx, mutantes K*°y R™"
EJEMPLO 25 Mutantes de 2.12.1.fx para elucidar el mecanismo de
conjugacion direccional en K88

Se examinaron los restos préximos a K'®8. La cadena lateral H'® esta muy
préxima al grupo e-amino de K'®. Puesto que la His esta implicada con frecuencia

en reacciones de transferencia de protones, es muy probable que la H'® sea
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necesaria para la conjugacion de K'®. Para estudiar el papel de H'® en la
conjugacion especifica de sitio K'®, se eliminé el anillo de imidazol por sustitucién
de histidina con alanina.

Se generaron mutantes D"'A y D"'A/H'®°A para estudiar el papel de D’
en la conjugacion especifica de sitio y el efecto combinado de D'y H'®°.

Los mutantes se generaron siguiendo protocolos descritos en el kit de
mutagénesis dirigida QuickChange (Stratagene). Las mutaciones se introdujeron
mediante cebadores oligonucleotidicos y se confirmaron por secuenciacion de
ADN. Los AcM mutados se expresaron de forma transitoria en células HEK 293 y
se purificaron usando una columna de afinidad de proteina A. Los AcM purificados
se caracterizaron usando EM. Se generaron los siguientes mutantes de cadena
ligera de 2.12.1.fx: D'*'A (SEC ID N°: 36), K'®A (SEC ID N°: 37), H'®*A (SEC ID
N°: 38), K'%°A (SEC ID N°: 39) y D"™®'A/H'®°A (SEC ID N°: 40).

Cada uno de los anticuerpos se cambio de tampon a acetato sédico 20 mM,
trehalosa 200 m, pH 5,5 a 20 mg/ml. Después, a las proteinas se les adiciono
fosfato sédico 60 mM pH 7,7. La SEC ID N°: 27-K''-5PEG-PFP se resuspendié
con propilenglicol al 50% y se mezcl6 con el anticuerpo a una proporcién molar de
4,3:1, y se dejo reaccionar durante una noche a temperatura ambiente. Todas las
muestras se diluyeron a 2 mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada
intacta por cromatografia de exclusion por tamafo-espectrometria de masas
(SEC-EM) para determinar el numero y la cuantificacion de formas de conjugado
de la proteina. Esta técnica mide el peso molecular de cada forma proteica; los
multiples sitios de conjugacién se observan como distintas sefiales separadas por
la diferencia de masa de un péptido conjugado. La cuantificacién relativa de
multiples especies de conjugacion se realiza midiendo la magnitud de la sefial.

La Tabla 35 muestra el perfil de conjugacion de mutantes 2.12.1.1x,
2.12.1.fx-D™'A, 2.12.1.5x-K'®A, 2.12.1.&x-H"® A | 2.12.1.&x-K'A y 2.12.1.fx-
D"'A/H'®°A. Todos los mutantes mostraban un nivel de conjugacién promedio

reducido en comparacion con el anticuerpo 2.12.1.fx no modificado, excepto por
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K'®A, que mantenia una conjugacion direccional.

El grado de conjugacion se examino por separado en las cadenas ligeras y
pesadas. Cada muestra se desnaturalizé y se redujeron los enlaces disulfuro
usando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas ligeras y pesadas libres
resultantes se analizaron usando CLEM para determinar el perfil de conjugacion
en cada una. El perfil de conjugacion en la cadena ligera y pesada de 2.12.1.fx y
mutantes se muestra en la Tabla 35. Todos los mutantes enumerados en la tabla
mostraban un nivel de conjugacién reducida en la cadena ligera en comparacion
con el 2.12.1.fx no modificado, excepto K'®°A. El nivel de conjugacion de la

cadena pesada de los mutantes era a un nivel similar al 2.12.1.fx no modificado.

CA (%) Prom. | LCCA% [C | HCCA% | HC
CA Prom. Prom.
LC CA- CA-
SECID LC HC
No: | Mutantes | O | 1 | 2 | 3 | 4 012 0|12
15 MAC2 | 1 [15(53[26| 5| 22 |23[69| 8 | 085 [86|14[0| 0,14
36 DA~ [17[38 (3114 [0 | 14T [68[30| 1 | 033 [79[21[0[ 0,21
37 K®™A [56 3110 4 [0 | 06T [89 11| 0| 0,11 [91] 9 [0 0,09
38 H®™A [34[44 (176 |0 | 095 |89 11| 0 | 011 [78[22[0 0,22
39 KA [ 9 [ 7 [31[37 (16| 242 |8 [77|15]| 106 [83[17 [0 0,17
40 D AT
H®A |34[39|18| 9 |0 | 102 |83 (17| 0 | 017 |87|13|0| 0,13
Tabla 35: Perfil de conjugaciéon de MAC-2 y mutantes K™°A, D™y H*®

EJEMPLO 26 Sustitucion de lambda/kappa

La LCA en hAbATest1 se sustituyd con LCk para determinar si esto
aumentaba el nivel, la direccionalidad y/o el control de la derivatizacion de LC. Las
construcciones hibridas de sustitucién de dominio LCA/LCk se generaron usando
PCR solapante. La LVA y LCk se amplificaron por PCR usando hAbATest y una
cadena ligera de AcM kappa como moldes por separado. Estos 2 productos de
PCR se mezclaron como moldes; se us6 cebador directo de hAbATest1 y cebador
inverso de LCk en la reaccion de PCR solapante para amplificar el ADN de
LV/CLkx de hAbATest de longitud completa. Las construcciones de anticuerpo
hibridas se expresaron de forma transitoria en células HEK 293 y se purificaron

usando una columna de afinidad de proteina A. Los anticuerpos purificados se
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caracterizaron usando EM. El hibrido de LCk de hAbATest se unia a su receptor
afin de forma similar al AcM nativo (hAbATest) (Tabla 36). Las SEC ID N° 41,42y
43 son las regiones constantes de cadena ligera de hAbATest, hAbATest-Ak (con

M) y hAbATest-Akd (con kJ).

Mutantes de LC SEC ID Ne: Union areceptor
hAbATestl (Clsp, NM)
hAb)LTest (CONTROL) 41 0,4
hAbATest-Ak 42 0,3
hAbATest-AkJ 43 0,3

Tabla 36: Union de antigeno:anticuerpo de la sustitucion lambda/kappa
EJEMPLO 27 Mutantes de hAbATest1l: modificacion de motivo

Para establecer si el motivo corto "KH" era suficiente para la formacion de
MAC en la regidn correspondiente de la CLA, se generd un mutante con un cambio
de secuencia simple de restos CLA'8/'8 en hAbATest para poner una histidina al

uK1 87H1888189". Los

lado de K'®, por lo tanto, el "K'®"S'8H'¥" se convirtié en
mutantes se generaron siguiendo protocolos descritos en el kit de mutagénesis
dirigida QuickChange (Stratagene). Las mutaciones se introdujeron mediante
cebadores oligonucleotidicos y se confirmaron por secuenciacion del ADN. Las
construcciones de anticuerpos mutados se expresaron de forma transitoria en
células HEK 293 y se purificaron usando una columna de afinidad de proteina A.
Los anticuerpos purificados se caracterizaron usando EM. El mutante hAbATest-

S'8H/H'®9S (LC: SEC ID N°: 44) se unia a su receptor tan bien como lo hacia el

anticuerpo hAbATest precursor (Tabla 37).

Mutantes de LC SEC ID Ne: Union areceptor (Clsg, NM)
hAbATestl
hAbATest (CONTROL) 41 0,3
hAbATest-S “°H/H ™S 44 0,4

Tabla 37: hAbATest-S™°H/H™*"S
EJEMPLO 28 Perfil de conjugacion de mutantes de hAbATest1
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Cada anticuerpo (hAbATest, hAbATest-Ax, hAbATest-Axd y hAbATest-
S'H/H'8%S) se cambid de tampdn a acetato sédico, 20 mM, trehalosa 200 m pH
5,5 a 20 mg/ml. Después, a las proteinas se les adicioné fosfato sédico 60 mM pH
7,7. Se resuspendio el SEC ID N°: 27/K"-5PEG-PFP con propilenglicol al 50% vy
se mezcld con el anticuerpo a una proporcion molar de 4.3:1 y se dej6 reaccionar
durante una noche a temperatura ambiente. Todas las muestras se diluyeron a 2
mg/ml y se analizaron como una proteina conjugada por cromatografia de
exclusién por tamafo-espectrometria de masas (SEC-EM) para determinar el
numero y la cuantificacion de formas de conjugado de la proteina. Esta técnica
mide el peso molecular de cada forma proteica; los multiples sitios de conjugacién
con péptidos se observan como distintas senales separadas por la diferencia de
masa de un péptido. La cuantificacion relativa de las multiples especies de
conjugacion con péptido se realiza por medicion de la magnitud de la sefal. La
tabla 38 muestra que el nivel global de conjugacién se ha aumentado en los 2
hibridos de LC cambiada (Ax y AxJ —el primero incluye un fragmento J de lambda,
el ultimo incluye un fragmento J de kappa). El nivel de conjugacién aumenta sobre
el CA promedio del control hAbATest, que va de 1,66 a 2,19 (Ax) y 2,53 (AxJ),
respectivamente. EI mutante tenia escaso efecto en comparacién con la secuencia
nativa, sugiriendo que el motivo “KH” en solitario no es suficiente para la formacién
de MAC.

El grado de conjugacion con péptido se examiné por separado en las
cadenas ligeras y pesadas (Tabla 38). Cada muestra se desnaturalizdé y se
redujeron los enlaces disulfuro usando clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las
cadenas ligeras y pesadas libres resultantes se analizaron usando CLME para
determinar el perfil de conjugacion en cada una. En los analisis reducidos, la LC
de hAbATest nativo tiene sélo el 5% de 1CA pero salta de forma espectacular al
58% de 1CA para hAbATest-Ak y al 63% de 1CA para hAbATest-AkJ. El cambio de
LC tenia escaso efecto sobre el nivel de conjugacion de HC, que permanecia

bastante constante (excepto para AxJ, en la que la conjugacion de HC aumentada
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moderadamente). De nuevo, el mutante tenia escaso efecto en comparacién con
la secuencia nativa, sugiriendo que el motivo “KH” en solitario no es suficiente

para la formacion de MAC.

LC CA (%) Prom. | LCCA% | Prom. | HCCA % | Prom.
SEC CA CA- CA-
ID LC HC
Mutantes N
hAbATest o|1]2]|3]| 4 0| 1]2 0| 1]2
hAbATest 41 103737 |11] 6 166 [95| 5 |0| 0,05 |74]22 |4 0,3
hAbATest-
N 42 311843 |29| 7 | 219 |42|58|0| 058 |78|22|0]| 0,22
K
hAbATest-
7 43 2 |11|34|36|17| 253 [33|(63|4| 0,71 |64|36|0| 0,36
K
hAbATest-
SlBBH/Hl:QS 44 7134|3716 | 6 1,79 (82 |18|0| 0,18 |79|21|0| 0,21

Tabla 38: Perfil de conjugacion de mutantes de hAbATest

Los atributos de unién a receptor de estas formas conjugadas también se
evaluaron para determinar el efecto de la conjugacion con el SEC ID N°: 27/K"'-
S5PEG-PFP sobre la capacidad de los anticuerpos conjugados para unirse todavia

a su receptor (Tabla 39).

Mutantes de
Unidn areceptor (Clso,

hAbATestl conjugados LC SEC ID N°;

nM)
con SEC ID NO: 27

hAbATest 41 1,7
hAbATest -Ak 42 1,5
hAbATest -AkJ 43 1,6
hAbATest1-S **H/H ™S 44 1,6

Tabla 39: Unidn de antigeno:anticuerpo de lambda en anticuerpos
EJEMPLO 29 Generacién de MAC usando grupos salientes diferentes

Para investigar si el grado de activacion y/o estructura del grupo saliente de
ester activo era importante para definir el efecto de conjugacion direccional, se
sintetizaron una serie de analogos de éster activado alternativamente de SEC ID
N°: 27-K"(SH)MAC-2PEG-PFP. La distribucién del producto conjugado se

examino por EM de los conjugados intactos, y el grado de adicién de péptido a las
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cadenas tanto ligeras como pesadas también se determin6 por EM después de la
reduccion del conjugado intacto y de la separacion de las cadenas ligeras y
pesadas.

La estructura y las designaciones de los ésteres activados alternativamente
se muestran a continuacion. Los péptidos activados alternativamente se
sintetizaron usando las mismas estrategias y procedimientos mostrados
anteriormente en los Ejemplos 1-3. En resumen, cada grupo activado se incorporo
en un engarce de maleimida-2PEG-Z*, en el que Z* representaba el nuevo grupo
saliente que sustituye a PFP. Para sintetizar los compuestos anteriores, se disolvio
una muestra (30-40 mg) del péptido ABP-tiol purificado (es decir, ABP con K(SH)
como resto de unién) en DMF anhidro (2 ml). Se afadio MAL-PEG2-Z* (20 mg)
junto con N-metilmorfolina (5 ml). La reaccion se agitd y se controlé a temperatura
ambiente por HPLC para seguir el curso temporal de formacién de producto. La
conversion completa de péptido de partida en producto ABP unido a éster activado
se observé en las 2-6 h siguientes. La solucion se filtrd y el pico de producto se
aislé directamente por HPLC semipreparativa. Los productos se aislaron en
rendimientos que variaban de aproximadamente el 30-50% después de la
liofilizacion.

Las reacciones de conjugaciéon se llevaron a cabo en las condiciones
convencionales. En resumen, la solucion de anticuerpo 2.12.1.fx se prepard
diluyendo la solucién de 2.12.1.fx con fosfato sédico, pH 7,7, a una concentracion
final de 0,06 M. Por separado, la solucion de péptido se prepard disolviendo el
péptido a 20 mg/ml en propilenglicol, diluyendo después esta solucion a 10 mg/ml
con agua. Para la reaccion de conjugacion, las soluciones de péptido y anticuerpo
se mezclaron a una proporcion molar de 4,1:1 durante el periodo prescrito. Para
los estudios de curso temporal, se inactivaron muestras de la solucién de
conjugacion a diversos puntos temporales mezclando una muestra de la reaccion
de conjugacién con una solucion de acido succinico 40 mM, glicina 200 mM, pH

4,0 (1:1, viv). El curso temporal de las reacciones de conjugacion se siguié por
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HPLC. La SEC ID N°: 27 se us6 como péptido ejemplar.

7*

O—/_<\O
el
o N—/_
S
o O,
)j\Q—K—Y—Q—P—L—D—E—K—D—K—T—L—Y—D—Q(—)F—M—L—Q—Q—G—NH2
o [¢]
SEC ID N°: 27-K"-MAL-2PEG-Z*
Z1 Z2 Z3 Z4 75 Z6 Z7 Z8 [Z9 [Zzi0 | zi1 | 712
NH5 | 2HI
234 236236 |26 |24 57 |NB23|1,3 26- | 1
CA | PFP | TFP | TFP | TCP |DCP |DCN |DCQ | DCI | D | 4NP | DFP | NAP
0 3 32 17 100 81 38 73 34 20 |4 50 100
1 34 45 43 0 19 45 25 40 36 |42 39 0
2 51 20 30 0 0 16 2 18 3T [15 |11 0
3 12 3 11 0 0 2 0 5 12 3 0 0
Tabla 40: Conjugacion intacta con ésteres reactivos alas 24 h
5 La Tabla 40 muestra la distribucién del producto final de los conjugados

intactos 24 h después del inicio de la reaccidon de conjugacion. Los resultados

muestran que algunos de los ésteres no reaccionaban en absoluto (Z4, Z12), otros

reaccionaban lentamente (por ejemplo, Z5), mientras que varios dieron perfiles

que se aproximaban al del PFP (Z1) (por ejemplo, Z3).

10 Cinética de conjugacion

Las velocidades de adicion con el tiempo para cada uno de los conjugados

finales se muestran en las Tablas 41, 42, 43 y 44. OCA representa el anticuerpo

2.12.1.fx no derivatizado, mientras que 1, 2, 6 3CA representan adicionales de 1, 2

6 3 péptidos al anticuerpo 2.12.1.fx en cada uno de los periodos temporales

15 examinados.
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0CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6 z7 Z8 Z9 Z10 | Z11 | 712
NH5 | 2HI

tiempo 234|236 (23626 |24 |57 NB2,3 | 1,3 26- |1

() PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D 4NP | DFP | nap

0 84 97 94 100 [ 100 | 100 [ 100 |95 95 96 100 | 100

1 5 83 58 100 | 100 | 95 96 43 24 79 93 100

2 4 75 40 100 | 100 | 89 93 42 20 67 88 100

4 4 62 27 100 | 96 81 88 40 20 54 79 100

24 3 32 17 100 | 81 38 73 34 20 |41 50 100

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

1CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6 zZ7 Z8 Z9 |Z10 |Z11 | Zz12
NH5 2HI

tiempo 2341236|236|26 |24 |57 |NB23 |13 26- |1

() PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D 4NP | DFP | nap

0 16 3 6 0 0 0 0 5 5 5 0 0

1 38 17 36 0 0 5 4 39 39 |21 8 0

2 37 25 45 0 0 11 7 39 38 |29 12 0

4 33 34 43 0 4 19 12 42 39 [37 |21 0

24 34 45 43 0 19 45 25 40 36 |42 39 0

Tabla 42; Cinética de conjugacioén de diferentes grupos Z* que producen 1 CA

2CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6 z7 Z8 Z9 |Z710 | 711 Z12
NH5 | 2HI

tiempo 2341236(236|26 |24 |57 |NB23|1,3 26- |1

() PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D |4NP | DFP | nap

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 49 0 6 0 0 0 0 15 27 10 0 0

2 50 0 14 0 0 0 0 16 30 |4 0 0

4 52 4 25 0 0 0 0 15 29 19 0 0

24 51 20 30 0 0 16 2 18 31 |15 11 0

Tabla 43: Cinética de conjugac

on de diferentes grupos Z* que producen 2 CA
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3CA Z1 Z2 Z3 Z4 Z5 Z6 Z7 Z8 Z9 | 710 | 7211 712
NH5 | 2HI
tiempo 2341236(236|26 |24 |57 |NB23|13 26- |1
(h) PFP | TFP | TFP | TCP | DCP | DCN | DCQ | DCI D |4NP | DFP | nap
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 8 0 0 0 0 0 0 3 11 10 0 0
2 10 0 2 0 0 0 0 3 12 |0 0 0
4 12 0 5 0 0 0 0 4 12 |0 0 0
24 12 3 11 0 0 2 0 5 12 |3 0 0
Tabla 44: Cinética de conjugacién de diferentes grupos Z* que producen 3 CA.

Distribucion de cadena ligeray pesada

El grado de conjugacién con péptido para cada uno de los ésteres activados
alternativamente se examiné por separado en las cadenas ligeras y pesadas.
Cada muestra se desnaturalizé y se redujeron los enlaces disulfuro usando
clorhidrato de guanidina y ditiotreitol. Las cadenas ligeras y pesadas libres
resultantes se analizaron usando CLEM para determinar el perfil de conjugacién
en cada una. El perfil de conjugacion con péptido en la cadena ligera y pesada de
2.12.1.fx y mutantes se muestran en la Tabla 45. Casi todos los péptidos activados
enumerados en la tabla mostraban un nivel de conjugacién reducido en la cadena
ligera en comparacion con el compuesto que usaba PFP (Z1), excepto 2,3,6-
trifluorofenilo (Z3), que mostraba un nivel de conjugacion similar. Los ésteres
activados derivados de N-hidroxisuccinimida (NHS), es decir, imida del acido N-
hidroxil-5-norborneno-2,3-dicarboxilico y 2-hidroxil-isoindolin-1,3-diona (Z8 y Z9),

mostraban una mayor tendencia a la derivatizacion de la cadena pesada.




135

Z Z* Z* Curso temporal de aductos de Conjugacioén
n° Nombre Estructura | conjugacion reducidaalas 24 h
[separados 24 h excepto en negrita]
1 Penta FRF
CA|O 1 2 4 24
fluoro OAQ,F LC |LC+ | L+
fenilo = o e (5 (4 [4 |3 1CA | 2CA
T |16 (38 |37 (33 |34 |30 [® |7
2 0 49 50 52 51 0c THCT THCT
3 0 8 10 12 12 1CA | 2CA
94 6 -
2 234 NS lfca To 1T [z (4 (2
trifluoro- O—@—F LC | LC+ | L+
fenilo N4 0 97 |83 |75 |62 |32 1CA | 2CA
T |3 [17 |25 |3 |45 ||>° |4 |-
2 J0 J0 104 120 ] HeTHCE [HCE
3 0 0 0 0 3 1CA | 2CA
94 6 -
3 2,3,6- F F
trifluoro- CA [0 1 2 7] 24 [C [LC+ [L+
o)
fenilo \/ 0 94 58 20 27 17 1CA | 2CA
F 30 64 7
1 6 36 45 43 43
o > HC HC+ | HC+
2 0 6 5 30 1CA | 2CA
3 0 0 2 5 11 90 10 N
4 2,3,6- Cl cl
tricloro- 5 CA |0 1 2 4 24 LC [LC+ [ L+
fenilo N4 0 | 700 [100 | 100 [ 100 | 100 1CA | 2CA
cl
95 5 -
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 0 1CA | 2CA
100 | - -
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2,6 dicloro- cl
fenilo O@ CA [0 [1 [2 |4 J[24 |[Lc [Lc+ [L+
N4 . 0 700 [ 100 | 100 |96 | 81 1CA | 2CA
1 0 0 [0 (4 19 89 |11 |-
2 0 0 0 0 0 HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 0 1CA | 2CA
100 | - :
2.4 DiCI Cl
naftaleno o O CI CA 0 1 2 4 24 LC LC+ L+
N4 1CA | 2CA
S ) 0 100 [95 [89 |81 |38
66 |34 |-
1 0 5 1119 |45
2 0 0 0 0 16 HC | HC+ | HC+
3 |0 |0 |0 [0 |2 1CA | 2CA
95 1[5 -
5,7-dicloro cl
quinolin-8- o al|[CA |0 1 2 4 24 LC LC+ [ L+
. /
ilo N | 0 100 [96 |93 |88 |73 1CA | 2CA
\ //
92 (8 -
1 0 Z 7 12 [ 25
2 0 0 0 0 2 HC | HC+ | HC+
3 0 0 0 0 5 1CA | 2CA
95 1[5 -
Imida del o)
acido N- O'Nw CA 0O 1 2 4 24 LC [LC+ [ L+
hidroxit-5- | ~{ 0 |95 [43 [42 [40 |38 1CA | 2CA
norborneno- = %5 5 0 o 77 23 -
2,3-dicarbo- 1
xilico 2 0 15 16 15 18 HC HC+ | HC+
3 |0 |3 |3 [4 |5 1CA | 2CA
82 (18 |-
2-hidroxil- 5
isoindolin- M};p CA 0O 1 2 4 24 LC [LC+ [ L+
13-diona | ) 0 [95 [24 [20 [20 [20 1CA | 2CA
70 (30 |-
1 5 39 |38 |39 |36
2 0 27 |30 [29 |31 HC | HC+ | HC+
3 0 T [12 |12 |12 ICA | 2CA
50 [50 |-
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4-nitro-
fenilo < Ol reaTo—T 17 T8 T | e T T
0 |96 |79 |67 |54 |41 1CA | 2CA
68 |32 |-
1[5 |21 |29 |37 |42
2 0 0 4 9 15 HC |[HC+ | HC+
— T3 1CA | 2CA
2 8 |-

2,6-difluoro F

fenilo \/OD CA [0 1 2 Z 24
F

0 100 | 93 88 79 50

1 0 8 12 29 39

I

1-naftilo
CA 0 1 2 4 24
0 100 | 100 | 100 | 100 | 100

1 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

2
3 0 0 0 0 0

Tabla 45: Resumen de resultados de éster activado. Algunos datos también
se presentan en las Tablas 40-44
EJEMPLO 30

Se muestran ejemplos adicionales de ésteres activados alternativamente en
la Tabla 45. Se examiné el curso temporal de conjugacion de varios analogos de
esteres de PFP. Disminuyendo el numero y la posicion de los grupos fluor en PFP,
pueden sintetizarse e investigarse formas de éster activo menos reactivas. El éster
2,3,5,6-tetrafluorofenilico y éster 2,4,6-trifluorofenilico se ensayaron ambos
después de la conjugacion con SEC ID N°: 27-K'(SH)MAC-2PEG-PFP. La 1-
hidroxil-pirrolidin-2,5-diona (NHS) se conjugé con SEC ID N°: 27-K''-5PEG-PFP.
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N

SEC ID N°:27-K"(SH)MAC-2PEG-PFP

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

o) (o]

SEC ID N°:27-K"'-5PEG-PFP

Después de 2 h de conjugacion, estas formas menos activadas dieron una

conjugacion global menor con 2.12.1.fx que PFP. El grupo NHS también mostrd

menor conjugacion global. Se conjugaron péptidos que contenian NHS y PFP con

2.12.1.fx. Las formas reducidas se analizaron para ver la distribucion a las 2 h. El

PFP mostraba una tendencia mucho mayor para la derivatizacion de cadena ligera

(global del 77% para LC, solo del 6% para pesada) en comparacién con la 1-

hidroxil-pirrolidin-2,5-diona (NHS) (global del 31% para LC, pero global del 34%

para pesada).

Nombre Estructura CAalas2h Analisis de conjugacion reducida con
ésteres activos alas 2 h
1 Penta FROF
fluoro o i CA |2h
fenilo /
X 0 3 LC |LC+ |LC+ |HC | HC+ | HC+
For 1CA | 2CA 1CA | 2CA
1 40
23 |72 5 94 |6 0
42

14

AOWN
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13 1-hidroxil- o]
pirrolidin- CA | 2h
2,5-diona 0-N LC LC+ LC+ HC | HC+ | HC+
/ 0 18 1CA | 2CA 1CA | 2CA
(NHS) X 70 |28 3 66 | 31 3
1T |44
2 24
3 12
4 3
14 2,3,5,6- F F
tetrafluoro CA | 2h
fenilo /0 5 ok
N Oy
1 44
2 29
3 5
4 2
15 2,4,6- F
trifluoro CA | 2h
fenilo pa F
< 0 |80
1 27
2 2
3 0
4 0

Tabla 46: Ejemplos adicionales con ésteres activados alternativamente

Los compuestos Z1-Z15 representan una diversidad de diferentes tipos
estructurales de éster activo. Es instructivo considerar la serie de ésteres activos
aromaticos fluorados, que tienen un numero y un patrén de sustitucién de atomos
de fluor diferente alrededor del anillo aromatico (compuestos Z1, 22, Z3, Z11, Z14
y Z15) y considerar como su estructura influye sobre su reactividad y tendencia a
la derivatizacion de proteinas. La cinética de la conjugacion con anticuerpo de
estos derivados puede compararse convenientemente en el punto temporal de 2 h,
cuando la reaccién de pentafluorofenilo (Z1) ha llegado a completarse. Con un
nivel creciente de sustitucion con fluor alrededor del anillo, hay un nivel creciente
de conjugacién global y una disminucion concomitante en el anticuerpo sin
reaccionar. La velocidad de reaccioén esta directamente relacionada con la pKa del

grupo saliente fenol fluorado, dando los fenoles mas acidos mayores velocidades
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de reaccion. Las velocidades de conjugacion son Z1>Z214>73>715>72>711. Los
efectos sutiles de los patrones de sustitucion con fluor pueden observarse
comparando los compuestos Z2, Z3 y Z15.

La estructura del éster activo también afectaba significativamente a la
direccionalidad de la reaccion de conjugacion. En general, los ésteres aromaticos
fluorados mostraban una tendencia marcada hacia la derivatizacion de la cadena
ligera (principalmente CLx-K'®, como se ha mencionado anteriormente). Por el
contrario, varios ésteres basados en derivados de N-hidroxisuccinimida (Z8, Z9 y
Z13) mostraban menos preferencia, observandose con frecuencia mayores niveles
de derivatizacion de la cadena pesada.

EJEMPLO 31

Se evalud la velocidad de conjugacion entre MAC-1 (engarce de PEG-2-
maleimido-mercaptopropionilo entre el péptido y el grupo activador PFP) y MAC-2
(engarce de PEG-5 de cadena lineal entre el péptido y el grupo activador PFP). La
Tabla 47 compara estos péptidos activados con 2.12.1x. Los resultados muestran
que los péptidos activados se comportan de forma muy similar en términos de
velocidad y grado de derivatizacion, a pesar de su estructura de engarce

ligeramente diferente.

MAC-2 MAC-1

Tiempo OCA | 1CA | 2CA | 3CA | 4CA OCA | 1CA 2CA 3CA | 4CA
intacto (min)

0 72 27 1 0 0 82 18 1 0 0
10 26 56 17 1 0 29 49 20 2 0
20 13 53 29 5 0 15 47 33 5 0
30 9 51 32 8 1 9 43 40 8 0
40 7 45 39 9 1 8 41 41 8 2
50 6 43 39 11 1 7 41 42 9 2
60 5 41 40 11 2 6 36 45 11 2
70 4 40 40 14 2 6 35 46 11 2
80 3 38 44 14 2 5 36 47 10 2
90 4 37 45 13 1 6 35 46 12 2
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100 4 40 41 13 2 6 35 46 11 2

110 3 40 42 14 1 6 34 46 12 3

120 4 37 44 13 1 5 35 46 12 2

Tabla 47: Comparacion de conjugacion entre MAC-1y MAC-2
EJEMPLO 32: Efecto de la longitud del engarce

Se examiné el efecto sobre el perfil de distribucién de conjugado final de
tener diferentes longitudes de engarce. Se sintetizaron compuestos con engarces
de PEG de diferente longitud que unian el péptido con el grupo PFP. Los
resultados para la adicién a 2.12.1.fx de 0, 1, 2, 3 y 4 péptidos se resumen en la
Tabla 48. En su conjunto, el cambio de la longitud del engarce de PEG tenia

generalmente escaso efecto sobre la distribucion de conjugados obtenida.

10
O
I,
Y= CA (%)
n
0 1 2 3 4 oo T
2 Da -
8 | 39 | 44 0 vy,
3 6 34 47 10 2 o OY F
5 PN ]
4 37 44 13 1 Q-K-Y-Q-P-L-D-E-K-D-K-T-L-Y-D-Q-F-M-L-Q-Q-G-NH,
! 4 | 35 | 49 | 11| o
9 ° °
3 28 49 19 2
13 3 32 54 10 65
17 6 37 51 7 0 Estructura de compuestos del Ejemplo 32.
21 4 43 45 5 2
25 | 44 38 7 0 | Tabla 48: Efecto de la longitud del
engarce

EJEMPLO 33: Conjugacion de secuencias peptidicas alternativas

Para confirmar la aplicabilidad de la invencién a través de otras secuencias
peptidicas, se conjugd la SEC ID N°: 60 y la SEC ID N°: 61 (péptidos de ensayo 1
y 2). Las SEC ID N° 60 y 61 se sometieron a conjugaciéon con 5-PEG-PFP y
después con el anticuerpo 2.12.1.fx en condiciones previamente optimizadas para
la reaccion con SEC ID N°: 27-K'"-5PEG-PFP. Los resultados del analisis del perfil
de conjugacion y la conjugacion de LC/HC se muestran en la Tabla 49. La SEC ID

N° 60 y SEC ID N° 61 mostraban ambas una conjugacion direccional con la
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cadena ligera. En un analisis adicional de las distribuciones de LC/HC, se
observaron perfiles similares a los de MAC-2, con aproximadamente un 70% de

derivatizacion de LC y menos del 10% en la HC.

% CA LC %CA HC %CA

SECIDN°: | O | 1|2 ]| 3 |4 LC | LC HC | HC
LC|+1|+2|HC|+1|+2

27 2 124|/55(1713|24 (65|11 |91] 9 -
60 111391438 |0]32(68| - |95] 5 -
61 8 (3548 (100129 |71 | - |94 | 6 -

Tabla 49: Perfil de conjugacién de SEC ID N°: 60 y SEC ID N°: 61

O,

.
[e]
OOF /jF
ke F
I Vo
F o

o I
e o)
~ r
)OI\G-R-G-D-S-P»K-NHZ j\ D-V-P-K-8-D-Q-F-V-G-L-M-NH,
SEC ID N°: 60/K’-5PEG-PFP SEC ID N°: 61/K*-5PEG-PFP

EJEMPLO 34:

Se realizaron experimentos de mapeo de péptidos en un intervalo de
combinaciones de proteina/conjugado con el fin de confirmar los parametros
importantes que conducian a la conjugacién direccional en K'®® en cadenas ligeras
de anticuerpo. La Tabla 50 enumera los resultados de los experimentos de mapeo
de péptidos realizados. Para cada parametro de estudio, se uso el procedimiento

hkk k)

de mapeo de péptidos descrito anteriormente. indica un alto nivel de

“Wkn

conjugacion direccional con K'®8-CLk. “**” y en menor medida “*”, indican que
todavia se observa conjugacion direccional, pero puede mostrar diferencias, tal
como condiciones de reaccion mas lentas, menos conjugacion global o promedio

en una cadena ligera solamente, y por tanto puede ser mas adecuada para
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circunstancias especiales, tales como generar MAC con entre 0,5 y 1,5 péptidos

por anticuerpo (por ejemplo). indica que estas condiciones de reaccién no
parecian favorables hacia la conjugacion direccional en K'®-CLxk.

Como en MAC-2 se observd que K'-CLk era la localizacion de la
conjugacion direccional, los estudios de mapeo de péptidos en parametros
alternativos se centraron en esta localizacion. No se incluyen los datos del mapeo
de péptidos detallados para cada parametro de estudio, pero no se observaron
niveles de conjugacion significativos en otros restos K, y las observaciones de
otros MAC concordaban con la conjugacion direccional en K'®-CLk.

Las mutaciones K'®R y K'®8A de 2.12.1.fx daban como resultado la pérdida
de conjugacion direccional en este sitio; sugiriendo un papel esencial para este
resto especifico. Las mutaciones K'R y K'®°A no obstaculizaban la conjugacion
direccional con K'® y podian incluso aumentarla. De los otros parametros de
estudio examinados, se observé que al menos una porcion del subtipo de region
constante de cadena ligera tenia un impacto significativo sobre la conjugacion
direccional; se determind que era necesaria al menos una porcion del subtipo de
cadena ligera kappa. La conjugacion sobre un subtipo de cadena ligera lambda
(usando un anticuerpo que contiene A ejemplar, hAbATest1) no demostrd

conjugacion direccional. Cuando la LCA de hAbATest1 se mutd a LCx, se recupero

la conjugacién direccional en K'®,
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Anticuerpo | LC Mutaciones/ SEC ID Engarce Z* Conjugacion
Diferencias N° direccional
frente a MAC1/2
2.12.1.1x K 27 MAL-2PEG | PFP * % %
2121 K 27 5PEG PFP *x
2121 fx Fab | 27 5PEG PFP * % %
h38C2-IgG1T | « 27 5PEG PFP *x*
h38C2-1gG2 | « 27 5PEG PFP * % %
hAbATest A K'™SH 27 5PEG PFP -
hAbkTest1 | k 27 5PEG PFP * % %
hAbkTest3 | 39 unid | SPEG PFP I
hAbATest | Ak 27 5PEG PFP * % %
hAbATest | AkJ 27 5PEG PFP * % %
2.12.1.x K KR 27 5PEG PFP -
2.12.1.4x K KR 27 5PEG PFP * % %
2.12.1.1x K K™R/R™R 27 5PEG PFP -
21218 K DA 27 5PEG PFP x
2.12.1.x K KA 27 5PEG PFP -
2.12.1.4x K H™A 27 5PEG PFP -
2.12.1.1x K K™A 27 5PEG PFP * % %
21217 K DAH™A |27 5PEG PFP -
hAbiTestl | A | S CHH™S |27 5PEG PFP -
21214 K 39 unid | SPEG PFP * % %
2.12.1.1x K 60 | 5PEG PFP * % %
2121 K 61 | BPEG PFP *x
h38C2-IgG2 | « 39 unid | 5PEG PFP *x
2121fx Fab | « biotina | 5SPEG PFP * % %
2.12.1.1x K 27 MAL-2PEG | PFP * % %
2121 K 27 MAL-2PEG 2,34TFP (2) * x
2.12.1.x K 27 MAL-2PEG 2,3,6 TFP (3) *
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Anticuerpo | LC Mutaciones/ SEC ID Engarce Z* Conjugacioén
Diferencias N° direccional
frente a MAC1/2

2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,3,6 TCP (4) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,6 DCP (5) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,4 DCN (6) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 5,7 DCQ (7) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | NH-5-N2,3DI (8) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2Hi1,3 DIO (9) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 4NP (10) * %
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,6 DFP (11) * x
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG NAP (12) -
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 1HP 2,5D (13) *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG | 2,3,5,6 TFP (14) * %
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG 2,46 TFP (15) * x
2.12.1.%x K 27 MAL-2PEG Escuarato *
2.12.1.fx K 27 MAL-2PEG AZD *
2.12.1.fx K 27 PEG 2-17 PFP * ok k
2.12.1.fx K 27 PEG 17-21 | PFP * x
2.12.1.fx K 27 PEG 25 PFP *x

Tabla 50: Resumen de conjugacién direccional en K*°CLk

Por lo tanto, la invencion se ha descrito ampliamente y se ha ilustrado en

relacion con realizaciones representativas descritas anteriormente. Los expertos

en la materia reconoceran que pueden realizarse diversas modificaciones en la

presente invencion sin alejarse del espiritu y alcance de la misma. Todas las

publicaciones, solicitudes de patente y patentes expedidas se incorporan en el

presente documento por referencia en la misma medida en que si se indicase

especificamente e individualmente que cada publicacion, solicitud de patente o

patente expedida individual se incorpora por referencia en su totalidad. Las

definiciones que estan contenidas en el texto incorporado por referencia se

excluyen en la medida que contradigan las definiciones en la presente divulgacion.
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Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencién, que se describen por
claridad en el contexto de realizaciones separadas, también pueden
proporcionarse en combinacion en una sola realizacion. Por el contrario, diversas
caracteristicas de la invencion que se describen, por brevedad, en el contexto de
una sola realizacion, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier
subcombinacion adecuada.

Se contempla especificamente que cualquier limitacion analizada con
respecto a una realizacién de la invencion pueda ser aplicable a cualquier otra
realizacién de la invencion. Ademas, cualquier composicién de la invencion puede
usarse en cualquier procedimiento de la invencion y cualquier procedimiento de la
invencidn puede usarse para producir o utilizar cualquier composicion de la
invencion. En particular, cualquier aspecto de la invencién descrito en las
reivindicaciones, en solitario o en combinacion con una o mas reivindicaciones y/o
aspectos adicionales de la descripcion, debe entenderse como combinable con
otros aspectos de la invencion expuestos en otra parte en las reivindicaciones y/o
descripcion y/o listado de secuencias y/o dibujos.

En la medida en que los ejemplos especificos encontrados en el presente
documento no se incluyan dentro del alcance de una invencion, puede renunciarse
explicitamente a dicho ejemplo especifico.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para significar “y/0” a
menos que se indique explicitamente que se refiere a alternativas unicamente o
que la alternativa sea mutuamente excluyente, aunque la divulgacién respalda una
definicion que se refiera a las alternativas unicamente y “y/o”. Como se usan en la
memoria descriptiva, “un” o “uno/a” pueden significar uno 0 mas, a menos que se
indique claramente otra cosa. Como se usan en el presente documento en la
reivindicacion o reivindicaciones, cuando se usan junto con la palabra “que
comprende”, las palabras “un” o “uno/a” pueden significar uno o mas de uno.
Como se usa en el presente documento, “otro” puede significar al menos un

segundo o mas. A menos que se defina otra cosa en el presente documento, los
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términos cientificos y técnicos usados en relacion con la presente invencion
tendran los significados que se entienden comunmente por el experto en la
materia. Ademas, a menos que se requiera otra cosa por el contexto, los términos
en singular incluiran la pluralidad y los términos en plural incluiran el singular. Las
palabras “comprende/que comprende” y las palabras “que tiene/que incluye”,
cuando se usan en el presente documento con relacion a la presente invencion, se
usan para especificar la presencia de las caracteristicas, numeros enteros, etapas
o componentes indicados, pero no excluyen la presencia o adicion de una o mas
caracteristicas, numeros enteros, etapas, componentes o grupos distintos de los

mismos.
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SEC
1D:

Descripcion

Secuencia

1

Cadena pesada 2.12.1

QAQLVESGGG
1SSSGSTRDY

LVKPGGSLRL
ADSVKGRFTI

VETTFYYYYY

GMDVWGQGTT

GCLVKDYFPE
FGTQTYTCNV
PKDTLMISRT
NSTFRVVSVL
QVYTLPPSRE
MLDSDGSFFL

PVTVSWNSGA
DHKPSNTKVD
PEVTCVVVDV
TVVHQDWLNG
EMTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

DYYMSWTRQA

SCAASGFTFES

SRDNAKNSLY
VTVSSASTKG
LTSGVHTFPA
KTVERKCCVE
SHEDPEVQFN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WQQGNVFSCS

LQMNSLRAED
PSVFPLAPCS
VLQSSGLYSL
CPPCPAPPVA
WYVDGVEVHN
GLPAPIEKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

PGKGLEWVSY
TAVYYCVRDG
RSTSESTAAL
SSVVTVPSSN
GPSVFLFPPK
AKTKPREEQF
SKTKGQPREP
PENNYKTTPP
TQKSLSLSPG

Cadena Tigera 2.12.1

DIQMTQSPSS
ASRLQSGVPS
GTEVEIIRTV
DNALQSGNSQ
LSSPVTKSFN

LSASVGDRVT
RFSGSGSGTE
AAPSVFIFPP
ESVTEQDSKD
RGEC

FTCRASQDIR

RDLGWYQQKP

FTLTISSLQP
SDEQLKSGTA
STYSLSSTLT

EDFATYYCLQ

GKAPKRLTYA

HNNYPRTFGQ

SVVCLLNNFY
LSKADYEKHK

PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

Cadena pesada

2.12.1.Fx

QVOLVESGGG
1SSSGSTRDY

LVKPGGSLRL
ADSVKGRFTI

VETTFYYYYY

GMDVWGQGTT

GCLVKDYFPE
FGTQTYTCNV
PKDTLMISRT
NSTFRVVSVL
QVYTLPPSRE
MLDSDGSFFL

PVTVSWNSGA
DHKPSNTKVD
PEVTCVVVDV
TVVHQDWLNG
EMTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

DYYMSWIRQA

SCAASGFTFS

SRDNAKNSLY
VTVSSASTKG
LTSGVHTFPA
KTVERKCCVE
SHEDPEVQFN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WQQGNVFSCS

LQMNSLRAED
PSVFPLAPCS
VLQSSGLYSL
CPPCPAPPVA
WYVDGVEVHN
GLPAPIEKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

PGKGLEWVSY
TAVYYCVRDG
RSTSESTAAL
SSVVTVPSSN
GPSVFLFPPK
AKTKPREEQF
SKTKGQPREP
PENNYKTTPP
TQKSLSLSPG

Cadena Tigera

2.12.1.Fx

DIQMTQSPSS
ASRLQSGVPS
GTKLVIKRTV
DNALQSGNSQ
LSSPVTKSFN

LSASVGDRVT
RFSGSGSGTE
AAPSVFIFPP
ESVTEQDSKD
RGEC

ITCRASQDIR

RDLGWYQQKP

FTLTISSLQP
SDEQLKSGTA
STYSLSSTLT

EDFATYYCLQ

GKAPKRLTYA

HNNYPRTFGQ

SVVCLLNNFY
LSKADYEKHK

PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

Pesada constante
(CH) 2.12.1 y

2.12.1._Fx.

GCLVKDYFPE
FGTQTYTCNV
PKDTLMISRT
NSTFRVVSVL
QVYTLPPSRE
MLDSDGSFFL

PVTVSWNSGA
DHKPSNTKVD
PEVTCVVVDV
TVVHQDWLNG
EMTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

VSSASTKG
LTSGVHTFPA
KTVERKCCVE
SHEDPEVQFN
KEYKCKVSNK
CLVKGFYPSD
WQQGNVFSCS

PSVFPLAPCS
VLQSSGLYSL
CPPCPAPPVA
WYVDGVEVHN
GLPAPIEKTI
I AVEWESNGQ
VMHEALHNHY

RSTSESTAAL
SSVVTVPSSN
GPSVFLFPPK
AKTKPREEQF
SKTKGQPREP
PENNYKTTPP
TQKSLSLSPG

Consenso VH 2.12.1 y
2.12.1.fx. x*=V/A

QOXQLVESGGG
1SSSGSTRDY
VETTFYYYYY

CVKPGGSLRL
ADSVKGRFTI
GMDVWGQGTT

SCAASGFTFS
SRDNAKNSLY
vT

DYYMSWIRQA
LQMNSLRAED

PGKGLEWVSY
TAVYYCVRDG

7 VHCDR1 2.12.172.12.1.%¥x | GFTFSDYYMS

8 VHCDR2 2.12.1/72.12.1.%x | YISSSGSTRD YADSV

9 VHCDR3 2.12.1/2.12.1.%¥x | DGVETTFYYY YYGMDV

10 VHFRL 2.12.1/2.12.1.Tx | QxQLVESGGG LVKPGGSLRL SCAAS [x*= V/A]

11 VHFRI 2.12.1.Tx QVQLVESGGG LVKPGGSLRL SCAAS

12 VHFR2 2.12.172.12.1.¥x | WIRQAPGKGL EWVS

13 VHFR3 2.12.1/2.12.1.Fx | KGRFTISRDN AKNSLYLQMN SLRAEDTAVY YCVR

14 VHFR4 2.12.172.12.1.tx | WGQGTTVT
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SEC | Descripcion Secuencia

1D:

15 | cLk 1-106 Humana TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN FYPREAKVQW KVDNALQSGN
K® est4 en negrita y SQESVTEQDS KDSTYSLSST LTLSKADYEK HKVYACEVTH QGLSSPVTKS
subrayado. FNRGEC

16 | Consenso CL 2.12.1y DIQMTQSPSS LSASVGDRVT XTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
2.12.1.fx x*=1/F, ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
x!=K/1 GTKLVIXR

17 [VLCDRI 2.12.172.12.1.Fx | CRASQDIRRD LGW

18 VLCDR2 2.12.172.12.1.¥x | TYAASRL

19 VLCDR3 2.12.1/72.12.1.%¥x | LQHNNYPRT

20 |VLFRI 2.12.172.12.1.fx | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT XT [X*=17F]

21 | VLFRRI 2.12.1.%x DIQMTQSPSS LSASVGDRVT IT

22 VLFRZ 2.12.1/72.12.1.Fx YQQKPGKAPK RL

23 | VLFR3 2.12.172.12.1.Tx | QSGVPSRFSG SGSGTEFTLT ISSLQPEDFA TYYC [X™=K7T]

24 VLFR4 2.12.1/72.12.1.Fx FGQGTKLVIXR

25 2.12.1.F¥x VLFR4 FGQGTKLVIK R

26 | ABP X2=AcK X9=AcK/L | QXYQPLDExD KTLYDQFMLQ QG

27 | ABP X2=AcK X9=AcK OXYQPLDEXD KTLYDQFMLQ QG

28 | ABP X2=AcK OXYQPLDELD KTLYDQFMLQ QG

29 | ABP X2=AcK XI1=AcK QXYQPLDEKD XTLYDQFMLQ QG

30 | ABP X2=AcK X11=AcK OXYQPLDELD XTLYDKFMLQ QG

31 | ABP X2=AcK X11=AcK OXYQPLDELD XTLYDQFKLQ QG

32 | ABP X2=AcK X11=AcK QXYQPLDELD XTLYDQFMKQ QG

33 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT TTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx K®¥R GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYERHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

34 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Ffx KR GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHR VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

35 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx K¥R/K'¥R | GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYERHR VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

36 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT TTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Ffx DA GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

ANALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

37 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx KA GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEAHK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC
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38 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT TTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx H¥A GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKAK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

39 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT TTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx KA GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKYV

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHA VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

40 | secuencia de cadena | DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITTCRASQDIR RDLGWYQQKP GKAPKRLIYA
ligera de ASRLQSGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP EDFATYYCLQ HNNYPRTFGQ
2.12.1.Fx D®A/H™®°A | GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV

ANALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKAK VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC

41 | hAbATest LC Regioén FGGGTQLTVL GQPKAAPSVT LFPPSSEELQ ANKATLVCLT SDFYPGAVTV
constante de cadena | AWKADSSPVK AGVETTTPSK QSNNKYAASS YLSLTPEQWK SHRSYSCQVT
ligera (lambda) HEGSTVEKTV APTECS

42 [ hAbATest-Ax Region FGGGTQLTVL RTVAAPSVFT FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NFYPREAKVQ
constante de cadena | WKVDNALQSG NSQESVTEQD SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT
ligera (canbio a HQGLSSPVTK SFNRGEC
kappa)

43 | hAbATest-AxJ Regi6n | FGGGTKVETK RTVAAPSVFT FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NFYPREAKVQ
constante de cadena | WKVDNALQSG NSQESVTEQD SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT
ligera (Ikappa y J) | HQGLSSPVTK SFNRGEC

44 | hAbATest Region FGGGTQLTVL GQPKAAPSVT LFPPSSEELQ ANKATLVCLI SDFYPGAVTV
constante de cadena | AWKADSSPVK AGVETTTPSK QSNNKYAASS YLSLTPEQWK HSRSYSCQVT
ligera S!%H/HS HEGSTVEKTV APTECS

45 | CLx 1-106 Humana TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN FYPREAKVQW KVDNXLQSGN
X€=cualquier aa SQESVTEQDS KDSTYSLSST LTLSKADYEK HxXYACEVTH QGLSSPVTKS
excepto p X45=V/A FNRGEC
X83=L/V

46 | CLk 1-106 Humana TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN FYPREAKVQW KVDNXLQSGN
XA5=V/A X83=L/V SQESVTEQDS KDSTYSLSST LTLSKADYEK HKXYACEVTH QGLSSPVTKS

FNRGEC

47 | CLk 1-106 Humana TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN FYPREAKVQW KVDNALQSGN
X8 —cualquier aa SQESVTEQDS KDSTYSLSST LTLSKADYEK HxXVYACEVTH QGLSSPVTKS
excepto p FNRGEC

48 | CLA Humana GQPKAAPSVT LFPPSSEELQ ANKATLVCLI SDFYPGAVTV AWKADSSPVK

AGVETTTPSK QSNNKYAASS YLSLTPEQWK SHRSYSCQVT HEGSTVEKTV
APTECS

49 | Region constante de | ADAAPTVSIF PPSSEQLTSG GASVVCFLNN FYPRDINVKW KIDGSERQNG
cadena ligera kappa | VLNSWTDQDS KDSTYSMSST LTLTKDEYER HNSYTCEATH KTSTSPIVKS
murina mCLK FNRNEC
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SEC
1D:

Descripcion

Secuencia

50

Cadena pesada de
2.12.1.fx Fab

QVQLVESGGG
I1SSSGSTRDY
VETTFYYYYY
GCLVKDYFPE
FGTQTYTCNV

LVKPGGSLRL
ADSVKGRFTI
GMDVWGQGTT
PVTVSWNSGA
DHKPSNTKVD

SCAASGFTFS
SRDNAKNSLY
VTVSSASTKG
LTSGVHTFPA
KTVERKCCVE

DYYMSWIRQA
LQMNSLRAED
PSVFPLAPCS
VLQSSGLYSL

PGKGLEWVSY
TAVYYCVRDG
RSTSESTAAL
SSVVTVPSSN

51

Cadena Tigera de
h38C2-1gG1

ELQMTQSPSS
LL1YKVSNRF
YTFGGGTKVE
VQWKVDNALQ
VTHQGLSSPV

LSASVGDRVT
SGVPSRFSGS
IKRTVAAPSV
SGNSQESVTE
TKSFNRGEC

ITCRSSQSLL
GSGTDFTLTI
FIFPPSDEQL
QDSKDSTYSL

HTYGSPYLNW
SSLQPEDFAV
KSGTASVVCL
SSTLTLSKAD

YLQRPGQSPK
YFCSQGTHLP
LNNFYPREAK
YEKHKVYACE

52

Cadena pesada de
h38C2-1gG1

EVQLVESGGG
IRLRSDNYAT
YFYSFSYWGQ
FPEPVTVSWN
CNVNHKPSNT
TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSREEMT
SDGSFFLYSK

LVQPGGSLRL
HYAESVKGRF
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKRVEPKS
TCVVVDVSHE
HQDWLNGKEY
KNQVSLTCLV
LTVDKSRWQQ

SCAASGFTFS
TISRDNSKNT
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
CDKTHTCPPC
DPEVKFNWYV
KCKVSNKALP
KGFYPSDIAV
GNVFSCSVMH

NYWMSWVRQS
LYLQMNSLRA
PSSKSTSGGT
YSLSSVVTVP
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQPEN
EALHNHYTQK

PEKGLEWVSE
EDTGIYYCKT
AALGCLVKDY
SSSLGTQTY
VFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

53

Cadena Tigera de
h38C2-1gG2

ELQMTQSPSS
LL1YKVSNRF
YTFGGGTKVE
VQWKVDNALQ
VTHQGLSSPV

LSASVGDRVT
SGVPSRFSGS
IKRTVAAPSV
SGNSQESVTE
TKSFNRGEC

ITCRSSQSLL
GSGTDFTLTI
F1FPPSDEQL
QDSKDSTYSL

HTYGSPYLNW
SSLQPEDFAV
KSGTASVVCL
SSTLTLSKAD

YLQRPGQSPK
YFCSQGTHLP
LNNFYPREAK
YEKHKVYACE

54

Cadena pesada de
h38C2-1gG2

EVQLVESGGG
IRLRSDNYAT
YFYSFSYWGQ
FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
SRTPEVTCVV
SVLTVVHQDW
SREEMTKNQV
FFLYSKLTVD

LVQPGGSLRL
HYAESVKGRF
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKTVERKC
VDVSHEDPEV
LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY
KSRWQQGNVF

SCAASGFTFS
TISRDNSKNT
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
CVECPPCPAP
QFNWYVDGVE
SNKGLPSSIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEALH

NYWMSWVRQS
LYLQMNSLRA
PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
PVAGPSVFLF
VHNAKTKPRE
KTISKTKGQP
NGQPENNYKT
NHYTQKSLSL

PEKGLEWVSE
EDTGIYYCKT
AALGCLVKDY
SSNFGTQTYT
PPKPKDTLMI
EQFNSTFRVV
REPQVYTLPP
TPPMLDSDGS
SPGK

55

VL h38C2

ELQNMTQSPSS
LL1YKVSNRF
YTFGGGTKVE

LSASVGDRVT
SGVPSRFSGS
1K

TTCRSSQSLL
GSGTDFTLTI

HTYGSPYLNW
SSLQPEDFAV

YLQKPGQSPK
YFCSQGTHLP

56

VH h38C2

EVQLVESGGG
IRLRSDNYAT
YFYSFSYWGQ

LVQPGGSLRL
HYAESVKGRF
GTLVTVSS

SCAASGFTFS
TISRDNSKNT

NYWMSWVRQS
LYLQMNSLRA

PEKGLEWVSE
EDTGIYYCKT

57

VL m38C2

DVVMTQTPLS
LLIYKVSNRF
YTFGGGTKLE

LPVRLGDQAS
SGVPDRFSGS
1K

ISCRSSQSLL
GSGTDFTLRI

HTYGSPYLNW
SRVEAEDLGV

YLQKPGQSPK
YFCSQGTHLP

58

VH m38C2

EVKLVESGGG
IRLRSDNYAT
YFYSFSYWGQ

LVQPGGTMKL
HYAESVKGKF
GTLVTVSA

SCEISGLTFR
TISRDDSKSR

NYWMSWVRQS
LYLQMNSLRT

PEKGLEWVAE
EDTGIYYCKY

59

(Gly, Ser)s

GGGGSGGGG SGGGGS

60

Péptido de ensayo-1

GRGDSPK

61

Péptido de ensayo-2

DVPKSDQFVG

LM
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de anticuerpo multifuncional (MAC) que comprende

(i) un anticuerpo, o porcion de unién a antigeno del mismo, que
comprende al menos un fragmento de una region kappa constante de
cadena ligera (CL,) que comprende K'® de acuerdo con la numeracion de
Kabat;

(i) un engarce que comprende la formula X-Y-Z, en la que Z es un grupo
que esta conectado covalentemente al anticuerpo a través de la cadena
lateral de K'®, Y es una cadena de conexion biolégicamente compatible
lineal o ramificada y X es un grupo conectado covalentemente a al menos un
Resto Efector, y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros,

tautdmeros, solvatos y profarmacos del mismo.

2. El MAC de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas H'®-
ClLk.
3. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende

ademas D™'- CLk.

4. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la region
CLx comprende al menos los restos 62-103 de la SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 45,
SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47.

5. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la region
CLx comprende al menos los restos 1-106 de la SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 45,

SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47.

6. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el Resto
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Efector esta conjugado con el MAC solamente en K'®-CLxk.

7. El MAC de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el
que el Resto Efector esta conjugado con el MAC en K'®-CLk en al menos una

cadena ligera, y al menos otra localizacion en el anticuerpo.

8. El MAC de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el
que el Resto Efector estad conjugado con el MAC en K'®-CLk en al menos una

cadena ligera, y en otras dos localizaciones en el anticuerpo.

9. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en el que el Resto

Efector esta conjugado con CLk K'® en ambas cadenas ligeras.

10. El MAC de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el
que el Resto Efector estd conjugado con CLk K'® en una cadena ligera

solamente.

11.  EI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el Resto
Efector es un agente terapéutico, proteina, péptido, acido nucleico, aptamero,
molécula pequena, agonista proteico, antagonista proteico, regulador metabdlico,

hormona, toxina, factor de crecimiento o agente de diagndstico.

12. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el al

menos un Resto Efector es una proteina o péptido.

13. ElI MAC de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el grupo X del
engarce se une covalentemente al extremo amino-terminal, extremo carboxilo-

terminal o cadena lateral de un resto de union a péptido en la proteina o péptido.
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14. El MAC de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el resto de unién a

péptido se selecciona del grupo que consiste en K, R, C, T, Y, S, Dap, Dab, K(SH)
y homologos de Ky C.

15. ElI MAC de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el resto de unién es

K.

16. ElI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que Y, X-Y,

Y-Z o X-Y-Z se seleccionan del grupo que consiste en:
Q o (o] 0] (0]
A St
m j X ° ) . ,
o (0]
X 0 N)kyﬁ
m : i
o 0
Vo e Aoy
K A 0 o} o
K ey i
0
\\MOW‘% "y
A %

0 ’ (e} N/\iN 5 (o]
v N*ﬁfufﬁoﬁu)z \Sio ‘Lﬂﬁﬂ&
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Jolsgina ey
N

en el que m, n y j son cada uno independientemente un intervalo cuyos limites
inferiores se seleccionan del grupo que consiste en 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, y cuyo limite superior se selecciona del
grupo que consiste en 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30, y en el que la longitud global del

engarce no supera los 200 atomos.

17.  ElI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacidon anterior, que comprende la

formula:

0 0
K950l
Resto Efector—LR/lH—Lﬁ/\%H_Jkﬁm
m i

en la que K'™-CLk es un enlace covalente con la cadena lateral de dicho K'®-
CLxk, el Resto Efector-LR es un enlace covalente con el Resto Efectory m, nyj
son cada uno independientemente un intervalo cuyos limites inferiores se
seleccionan del grupo que consisteen 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 y 20, y cuyo limite superior se selecciona del grupo que consiste
en2,3,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 y 30, y en la que la longitud global del engarce no supera los 200

atomos.

18. ElI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la

longitud global del engarce no supera los 150 atomos.
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19. EI MAC de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la longitud global del

engarce no supera los 100 atomos.

20. EI MAC de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que la longitud global del

engarce no supera los 60 atomos.

21. El MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el
anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en Rituximab, Cetuximab,

Infliximab, Adalimumab, Natalizumab, Omalizumab, Ranibizumab y Palivizumab.

22. ElI MAC de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en el

que el anticuerpo es un anticuerpo aldolasa catalitico.

23. ElI MAC de acuerdo con la reivindicacién 22, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo de longitud completa, Fab, Fab’, F(ab’),, F,, dsF,, scF,, VH, diacuerpo o

minicuerpo que comprende dominios Vy y V| de h38c2.

24. ElI MAC de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en el que el anticuerpo
comprende la SEC ID N°: 51 yla SEC ID N° 52 o la SEC ID N°: 53 y la SEC ID N°:
54.

25. ElI MAC de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en el
que el anticuerpo comprende una region HC que comprende la SEC ID N°: 5, una
region VH que comprende la SEC ID N°: 6, una region VL que comprende la SEC
ID N°: 16 y una region CL que comprende una de las SEC ID N°: 15, SEC ID N°:
45, SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47.

26. ElI MAC de acuerdo con la reivindicacién 25, en el que el anticuerpo
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comprende la SEC ID N°: 3y la SEC ID N°: 4.

27. EI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el Resto

Efector es un péptido de unién a Ang2.

28. ElI MAC de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el
péptido de union a Ang2 comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEC ID N°: 26, SEC ID N°: 27, SEC ID N°: 28, SEC ID N°: 29, SEC
ID N°: 30, SEC ID N°: 31 y SEQ ID NO: 32.

29. EI MAC de acuerdo con la reivindicacién 28, en el que el péptido de unién a

Ang2 comprende la SEC ID N°: 27.

30. EI MAC de acuerdo con la reivindicacion 29, en el que el resto de unién a

péptido es K de la SEC ID N°: 27.

31. EIMAC de acuerdo con la reivindicacion 30, que comprende la estructura:

K'88_CLk

NH
(0] O O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\[(

X T 5

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

0] O

en la que K188-CLk es un enlace covalente con la cadena lateral de dicho K'®-

CLx, y el anticuerpo comprende la SEC ID N° 3y la SEC ID N°: 4.

32. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con cualquier
reivindicacion anterior, en la que al menos aproximadamente el 50% del Resto

Efector en la composicién o muestra esta conjugado con K188-CLxk.
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33. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
32, en la que al menos aproximadamente el 60% del Resto Efector en la

composicion o muestra esta conjugado con K'®8-CLxk.

34. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
32, en la que al menos aproximadamente el 70% del Resto Efector en la

composicidon o muestra esta conjugado con K'®8-CLxk.

35. Una composiciéon que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicaciéon
32, en la que al menos aproximadamente el 80% del Resto Efector en la

composicién o muestra esta conjugado con K'®8-CLk.

36. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con cualquier
reivindicacion anterior, en la que al menos aproximadamente el 50% del

anticuerpo comprende un Resto Efector unido covalentemente a K'®®-CLxk.

37. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
36, en la que al menos aproximadamente el 60% del anticuerpo comprende un

Resto Efector unido covalentemente a K'%-ClLx.

38. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
36, en la que al menos aproximadamente el 70% del anticuerpo comprende un

Resto Efector unido covalentemente a K'%-CLx.

39. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
36, en la que al menos aproximadamente el 80% del anticuerpo comprende un

Resto Efector unido covalentemente a K188-ClLx.
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40. Una composicién que comprende un MAC de acuerdo con cualquier
reivindicacion anterior, en la que al menos aproximadamente el 70% de las

moléculas de cadena pesada no estan conjugadas con el Resto Efector.

41.  Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
40, en la que al menos aproximadamente el 80% de las moléculas de cadena

pesada no estan conjugadas con el Resto Efector.

42.  Una composiciéon que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
41, en la que al menos aproximadamente el 90% de las moléculas de cadena

pesada no estan conjugadas con el Resto Efector.

43. Una composicién que comprende un MAC de acuerdo con cualquier
reivindicacién anterior, en la que la cantidad de fragmentos de cadena ligera
individuales que comprenden un solo sitio de conjugacién para el Resto Efector

esta entre aproximadamente el 25 y el 95%.

44. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con cualquier
reivindicacién anterior, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta

entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 5.

45.  Una composiciéon que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 0,5 y aproximadamente 3.

46. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 0,5 y aproximadamente 1,5.
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47.  Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 1,5 y aproximadamente 5,0.

48. Una composiciéon que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 1,5 y aproximadamente 3,0.

49.  Una composiciéon que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,5.

50. Una composicion que comprende un MAC de acuerdo con la reivindicacion
44, en la que el numero de conjugaciones por anticuerpo esta entre

aproximadamente 1,7 y aproximadamente 2,3.

51.  Un procedimiento para preparar el conjugado de anticuerpo multifuncional
(MAC) de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende una
reaccion de conjugacion que comprende unir covalentemente el Resto Efector a

un engarce que termina en un grupo saliente Z* de formula:

CH

enlaqueR"esFoCl, h=02, 3,465,y hacer reaccionar el complejo de Resto-

Efector-Engarce-Z* asi formado con el anticuerpo.
52.  El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 51, en el que R' es F.

53. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-

52,enelqueh=3,405.
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54.  El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-

53, en el que Z* se selecciona del grupo que consiste en:

F F F
\/O F \/o F \/o F \/o F F F

XL VIR verh vy ey

F , F , F , F , F F, F , F
UL ey YO ooy ey Y0 ey,

\~ \” ]@ X~ N\~

F F, F:O:F, ] F , F , F:O/, i Fo, FD\F, F ,
\/o F

|06

y

55. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-

54, enelque h=4¢45.

56. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-

55, en el que Z* es de formula:

57. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
56, en el que la proporcion de Resto Efector:anticuerpo esta entre

aproximadamente 1:1 y aproximadamente 15:1.

58. EIl procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 57, en el que la

proporcion esta entre aproximadamente 2:1 y aproximadamente 5:1.

59. EIl procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 57, en el que la

proporcion esta entre aproximadamente 3:1 y aproximadamente 6:1.
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60. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 57, en el que la

proporcion esta entre aproximadamente 3,5:1 y aproximadamente 5:1.

61. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 57, en el que la

proporcion esta entre aproximadamente 5:1 y aproximadamente 15:1.

62. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 57, en el que la

proporcion esta entre aproximadamente 5:1 y aproximadamente 7:1.

63. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
62, en el que la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion

estaba entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100 mg.ml™.

64. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
62, en el que la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion

era de al menos aproximadamente 5 mg.ml™.

65. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
62, en el que la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion

era de al menos aproximadamente 10 mg.ml™.

66. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
62, en el que la concentracion de anticuerpo durante la reaccion de conjugacion

estaba entre aproximadamente 5 y aproximadamente 50 mg.mi™.

67. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
66, en el que la reaccidbn se lleva a cabo a una temperatura de entre
aproximadamente 4 °C y aproximadamente 40 °C.

68. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
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66, en el que la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de entre

aproximadamente 4 °C y aproximadamente 30 °C.

69. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
66, en el que la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de entre

aproximadamente 15 °C y aproximadamente 25 °C.

70.  El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
69, en el que la reaccion tiene lugar a un pH de entre aproximadamente 6 y

aproximadamente 9.

71.  El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
69, en el que la reaccion tiene lugar a un pH de entre aproximadamente 6,5 y

aproximadamente 8.

72.  El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 51-
71, en el que el anticuerpo comprende una region CLA que comprende ademas la
etapa inicial de sustituir una porcién correspondiente de la region CLA (de acuerdo
con la numeracién de Kabat) con al menos los restos 62-103 de la SEC ID N: 15,

SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47.

73. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 72, en el que la region
CLA\ correspondiente del anticuerpo se sustituye con al menos los restos 1-106 de

la SEC ID N: 15, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 46 o SEC ID N°: 47.

74. Un MAC producido por el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 51-73.
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75.  Una composiciéon que comprende el MAC de acuerdo con la reivindicacion

74.

76.  Una composicion farmacéutica que comprende el MAC de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-31, o con la reivindicacidon 75, o una
composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

32-50, y que comprende ademas un vehiculo aceptable.

77. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 76, que
comprende ademas uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste

en 5-fluorouracilo, irinotecan, oxilaplatino, cetuximab, sunitinib y rituximab.

78. Un procedimiento de inhibicion o reduccién de la angiogénesis o del
tratamiento o prevencion de una enfermedad o sintoma asociado con un trastorno
angiogeénico, que comprende administrar a un paciente una dosis
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 76-77.

79. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 78, en el que la

enfermedad es cancer.

80. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 79, en el que el cancer es
cancer de pulmén (NSCLC y SCLC), de cabeza o cuello, de ovario, de colon, de
recto, de prostata, de region anal, de estbmago, de mama, de rifidn o uréter, de
pelvis renal, de glandula tiroidea, de vejiga, de cerebro, carcinoma de células
renales, carcinoma de, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), linfoma
primario del SNC, linfoma no Hodking, tumores de la médula espinal, carcinomas
de orofaringe, hipofaringe, es6fago, pancreas, higado, vesicula biliar y conductos

biliares, intestino delgado, tracto urinario; o linfoma, cancer pulmonar (NSCLC y



165

SCLC), cancer de mama, cancer de ovario, cancer rectal, cancer de prostata,
cancer de la region anal o una combinacion de uno o mas de los canceres

anteriores.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a Conjugados de Anticuerpos
Multifuncionales, que comprenden un anticuerpo o porcién de union a antigeno del
mismo, que comprende al menos un fragmento de una region kappa constante de
cadena ligera (CLx), que comprende K'® de acuerdo con la numeracién de Kabat;
un engarce que comprende la férmula X-Y-Z, en la que Z es un grupo que esta
conectado covalentemente al anticuerpo a través de la cadena lateral de K'®, Y es
una cadena de conexion biolégicamente compatible lineal o ramificada y X es un
grupo conectado covalentemente a al menos un Resto Efector.

La invencion proporciona ademas compuestos y composiciones de MAC

especificos de la invencion.
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Tyr

Tyr
110

Asp Tyr Ala Asp Ser
10

Pagina 8

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Val
15

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Met



Asp Gly val Glu Thr
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

10
25
PRT
Homo sapiens

<220>
<221>
<222>
<223>

MISC_FEATURE

..
Xaa =V o A

<400> 10
GIn Xaa GIn Leu Val
1 5

Leu Ser
20

Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

11

PRT
Homo sapiens

<400> 11

GIn Vval GIn Leu Val
1

Leu Ser
20

Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

12
14
PRT
Homo sapiens

<400> 12
GIn Ala

Trp Ile Arg
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

13
34
PRT
Homo sapiens

<400> 13
Phe Thr

Lys Gly Arg
1 5

Leu GIn Met Asn Ser

20

Val Arg

Thr

Glu

Cys

Glu

Cys

Pro

Leu

11t78 Seqg. listing
Phe Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
10 15

Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
10 15

Ala Ala Ser
25

Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
10 15

Ala Ala Ser
25

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
10

Leu Tyr

Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser
10 15

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
25 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Trp Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr Val
1

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

50

Tyr Ser

65

Lys

Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Asp lle
1

14

PRT

Homo sapiens

14

GIn Gly Thr
5

15

106

PRT

Homo sapiens

15

Ala Ala Pro
5

Ser Gly Thr

20

Glu
35

Ala Lys

Ser GIn Glu

Leu Ser Ser

Val Ala

85

Tyr

Ser Phe

100

Lys

16
108
PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
(21)--(21)

Xaa = 1 o F

MISC_FEATURE
(107)..(107)
Xaa = Ko |

16

GIn Met Thr
5

Thr

Ser

Ala

val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

Val

val

Ser

GIn

val

55

Leu

Glu

Arg

11t78 Seq-

Thr

Phe

vVal Val

25

Trp Val

40

Lys

Thr Glu GIn

Thr Leu Ser

Val Thr His

90

Glu
105

Gly Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

75

GIn

listing

Pro Ser Asp

Asn
30

Leu Asn

Ala
45

Asn Leu

Ser
60

Lys Asp

Ala Asp Tyr

Gly Leu Ser

Glu
15

GIn

Phe Tyr

GIn Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro

95

GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

10

Pagina 10

15



Asp Arg
Leu Gly

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Cys Arg
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu GIn
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Val

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

17
13
PRT
Homo

17

Ala

18

7
PRT
Homo

18
Ala

19

9
PRT
Homo

19

His

20
22
PRT
Homo

MISC

Thr Xaa

20

Tyr GlIn

Ser Arg

Gly Thr

Ala Thr

85

GIn Gly
100

sapiens

Ser GIn
5

sapiens

Ala Ser
5

sapiens

Asn Asn
5

sapiens

FEATURE

(21)..(21)

Xaa =

20

l oF

Thr Cys

GIn Lys

Leu GIn

Glu Phe

70

Tyr Tyr

Thr Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

11t78 Seq. listing
Arg Ala Ser GIn Asp lle Arg Arg Asp

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Val
105

Asp 1le Arg Arg

Arg Leu

Tyr Pro Arg Thr

30

Lys Ala Pro Lys Arg Leu lle
45

Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Thr 1le Ser Ser Leu GIn Pro
75 80

GIn His Asn Asn Tyr Pro Arg
90 95

Ile Xaa Arg

Asp Leu Gly Trp
10
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11t78 Seqg. listing

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Xaa Thr
20

<210> 21

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr
20

<210> 22

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

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

<210> 23

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

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

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

Tyr Cys

<210> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (10)..(10)
<223> Xaa= K o 1

<400> 24

Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Val lle Xaa Arg
1 5 10
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11t78 Seqg. listing

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Val lle Lys Arg
1 5 10

<210> 26

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(®
<223> Xaa = AcK

<220>

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

<223> Xaa= AcK o0 Leu

<400> 26
GIn Xaa Tyr GIn Pro Leu Asp Glu Xaa Asp Lys Thr Leu Tyr Asp GIn
1 5 10 15

Phe Met Leu GIn GIn Gly
20

<210> 27

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(®
<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9
<223> Xaa= AcK

<400> 27

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

Phe Met Leu GIn GIn Gly
20

<210> 28

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

GIn Xaa Tyr GIn Pro
1

MISC_FEATURE
(2)--(2)
Xaa = AcK

28

5

Phe Met Leu GIn GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

29
22
PRT
Homo sapiens

MISC_FEATURE

..
Xaa = AcK

MISC_FEATURE

(11)..(1D
Xaa = AcK

29

GIn Xaa Tyr GIn Pro
1 5

Phe Met Leu GIn GIn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

30
22
PRT
Homo sapiens

MISC_FEATURE

2-.-
Xaa = AcK

MISC_FEATURE

(11)..(1D
Xaa = AcK

30

11t78 Seqg. listing

Leu Asp Glu Leu Asp Lys Thr Leu Tyr Asp GIn
10 15

Gly

Leu Asp Glu Lys Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp GIn
10 15

Gly

GIn Xaa Tyr GIn Pro Leu Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp Lys
1 5

10 15

Phe Met Leu GIn GIn Gly

20
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11t78 Seqg. listing
<210> 31
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11).-(11)
<223> Xaa= AcK

<400> 31

GIn Xaa Tyr GIn Pro Leu Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp GIn
1 5 10 15

Phe Lys Leu GIn GIn Gly
20

<210> 32

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = AcK

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(11D)

<223> Xaa = AcK

<400> 32

GIn Xaa Tyr GIn Pro Leu Asp Glu Leu Asp Xaa Thr Leu Tyr Asp GIn
1 5 10 15

Phe Met Lys GIn GIn Gly
20

<210> 33

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 33

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr 1le Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp lle Arg Arg Asp
20 25 30

Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu lle
35 40 45
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Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

GIn

Val

Leu

Glu

195

Arg

34
214
PRT
Homo

34

Asp lle GIn
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp
35

Tyr Ala Ala

50

Ser

Gly

Ala

GIn

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Met
Thr
20

Tyr

Ser

Thr
5
Ile

GIn

Arg

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

GIn

Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

GIn

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

GIn

Ser

Cys

Lys

GIn
55

11t78 Seq-

Ser Gly Val Pro

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

Ser

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser
Ala
25

Gly

Gly

Thr

GIn

90

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Ser
10
Ser

Lys

val

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

GIn

155

Ser

Glu

Ser

Leu

GIn

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

GIn

Tyr

140

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser
60
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listing

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser
Arg
30

Arg

Phe

Ser

GlIn

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Val
15
Arg

Leu

Ser

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Gly



Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

GIn

Val

Leu

Glu
195

Arg

35
214
PRT
Homo

35

Asp lle GIn
1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

Ala

GIn

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

GIn

Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

GIn

Ser

Cys

Lys

GIn

55

Phe

Tyr

11t78 Seq-

listing

Thr Leu Thr 1le Ser Ser

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

75

GIn His
90

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Leu GIn
155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser Leu
10

Ser GIn

Lys Ala

Val Pro

Thr 1le

75

GIn His
90

Asn

Arg

GIn

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Pagina 17

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Arg

190

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

GlIn

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Val

15

Arg

Leu

Ser

GIn

Pro

Pro
80
Arg

Ala

Gly

GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Gly

Pro
80

Arg



Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe Gly

Ser Val
115

Ala Ser
130

Val GIn

Ser Val

Thr Leu

Cys Glu

195

Asn Arg
210

<210> 36
<211> 214
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 36

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Ile GIn

Arg Val

Gly Trp

35

Ala Ala
50
Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly

GIn

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn
100

Thr

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

Phe

Cys

Val

150

GIn

Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

Glu

70

Tyr

y Thr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

GIn

Ser

Cys

Lys

GIn

55

Phe

Tyr

Lys

11t78 Seq-

Val Glu lle Lys

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Asp Glu

Asn Phe

Leu GIn
155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser Leu
10

Ser GIn

Lys Ala

Val Pro

Thr 1le
75

GIn His
90

Ile Lys

Arg

GIn

Tyr

140

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Pagina 18

listing

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Arg

190

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val
110

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Val

15

Arg

Leu

Ser

GIn

Pro

Ala

Ala

Gly

GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Gly
Pro
80

Arg

Ala



Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val
115

Ser

GIn

Val

Leu

Glu
195

Arg

37
214
PRT
Homo

37

Asp lle GIn
1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn

100

Phe

Val

Thr

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

Gly

Ile

val

Phe

Cys

Val

150

GIn

Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Pro

Leu

135

Ala

Asp

Lys

GIn

Ser

Cys

Lys

GIn

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
135

11t78 Seq-

listing

Pro Ser Asp Glu GIn Leu

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Asn Phe

Leu GIn
155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser Leu
10

Ser GIn

Lys Ala

Val Pro

Thr 1le

75

GIn His
90
Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

GIn

Tyr
140
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125

Pro

Gly

Tyr

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Val

15

Arg

Leu

Ser

GIn

Pro

Ala

Ser

Glu

Gly

GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala



Lys
145

Glu

Ser

Val

Ser

Thr

Ala Cys

Phe

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

GIn

Val

Leu

Glu
195

Arg

38
214
PRT
Homo

38

Asp lle GIn
1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

GIn

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn

100

Phe

Val

Trp

Thr

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

Gly

Ile

val

Lys

Val
150
GIn

Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
150

Asp

Asp

Lys

GIn

Ser

Cys

Lys

GIn

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

11t78 Seq-

listing

Asn Ala Leu GIn Ser Gly

Ser

Ala

Gly
200

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Lys
Asp

185

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser Leu
10

Ser GIn

Lys Ala

Val Pro

Thr 1le

75

GIn His

90

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Leu GIn
155

Thr

Ala

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

GIn

Tyr

140

Ser
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Tyr

His

Val
205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser
Leu
175

Val

Lys

Val

15

Arg

Leu

Ser

GIn

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Gly

Asp

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

GIn
160



11t78 Seq. listing
Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys Ala Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 39

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 39

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1

Asp Arg Val Thr 1le Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp lle Arg Arg Asp
20 25 30

Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu lle

Tyr Ala Ala Ser Arg Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn His Asn Asn Tyr Pro Arg

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Ala val Tyr
180 185 190
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Ala Cys Glu

195

Phe Asn Arg

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu

Ser

Ala

Ile

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

40
214
PRT
Homo

40

GIn

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

GIn

Val

Leu

Glu
195

Val

Gly

Thr

Glu

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

GIn

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Thr

Ile

GIn

Arg

Thr

Thr

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

11t78 Seq-

listing

His GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

Cys

GIn

Thr

GIn

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

GIn

Ser

Ser

Cys

Lys

GIn

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Ala

Asp

Lys

GIn

200

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser Leu
10

Ser GIn

Lys Ala

Val Pro

Thr 1le
75

GIn His
90

Ile Lys

Asp Glu

Asn Phe

Leu GIn

155

Asp Ser
170

Tyr Glu

Ser Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

GIn

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Pagina 22

205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Ala

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Arg

Leu

Ser

GIn

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Asp

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

GIn
160
Ser

Tyr

Ser



Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Phe Gly
1

Pro Ser
Lys Ala

Thr Val
50

Thr Thr
65

Tyr Leu
Cys GIn
Thr Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Phe Gly
1

Ser Val
Ala Ser
Val GIn

50

Ser Val
65

Arg

41
116
PRT
Homo

41
Gly

Val

Thr

Ala

Thr

Ser

Val

Cys

115

42
117
PRT
Homo
42

Gly

Phe

Val

35

Trp

Thr

Gly Glu

sapiens

Gly

Thr

20

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

100

Ser

Thr
5

Leu
Val
Lys

Ser

sapiens

Gly

Ile

20

Val

Lys

Glu

Thr

5

Phe

Cys

Val

GIn

GIn

Phe

Cys

Ala

Lys

70

Pro

Glu

GIn

Pro

Leu

Asp

Asp
70

Leu

Pro

Leu

Asp

55

GIn

Glu

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

Thr

Pro

Ie

Ser

Ser

GlIn

Ser

Thr

Ser

Asn

40

Ala

Lys

11t78 Seq-

val

Ser

25

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
105

Val

Asp

25

Asn

Leu

Asp

Leu Gly
10

Ser Glu

Asp Phe

Pro Vval

Asn Lys

75

Lys Ser
90

Val Glu

Leu Arg

10

Glu GIn

Phe Tyr

GIn Ser

Ser Thr
75

GIn

Glu

Tyr

Lys

60

Tyr

Lys

Thr

Leu

Pro

Gly

60

Tyr
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Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr

Val

Lys

Arg

45

Asn

Ser

Lys

GIn

30

Gly

Gly

Ala

Ser

Val
110

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Ala

15

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

95

Ala

Ala

15

Ala

GIn

Ser

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

80

Ser

Pro

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser
80



Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr

Val

Gly
115

43
117
PRT
Homo

43

Phe Gly Gly
1

Ser Val
Ala Ser

Val GIn
50

Ser Val
65

Thr Leu
Cys Glu
Asn Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Phe Gly
1
Pro Ser

Lys Ala

Phe

Val
35

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
115

44
116
PRT
Homo
44

Gly

Val

Thr
35

Leu

Thr
100

Glu

Ser
85

His

Cys

sapiens

Gly

Ile

20

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

100

Glu

Thr

5

Phe

Cys

Val

GIn

Ser

85

Cys

sapiens

Gly

Thr
20

Leu

Thr
5
Leu

val

11t78 Seq-

listing

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
90 95

GIn Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe

Lys Vval

Pro Pro

Leu Leu

Asp Asn

Asp Ser

70

Lys Ala

GIn Gly

GIn Leu

Phe Pro

Cys Leu

105

Glu lle

Ser Asp
25

Asn Asn

40

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr

Leu Ser
105

Thr Val

Pro Ser
25

Ile Ser

Lys Arg
10

Glu GIn

Phe Tyr

GIn Ser

Ser Thr
75

Glu Lys
90

Ser Pro

Leu Gly
10

Ser Glu

Asp Phe

Thr

Leu

Pro

Gly

60

Tyr

His

Val

GIn

Glu

Tyr
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110

Val Ala Ala Pro
15

Lys Ser Gly Thr
30

Arg Glu Ala Lys
45

Asn Ser GIn Glu

Ser Leu Ser Ser
80

Lys val Tyr Ala
95

Thr Lys Ser Phe
110

Pro Lys Ala Ala
15

Leu GIn Ala Asn
30

Pro Gly Ala Val
45



11t78 Seqg. listing

Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly val Glu
50 55 60

Thr Thr Thr Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser
65 70 75 80

Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys His Ser Arg Ser Tyr Ser
85 90 95

Cys GIn Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro
100 105 110

Thr Glu Cys Ser
115

<210> 45

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..(45)
<223> Xaa =V o A

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (82)-.(82)

<223> Xaa =G, A, V, L, I, S, T, C, M, N, Q, F, Y, W, K, R, H, Do E

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (83)..(83)

<223> Xaa =L oV

<400> 45

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GlIn
1 5 10 15

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Xaa Leu GIn Ser
35 40 45

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80

His Xaa Xaa Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
85 90 95
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Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 46

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (45)..(45)
<223> Xaa =V o A

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (83)..(83)
<223> Xaa =L oV

<400> 46

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
1 5 10 15

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30

Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Xaa Leu GIn Ser
35 40 45

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80

His Lys Xaa Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
85 90 95

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 47

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (82)-.(82)

<223> Xaa =G, A, V, L, I, S, T, C, M, N, Q, F, Y, W, K, R, H, Do E

<400> 47
Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn
1 5 10 15

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30
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Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
35 40 45

Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80

His Xaa Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
85 90 95

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 48

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Gly GIn Pro Lys Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser
1 5 10 15

Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu lle Ser Asp
20 25 30

Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro

Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn
50 55 60

Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys
65 70 s %0

Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys GIn Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val
85 90 95

Glu Lys Thr val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
100 105

<210> 49

<211> 106

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49
Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser lle Phe Pro Pro Ser Ser Glu GIn
1 5 10 15

Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr
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20 25 30

Pro Arg Asp lle Asn Val Lys Trp Lys lle Asp Gly Ser Glu Arg GIn
35 40 45

Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg
65 70 75 80

His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro
85 90 95

Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
100 105

<210> 50

<211> 230

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 50

GIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Ser Trp lle Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Tyr lle Ser Ser Ser Gly Ser Thr Arg Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Val Arg Asp Gly Val Glu Thr Thr Phe Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
100 105 110

Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr
115 120 125

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
130 135 140

Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
145 150 155 160
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Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
165 170 175

Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
180 185 190

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys
195 200 205

Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu
210 215 220

Arg Lys Cys Cys Val Glu
225 230

<210> 51

<211> 219

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
Glu Leu GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Leu His Thr
20 25 30

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle
65 70 75 80

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Ser GIn Gly
85 90 95

Thr His Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser
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Thr Tyr Ser

Lys His Lys

Pro

Val
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

1

Ser

Trp

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Val

Leu

Met

Glu

50

Val

Tyr

Cys

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

195

Thr

52
448
PRT
Homo

52

GIn

Arg

Ser

35

lle

Lys

Leu

Lys

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Leu
180

Val

Lys

165

Ser

Tyr

Ser

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

GIn

Thr

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu
180

Val

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Ser

Ala

Phe

Glu

Cys

Arg

Arg

Phe

70

Asn

Phe

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

GIn

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Leu
Glu

200

Arg

Gly

Ala

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

11t78 Seq-

Thr
185

val

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Phe

105

Thr

Ser

Glu

Ser
185

170

listing

175

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

190

Thr His GIn Gly Leu Ser Ser

Glu Cys

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Glu Lys Gly

Tyr Ala Thr
60

Arg Asp Asn
75

Ala Glu Asp
90

Ser Tyr Trp

Lys Gly Pro

Gly Gly Thr
140

Pro Val Thr
155

Thr Phe Pro
170

Val Val Thr
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205

GIn

Phe

Leu

45

Ser

Thr

Gly

Ser

125

Ala

Val

Ala

Val

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

GIn

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro
190

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Asn

Ile

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Gly

Tyr

Val

Glu

Thr

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

160

GIn

Ser



Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

GIn

Gly

GIn

Asn

435

53
219
PRT
Homo

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

GIn
420

GIn

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

val

Ser

325

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

sapiens

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

295

Lys

GIn

Met

Pro

375

Asn

Leu

val

GIn

Ile

200

val

Ala

Pro

val

val

280

GlIn

GlIn

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

11t78 Seq-

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Asn Val

Pro Lys

Glu Leu
235

Asp Thr
250

Asp Val

Gly val

Asn Ser

Trp Leu
315

Pro Ala
330

Glu Pro

Asn GIn

Ile Ala

Thr Thr

395

Lys Leu
410

Cys Ser

Leu Ser

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

GIn

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu
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His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His
430

Pro

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys



11t78 Seqg. listing
<400> 53
Glu Leu GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu Leu His Thr

Tyr Gly Ser Pro Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75 80

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Phe Cys Ser GIn Gly
85 90 95

Thr His Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105 110

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GlIn
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 54
<211> 444
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
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Ser

Trp

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Leu

Met

Glu

50

Val

Tyr

Cys

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Lys

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Lys

Val

Tyr
275

Leu

20

Trp

Arg

Gly

GIn

Thr

100

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Pro

Val

260

Val

Ser

val

Leu

Arg

Met

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

GIn

Asp

Ala

Lys

245

val

Asp

Cys

Arg

Arg

Phe

Asn

Phe

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Asp

Asp

Gly

Ala

GIn

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

215

Pro

Thr

val

val

11t78 Seq-
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Ala Ser Gly Phe Thr Phe

Ser

40

Asp

Ile

Leu

Ser

Ser

120

Thr

Pro
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LIGHT CHAIN

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRRDLGWeY * (Y3) QQKPGKAPKRLIY *AASRLOSGVPSRE®
SGSGSGTEF*TLTISSLQPEDE «ATY »Y e« CLOQHNNYPRTFE» (Y10) GOGTKLVIKRTVAAPSVE . (Y11)
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFEeY e (Y12) PREAKVQWe (Y13)KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
* (Y14)SLSSTLTLSKADY* (Y15)EKHKVY* (YI6)ACEVTHQGLSSPVTKSE*NRGEC

FIG. 4B

HEAVY CHAIN

(Y1) QVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE ¢ TEeSDY Y eMSWe (Y6) IRQAPGKGLEW*VSY e ISSSGSTRDY
(Y9)ADSVKGRFe® (Y1I0) TISRDNAKNSLY e LOMNSLRAEDTAVY ¢Y ¢« CVRDGVETTEeYeYeYeYeY e GMDVWe

(Y20) GQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDY « FPEPVTVSW e NSGALTSGVHTEFPAVLQS
SGLY *SLSSVVTVPSSNEGTQTY * (Y25) TCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVE' s (Y26) L
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQE eNWeY e (Y29)VDGVEVHNAKTKPREEQE «NSTF «RVVSVLTV
VHQDWe (Y32) LNGKEY ¢ (Y33) KCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVY * (Y34) TLPPSREEMTKNQVSLT

CLVKGE *YPSDIAVEW*ESNGOPENNY ¢ (Y37)KTTPPMLDSDGSEeFeLY* (Y40) SKLTVDKSRW *QQGNVE
SCSVMHEALHNHY » (Y43) TOKSLSLSPG

9€/G1L



16/36
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FIG. 14B
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