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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentécién de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

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

Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (resumen, descripcion, reivindicaciones y dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el

mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud. ’

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

Otros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccion, Publicacién con su traduccion, Notificacion
Registro de un cambio con su traduccion, Capitulo Reivindicatorio como fue originaimente presentado en
Fase Internacional con su traduccién, Opinion escrita de la autoridad de busqueda internacional con su
traduccion, Anexo Explicativo de Modificaciones a las Reivindicaciones y listado de secuencias.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51} Int Cl: CO7K 16/46
22) Fecha de solicitud: 08-06-07 (71)Solicitante(s)  DOMANTIS LIMITED

. ) Laurent, S. y TOMLINSON, lan, M.
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

(72) Inventor(es)  HOLMES, Steve; HOLT, Lucy J.; JESPERS,

60/632,361 02-12-04 us
0511019.2 31-05-05 GB | (74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 02-07-07 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 08-06-06
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 30-11-05 N° publicacion: W02006/059106 A3

No. de solicitud PCT/GB2005/004599

(54) Titwlo: ~ ANTICUERPOS DE DOMINIO BIESPECIFICO DIRIGIDOS A ALBUMINA DE SUERO Y GLP-1 O PYY

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacién numero 1.-

Una fusién de farmaco que tiene la formula:

a-(X)nt-b-(Y2-c-(Z)az-d 0 8-(Z)n3-b-(Y)n2-C-(X)n1-d,

en donde

X es un agente insulino tropico o un analogo de él;

Y es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vi) que tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V) que tiene especificidad de enlace para albimina de suero;

Z es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de enlace para un objetivo;

a, b, ¢ y d son independientemente un polipéptido que contiene desde uno hasta aproximadamente 100 residuos de aminoacido o esta
ausente,

n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;

n2 es desde uno hasta aproximadamente 10; y

n3 es desde cero hasta aproximadamente 10.



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del solicitante o agente PARA FUTURAS ver Forma PCT/ISA/220
ACCIONES asi como, donde aplique, el item S a continuaci6n.
Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/ario)

P59452L-WO

Solicitud internacional No.

Fecha de registro internacional (dia/mes/arnio)

PCT/GB2005/004599 30/11/2005 02/12/2004

Solicitante
DOMANTIS LIMITED

Este Reporte de Busqueda Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Busqueda Internacional y s transmitido al solicitante
Segun el Articulo 18. Una copia sera transmitida a fa Oficina Internacional.

Este Reporte de Busqueda Internacional consta de un total de 9 hojas.
También esta acompaiiado de una copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto al lenguaje, la busqueda intemacional se llevé a cabo segin:
@ la solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presentd,

D la traduccion de la solicitud internacionalen___________ , €l cual es el lenguaje de la traduccién proporcionada para cl

propdsito de la busqueda internacional (Reglas 12.3 (a) y 23.1(b)).

b. @ Respecto a una secuencia de acido nucledtido y/o amino revelado en 1z solicitud intcmmacional, ver casilla 1.

2. @ Ciertas reivindicaciones no pudicron localizarse (Ver Recuadro II).

3. D Falta unidad de invencién (ver Recuadro II1).

4. Respecto al titulo,

D El texto es aprobado segun lo presenta el solicitante.

& Esta Autoridad ha establecido que el texto sc lea asi:

ANTICUERPOS DE DOMINIO BIESPECIFICO DIRIGIDOS A ALBUMINA DE SUERO Y GLP-1 O PYY

5. Respecto al resumen,
El texto cs aprobado scgan lo presenta el solicitante.

D Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con la Norma 38.2(b), segun aparece en ¢l Recuadro IV. El solicitante pucde, un
mes después de la fecha de haber enviado por correo este reporte de busqueda internacional, presentar comentarios a csta Autoridad.

6. Respecto a los dibujos,
a. la figura de los dibujos que se publicara con el resumen cs la Figura No.

D como lo sugirié el solicitante.
D como lo sugiri6 1a Autoridad, porque ¢l solicitante no sugiri6 una figura.

D como lo sugirié la autoridad, porque esta figura caracteriza mejor a la invencién-

b. @ Ninguna dc las figuras se publicara en el resumen.

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud internacional No.
PCT/GB2005/004599

Casilla No. I Nucleétido y/o secuencia(s) aminoacida(s) (continuacién del item 1.b de la primera hoja)

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria

para la invencion reivindicada, la busqueda internacional se ha establecido segun:
a. tipo de matenal:

X un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

X en formato escrito
X en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacion/suministro:
[[] contenido en la solicitud internacional seglin se registro.
[ registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
X proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la busqueda..
2. [X] Ademas, en el caso en que mas de una version o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacion en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin se presentd 0 no va mas

alla de la solicitud segin se registrd, segun lo apropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (Continuacidn de la primera hoja (1)) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/GB2005/004599

A. CLASIFICACION DE MATERIA

INV. CO7K16/46  COTK16/44  AGIK47/48 AG1P1/00

AGIP3/10

Segun la Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segdn la clasificacién nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADQOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacién)

CO7K  AGIK

Documentacion buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos se incluyan ¢n los campos buscados

Base de datos clectronica consultada durante la busqueda internacional (nombre de 1a base de datos y, donde sea practico, buscar términos usados)

EPO-Intermo, BIOSIS, Dato WPI, PAJ, Secuencia de bisqueda,

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacién No.

Y GREEN B D ET AL: "Los novedosos analogos de la péptido-1 (7-36)
amida resistentes a la dipeptidil peptidasa IV tienen actividades
bioldgicas preservadas in vitro lo que le da una accién mejorada de

disminucion”

paginas 529-540, XP002398089
ISSN: 0952-5041
resumen

Y WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE
INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND SCIENCE
UNIVERSITY) 3 de abril de 2003 (2003-04-03)

resumen

JOURNAL OF MOLECULAR ENDOCRINOLOGY,
vol. 31, no. 3, Diciembre 2003 (2003-12),

1-61

1-61

® En ¢l recuadro C se enumeran mis documentos.

@ En el anexo sc enumeran miembros de Ja familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados:

'A' documento que define el cstado general de la técnica el cual no sc
considera de relcvancia

'E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
prescntacion intemacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que sc cita para cstablecer la fecha de publicacidn de otra
citacion u otra razén especial (segun se especifica)

'‘0O' documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicion u
otros medios

‘P' documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional
pero después de la fecha de prioridad reivindicada

'T" documento posterior publicado después de la fecha de presentacion
internacional o fecha de prioridad y que no csté en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teoria quc sustcnta
la invencién

X' documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puedc considerarse nueva o no pucde considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

'Y' documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando ¢l
documento se combina con uno o mas documentos, siendo dicha
combinacidn obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacidn real de la busqueda internacional

4 de Octubre de 2006

Fecha de envio por correo del reporte de busqueda internacional

03/11/2006

Nombre y dircccién de correo de ISA/
Europcan Patent Oftice, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo nl,
Fax:(+31-70) 340-3018

Funcionario autorizado

Lechner, Oskar

Forma PCT/ISA/210 (hoja scgunda) (Abril 2005)

pagina 1 de 4
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB2005/004599

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos

Relevante a la reivindicaciéon

relevantes No.
Y WO 03/057235 A (IMPERIAL COLLEGE 1-61
INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND SCIENCE
UNIVERSITY) 17 de Julio de 2003 (2003-07-17)
resumen
Y WO 02/46227 A (ELI LILLY AND COMPANY; 1-61
GLAESNER, WOLFGANG; MICANOVIC, RADMILLA;
TSCHAN) 13 Junio de 2002 (2002-06-13)
documento completo
Y GREEN BRIAN D ET AL:"Estabilidad metabolica, enlace a receptores, 1-61
generacion de cAMP, secrecion de insulina y actividad antihiperglicémica
de los novedosos de la peptido-1 tipo glucandén N-termina Glu-9
sustituidos”
BIOLOGICAL CHEMESTRY,
vol. 384, no. 12, Diciembre 2003 (2003-12),
paginas 1543-1551, XP009035148
ISSN: 1431-6730
resumen
Y GREEN B D ET AL: "La sustituciéon de LyS9 por Glu 9 en la peptido-1 1-61
(7-36) amida tipo glucagdn le confiere resistencia a la dipeptidil peptidasa
IV, con acciones metabdlicas y celulares similares a aquellas de los
antagonistas establecidos de la peptido-1 (9-36) amida tipo glucagon y
exendina (9-39)"
METABOLISM CLINICAL AND EXPERIMENTAL,
vol. 53, no. 2, Febrero 2004 (2004-02),
paginas 252-259, XP002398090
ISSN: 0026-0495
resumen
Y GREEN B D ET AL: "La modificacién N-terminal con H1s7 de la 1-61
peptido-1 (7-36) amida tipo glucagdn genera analogos estables de la
dipeptidil peptidasa IV con actividad antihiperglicémica potente"
JOURNAL OF ENDOCRINOLOGY,
vol. 180, no. 3, Marzo 2004 (2004-03),
paginas 379-388, XP002398091
ISSN: 0022-0795
resumen
Y EP 0 619 322 A (PFIZER INC; SCIOS INC) 1-61
12 de Octubre de 1994 (1994-10-12)
citado en la solicitud
documento completo
Forma PCT/ISA/210 (continuacion de 1a hoja segunda) (Abril 2005) pagina 2 dc 4

Py



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004599
C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoria ° | Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos | Relevante a la reivindicacién
relevantes No.
Y SERVIN A L ET AL " EL PEPTIDO YY Y EL NEUROPEPTIDO:-Y 1-61
INHIBEN LA PRODUCCION DE AMP-ESTIMULADA POR
PEPTIDO INTESTINAL VASO ACTIVO EN INTESTINO DELGADO
DE RATA. REQUISITOS ESTRUCTURALES DE LAS PEPTIDOS
PARA INTERACTUAR CON LOS RECEPTORES PREFERENTES
DEL PEPTIDO YY"
ENDOCRINOLOGY,
vol. 124, no. 2, 1989, paginas 692-700,
XP009072022
ISSN: 0013-7227 1-61
resumen
Y US 5120712 A (HABENER ET AL)
9 de Junio de 1992 (1992-06-09)
citado en la solicitud 1-61
documento completo
Y WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED;
WINTER, GREG; TOMLINSON, IAN; IGNATOVICH, 1-61
OLGA; HOLT) 8 de enero de 2004 (2004-01-08)
documento completo
Y WO 2004/041867 A (ABLYNX N.V; SILENCE,
KAREN; VAECK, MARK; VAN BERGEN EN
HENEGOUWEN, PAU) 21 de mayo de 2004 (2004-05-21)
resumen 1-61
pagina 16, lineas 16-31
Y WO 2004/041862 A (ABLYNX N.V; SILENCE,
KAREN; LAUWEREYS, MARC; DE HAARD, HANS)
21 de mayo de 2004 (2004-05-21)
documento completo 1-61
A MEIER J J ET AL: " PEPTIDO 1 TIPO GLUCAGON COMO
REGULADOR DE LA CAPTACION DE LIMENTOS Y PESO
CORPORAL: PERSPECTIVAS Y TERAPEUTICAS"
EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACOLOGY,
AMSTERDAM, NL,
vol. 440, no. 2/3,
12 de abril de 2002 (2002-04-12), paginas 269-279,
XP001113094
ISSN: 0014-2999
documento completo 1-61
A WO 91/01743 A (CEMU BIOTEKNIK AB)
21 de febrero de 1991 (1991-02-21) 1-61
documento completo
A WO 01/45746 A (GENENTECH, INC; DELANO,
WARREN, L; DENNIS, MARK, S; LOWMAN, HENRY,
B) 28 de junio de 2001 (2001-06-28)
documento completo
Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la hoja segunda) (Abril 2005) pdgina 3 de 4
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB2005/004599

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citaciéon de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos

relevantes

Relevante a la reivindicacién
No.

A

P, A

P, A

DENNIS MARK S ET AL: "Union o albumina como una estrategia

general para mejorar la farmacocinética de las proteinas”
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 277, no. 38,

20 de septiembre de 2002 (2002-09-20), paginas
35035-35043, XP002285300

ISSN: 0021-9258

documento completo

WO 03/002609 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL;
WINTER, GREG,; IGNATOVICH, OLGA; TOMLINSON,
) 9 de enero de 2003 (2003-01-09)

documento completo

EP 1378 520 A (INSTITUTE OF GENETICS,
CHINESE ACADEMY OF SCIENCES; BEIJING ABT
GENETI) 7 de enero de 2004 (2004-01-07)

documento completo

HOLT L J ET AL: "Anticuerpos de dominio: proteinas para terapia"
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER

PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB,

vol. 21, no. 11, Noviembre 2003 (2003-11),

paginas 484-490, XP004467495

ISSN: 0167-7799

resumen

pagina 488

LEE SANG-HEON ET AL:" Sintesis, caracterizacion y estudios
farmacocinéticos del péptido-1- tipo glucagon, pegilado™
BIOCONJUGATE CHEMISTRY,

vol. 16, no. 2,

23 de febrero y 2005 (2005-02-23), paginas

377-382, XP002398436

ISSN: 1043-1802

resumen

SHECHTER ET AL " La pegilacion reversible del péptido YY3-36
prolonga su inhibicién de la captacion de comida en ratones”

FEBS LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,

vol. 579, no. 11,

25 de abril de 2005 (2005-04-25), paginas

2439-2444, XP005390209

ISSN: 0014-5793

1-61

1-61

1-61

1-61

1-61

1-61

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la hoja segunda) (Abril 2005)
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Solicitud internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004599

Casilla I1 Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 2 de
la primera hoja)

Este reporte de busqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones:

]. IE Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 54-58 estan dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal, la
bisqueda ha sido basada y llevada a cabo en los efectos allegados de los efectos del compuesto/composicion

2. D Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos hasta

tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa, especificamente:

3. D Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estan disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera oracion de
la Regla 6.4(a).

Casilla No. 111 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del Item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Biusqueda Internacional encontr¢ invenciones multiples en esta solicitud internacional, as:

1. D Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. [:] Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicito pago de derechos adicionales.

3. D Puesto que sélo algunos de los derechos de busqueda adicionales fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre Unicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. D El solicitante no pagé oportunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de blisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; esta cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [} Los derechos de biisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la protesta dei solicitante.

[J El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompafiado por una protesta.

Formma PCT/ISA/210 (continuacion de primera pagina (2)) (Enero 2004)
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MX  PA03005036 A 05-09-2003
NO 20032565 A 01-08-2003
NZ 525577 A 27-05-2005
PL 366208 Al 24-01-2005
SK 6702003 A3 03-08-2004
ZA 200303642 A 12-08-2004
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DOMANTIS LIMITED

Applcant's or agents flla reference FOR FURTHER £60 Form PCT/SARZ0
P59452L-WO ACTION as well as, where appilcable, ilam 5 below.
international application No. International ﬁl'ing dals (day/monthfyaar) (Earhiest) Priarity Date (day/month/yaar)
PCT/GB2005/004599 30/11/2005 02/12/2004
Applicant

This International search report consists of a total of 9 shoeets.
it 15 also accompaniad by a copy of sach prior art documpnt cited In this report.

This inlernationa esarch rapon has bean praparad by this intermational Ssarching Authotity and is transmittad to the applicant
according o Anicls 18. A copy Is balng transmitiad 10 the international Bureau.

1. Basis of the report

4. With cegard to the title,

5. With regard to the abstract,

6. With regard  tha drawings,

8. the figure of the drawlngs 10 be publishod with the abslract is Figure No.
[ essuggestsdby tho appiicant
[[]  assemcted by this Authortty, becausa the apgiicant fated to suggost a fAgure
[ essetectad by this Authority, because this figure bstiar characterzes the inventon
. none of the MQures I to be published with the abatract

a. With regard to Uhe languege, the international search was carriod oul on the basis of:
the inteinational application in the languags In which it was 8led
[ atansiaton of te intesnational application into

, which is the language

2. [X] Cortain cisims wers found unsearchable (Seo 8ox No. Il)

3. [[] unnyatinvanton is Iscking (see Box No i1t

D the text is approved as submittad by the applicant
[X]  the texthas been estabiishad by s Authortty  read as follows:
BISPECIFIC DOMAIN ANTIBODIES TARGETING SERUM ALBUMIN AND GLP-1 OR PYY

[X] 1meextis approved as submitied by the applicant

D the text has been astablished, according 1o Rula 38.2{b), by this Authority a8 it sppears In 8ox No. iV. The applicant
may, within 0nd month trom the date of malling of ihis inlematonal £8arch repott, sudmil comments (o thig Authorlty

of a translation turnished for the purposes of intermadonal search (Rulos 12.3{a) and 23.1{b))
b. [X]  wWitt regard to eny nucleotide andfor smino acld saquence disckisad in the ntamational application, soe Box No. 1.

Form PCTASA21Q {first sheet) {Apel! 2005)
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Box No. | Nucleotide and/or amino acld sequence(s) (Continuation of (tem 1.b of the firat sheet)

1. With regard o any nutieotids and/or amino acld sequence disclosed in the Intsrmational application and necessary 1o the claimed
invention, the Intamational saarch was caried out on the basls of:

3. typs ol material

a sequence lisling

D tehle(s) related to the sequance listing

b. tormat of material

E on paper

E In elactronic form

c. tma of filinglumishing
D contgingd in the Intemational application as fllad
D filed togather with the intarnational apptication In glactronic form
m furnished subsequentiy to this Authority for the purpose of search
2. E In addition, In the ¢ase that more than one version or copy of a sequence listing and/or tabla relating thareto has been fited

of fumnished, the required statements that the Intormation In the subsequent o additiona) copies is identical to thal in the
applicalion as filed or does no! go beyond the application as filed, as appropriate, ware fumishad.

3.  Addidonal comments:

Form PCT/ISA/210 (comtinuation of firet sheel (1)) (April 2005)
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A, CLASSIFICAYION OF SUBJECT MAYYER

INV. CO7K16/46  CO7K16/44  AG61K47/48  A61P1/00 A61P3/10

According 1o intarnalional Palent Clasalication {IPC) or 10 both nailona! clarstfication and IPC

8. AELDS SEARCHED

Mnimanm documantation saarchad (cassification sysiom fokowed wmmca!bn symbois)

CO7K A61K

Doaumentation eaarched othar than minimum documsnlation 10 the maent thal such documen!s ata included In tha fiokis searchod

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, PAJ, Sequence Search

Elotironic dxia basa consulted during tha Intornational saarch (name of data bees snd, whers practical, seatch 1orns used)

C. DOCUMENTS CONSIOERED TO BE RELEVANT

Category' | Challon of ocumont, wilh Indicalion, wherd appropiiald, of tho rolevant passages

Ralevani to daim No.

Y GREEN B D ET AL: "Novel dipeptidyl
peptidase IV resistant analogues of
glucagon-1ike peptide~1(7-36)amide have
preserved biologlcal activities in vitro
conferring improved giucose~lowering
action 1n vive.®

JOURNAL OF MOLECULAR ENDOCRINOLOGY,

vol. 31, no. 3, December 2003 (2003-12),
pages 529-540, XP002398089

ISSN: 0952-5041

abstract

Y WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE
INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND SCIENCE
UNIVERSITY) 3 Apri) 2003 (2003-04-03)
abstract

-/--

1-61

1-61

Furthor Ootcumanie are listed In ths continuation of 8ox {.

B] Seo patont family annex,

¢ Spedal calegoriea of cied documeants :

*A' document dafining the paneral siate of the ant whichianat
oconsiderad to be of felevance

“E' eerSer cocitment bul publahaed 0a ¢ SfarING intarmnational
fiing date

L* documant which may throw oodts on priorty dalmys) or
which 19 ¢Bad tho publicaiion dato of anothor
aalion or othet apediat reason fas speclied)

'O’ dooument relerring 1o an ol disclosure, use, exhiblion or
othor moans

‘P* gocumant pudlishad prior to the intemations! flng date but
kior than the priorty date clatmed

T later docunent pubRshed after the insemationai filing date
or priotRy date and not in confilct with the  apptication but
ngd !lo unersiand the prndpia or theory undatlying the

ontion

X documont of perticular relevancs. the Claimed Invontion
cannol bo considered nove! or cannat be coneidered lo
fnvolve an nvenive elep when the document ks taken alone

*Y* documani of panikulas refgvance; the clamnd invoniion
cannol be to invovo en Invontivo alop whan the
gorumant 18 0ombinod with one ac more other such docu-
m :uch oombination boing obvidus 10 8 person siflied

arnt.

*8° document mamber of tho same palont family

Dats of the actual compiezion of the intemalional search

4 October 2006

Date of matling of the tntormational saarch ropont

03/11/2006

Name and maitng address of the (SA/
European Palant OMoo, £.8. 5818 Patontiean 2
NL - 2280 HV Riewlik
Tel (431-70) 3402040, Tx. 31 651 epo nt,
Fax: (¢31~70) 3403018

Authorized officet

Lechner, Oskar
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.page 1 of 4



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

.. «.—jJ0termatians! application No

PCT/&B2005/004599

C{Continuatton). DOCUMENTS CONSIDERED YO BE RELEVANT
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Y

W0 037057235 A (IMPERIAL COLLEGE
INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND SCIENCE
UNIVERSITY) 17 July 2003 (2003-07-17)
abstract

W0 02/46227 A (ELI LILLY AND COMPANY;
GLAESNER, WOLFGANG; MICANOVIC, RADMILLA;
TSCHAN) 13 June 2002 (2002-06~13)

the whole dpcument

GREEN BRIAN D ET AL: “Metabolic
stabi1ity, receptor binding, cAMP
generation, insulin secretion and
antihyperglycaemic activity of novel
N-terminal 6lu9-substituted analogues of
glucagon-like peptide-1."

BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 384, no. 12, December 2003 (2003-12),
pages 1543-1551, XP009035148

ISSN: 1431-6730

abstract

GREEN 8 D ET AL: "Lys9 for Glu9
substitution in glucagon-like
peptide~-1(7-36)amide confers
dipeptidylpeptidase IV resistance with
cellular and metabolic actions similar to
those of established antagonists
glucagon-Tike peptide-1{9-36)amide and
exendin (9-39)."

METABOLISM CLINICAL AND EXPERIMENTAL,
vol. 53, no. 2, February 2004 (2004-02),
pages 252-259, XP0023398090

ISSN: 0026-0495

abstract

GREEN 8 D ET AL: "N-terminal

His7-modi fication of glucagon-like
peptide-1(7-36) amide generates dipeptidyl
peptidase IV-stable analogues with potent

~antihyperglycaemic activity"”

JOURNAL OF ENDOCRINOLOSGY,

vol. 180, no. 3, March 2004 (2004-03),
pages 379-388, XP002398091

ISSN: 0022-0795

abstract

EP 0 619 322 A (PFIZER INC; SCIOS INC)
12 October 1994 (1994-10-12)

cited In the appliication

the whole document

1-61

1-61

1-61

1-61

1-61

1-61
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Y

SERVIN A L ET AL: “"PEPTIDE YY AND
NEUROPEPTIDE-Y INHIBIT VASOACTIVE
INTESTINAL PEPTIDE~STIMULATED AMP
PRODUCTION IN RAT SMALL INTESTINE
STRUCTURAL REQUIREMENTS OF PEPTIDES FOR
INTERACTING WITH PEPTIDE YY-PREFERRING
RECEPTORS"

ENDOCRINOLOGY,

vol. 124, no. 2, 1989, pages 692-700,
XP009072022

ISSN: 0013-~7227

abstract

US 5 120 712 A (HMABENER ET AL)

9 June 1992 (1992-06-09)

cited 1n the application

the whole document

W0 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED;
WINTER, GREG; TOMLINSON, IAN; IGNATOVICH,
OLGA; HOLT) 8 January 2004 (2004-01-08)
the whole decument

W0 2004/041867 A (ABLYNX N.V; SILENCE,
KAREN; VAECK, MARK; YAN BERGEN EN
HENEGOUWEN, PAU) 21 May 2004 (2004~05-21)
abstract

page 16, 1ines 16-31

WO 2004/041862 A (ABLYNX N.V; SILENCE,
KAREN; LAUWEREYS, MARC; DE HAARD, HANS)

21 May 2004 (2004-05-21)

the whole document

MEIER J J ET AL: "GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1
AS A REGULATOR OF FOOD INTAKE AND BODY
WEIGHT: THERAPEUTIC PERSPECTIVES®

EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACOLOGY,
AMSTERDAM, NL,

vol. 440, no. 2/3,

12 April 2002 (2002-04-12), pages 269-279,
XP001113094

ISSN: 0014-2999

the whole document

W0 91/01743 A (CEMU BIOTEXNIK AB)

21 february 1991 (1991-02-21)

the whole document

W0 01/45746 A (GENENTECH, INC; DELAND,
WARREN, L; DENNIS, MARK, S; LOWMAN, HENRY,
B) 28 June 2001 (2001-06-28)

the whole document

-
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1-61

1-61

1-61

1-61

Forn PCTASAZ10 {contiwstion of aaoond sheat) {Asrd XX08)

page 3 of 4

Q



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

T L B ———

PCT/6B2005/004599

C({Connustion)  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cawgory®

Clation ol document, with indication, where appropriale, of the ralevant pasaanes

Relevant 1o clum No.

A
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DENNIS MARK S ET AL: “Albumin binding as
a general strategy for improving the
pharmacokinetics of proteins”

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 277, no. 38,

20 September 2002 (2002-09-20), pages
35035-35043, XP0022B5300

ISSN: 0021-9258

the whole document

W0 03/002609 A (MEDICAL RESEARCH COUNCIL;
WINTER, GREG; IGNATOVICH, OLGA; TOMLINSON,
1) 9 January 2003 (2003-01-09)

the whole document

EP 1 378 520 A (INSTITUTE OF GENETICS,
CHINESE ACADEMY OF SCIENCES; BEIJING ABT
GENETI) 7 January 2004 (2004-01-07)

the whole document

HOLT L J ET AL: “Domain antibodies:
proteins for therapy"

TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, 6B, '

vol, 21, no. 11, November 2003 (2003—11)
pages 484—490 XP004467495

ISSN: 0167-7799

abstract

page 488

LEE SANG-HEON ET AL: “Synthesis,
characterization, and pharmacokinetic
studies of PEGylated glucagon-like
peptide-1*

BIOCONJUGATE CHEMISTRY,

vol. 16, no. 2,

23 February 2005 (2005-02-23), pages
377-382, XP002338436

ISSN: 1043-1802

abstract

SHECHTER ET AL: “Reversible PEGylation of
peptide YY3-36 prolongs its inhibition of
food intake 1n mice”

FEBS LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,
vol. 579, no. 11,

25 April 2005 (2005-04—25) pages
2439-2444, XP005390209

ISSN: 0014-5793
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Box Il Observations where certain clalms were found unssarchabdle (Continuation of Item 2 of first sheet)

This Intarnational Search Report has not baen astablished in raspact of certaln daims under Article 17(2){a) for the following reasons:

1. m Claimg Nos.:
because they reiate 10 subject matisr not required 10 be soarchad by thig Authority, namely:

Although claims 54-58 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. D Ciaims Nos.:

because they relate to pasts of the intemational Application that do not comply with the prascridad raquiraments to such
an exiant thal no meaningtul Intematonat Search can be carried out, spacificalty:

3. D Ciaims Nos.:
because they are depsndent glalms and are not drafted in accordance with the second and third senlences of Ruie 6.4(3).

Box {1 Obsaervations where unity of Invention Is lacking {Continuation of tem 3 of first sheot)

This intemational Searthing Authority found muitiple Inventions In this Intarnational application, as follows:

-

. As all required additional searth fees were timely pald by the applicant, this iniemational Search Repon covers all
searchable daims.

2. D As all searthable claims could be searched without effort justitying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fea.

(A

. As only soms of ths requirad additional saarch fgas were tmely pald by the spplicant, thig intermnational Search Report
covers only those clalms ‘or which fees wara pald, epecifically claims Nos.:

4, l_j No raqulred additonal saarch leos ware tmely pald by the appiicant. Consaquently, this Intarnationa) Search Report is
rgsTictad o the invendon first menlioned In the claims; it is covered by claims Nos.:

Remork on Protest D The addiional search fees were accompeniad by the appicant’s protast,

D No protast accompaniad the payment of additional search fees.

Form PCTASA/210 {cont!nugtion of first sheet (2)) {January 2004)
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REIVINDICACIONES

1. Una fusiéon de farmaco que tiene la formula:
a-(X)n1-b-(Y)n2-¢-(Z)n3-d o} a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-(X)ns-d,
5 en donde

X es un agente insulino tropico o un analogo de él;
Y es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina
(Vu) que tiene especificidad de fijacion para albumina de suero, o un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V.) que tiene
10 especificidad de fijaciéon para albumina de suero;
Z es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de
fijaciédn para un objetivo;
a, b, cy d son independientemente un polipéptido que contiene
desde uno hasta aproximadamente 100 residuos de aminoacido o
15 esta ausente;
n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;
n2 es desde uno hasta aproximadamente 10; y
n3 es desde cero hasta aproximadamente 10.
2. La fusion de la reivindicacion 1, caracterizada ademas
20 porque el X o cada X es GLP-1(7-37), GLP-1(7-36) amida, [Ser®]GLP-
1(7-36)amida [Pro®]GLP(7-37) o un analogo de él.
3. La fusion de cualquier reivindicacion precedente,
caracterizada ademas porque n1 y n3 son ambos uno, y n2 es desde
dos hasta aproximadamente 10.

25 4. La fusién de cualquier reivindicacion precedente,



10

15

20

25

209

caracterizada ademas porque el Y o cada Y contiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26.

5. La fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 4,
en donde <cada Y contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23.

6. Una fusion de farmaco que contiene fracciones X'y Y', en
donde X' es GLP-1 o un analogo de él; y

Y' es un dominio variable de <cadena pesada de
inmunoglobulina (V4) que tiene especificidad de fijacion para
albumina de suero, o un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V.) que tiene especificidad de fijacion para
albumina de suero.

7. La fusion de farmaco de la reivindicaciéon 6, en donde X’
esta ubicado amino terminalmente con relacion a Y'.

8. La fusion de farmaco de la reivindicacion 6, en donde Y'
e estd ubicado amino terminalmente con relacion a X'

9. La fusién de farmaco de la reivindicaciéon 6, 7 o 8,
caracterizada ademas porque dichos Vy y V_ tienen especificidad de
fijaciébn para albumina de suero humana.

10. La fusion de farmaco de la reivindicacién 6, en donde Y'

contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
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consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25
y SEQ ID NO:26.

11. La fusidén de farmaco de la reivindicacién 6, en donde Y'
contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

12. Un conjugado de farmaco que contiene un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vu) que tiene
especificidad de fijacion para albumina de suero, o un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V.) que tiene
especificidad de fijacién para albumina de suero; y GLP-1 o un
analogo de él que esta unido covalentemente a dicho Vy o V.

13. E! conjugado de farmaco de la reivindicacion 12,
caracterizado ademas porque el conjugado de farmaco contiene un
solo V.

14. El conjugado de farmaco de |la reivindicacion 12,
caracterizado ademas porque el conjugado de farmaco contiene un
solo V..

15. El conjugado de farmaco de la reivindicacién 12, 13 o 14,
caracterizado ademas porque dicho GLP-1 o analogo esta unido
covalentemente a dicho Vy o V| a través de una fraccién enlazante.

16. ElI conjugado de farmaco de cualquiera de las

reivindicaciones 12 hasta 15, que contiene uno o mas farmacos
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diferentes unidos covalentemente a dicho Vy o V.

17. El conjugado de farmaco de cualquiera de las
reivindicaciones 12 hasta 16, caracterizado ademas porque dicho
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vu) que
tiene especificidad de fijacion para albumina de suero, o dicho
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V. ) que tiene
especificidad de fijacibn para albumina de suero, contiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ
ID NO:26, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

18. Un acido nucleico recombinante que codifica la fusiéon de
farmaco de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 6.

19. Una construcciéon de acido nucleico que contiene el acido
nucleico recombinante de la reivindicacion 18.

20. Una célula huésped que contiene el &cido nucleico
recombinante de la reivindicacion 18.

21. Un método para producir una fusién de farmaco que
comprende mantener la célula huésped de la reivindicacién 20 bajo
condiciones apropiadas para la expresion de dicho acido nucleico
recombinante, mediante el cual se produce una fusion de farmaco.

22. Una composiciéon farmacéutica que contiene una fusion

de farmaco de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 6, o el

30

%
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conjugado de farmaco de la reivindicacion 12 y un portador aceptable
fisiolédgicamente.

23. Un conjugado o fusion de farmaco que contiene un
agente insulinotropico y un fragmento de anticuerpo que se une a un
antigeno, en donde el antigeno actia para aumentar la vida media
del conjugado o fusién de farmaco in vivo.

24. EIl conjugado o fusion de farmaco de la reivindicacion 23,
caracterizado ademas porque el farmaco es una fusiéon de proteinas
de farmaco que contiene el agente insulinotrépico péptido unido al
fragmento de anticuerpo.

25. EI farmaco de la reivindicaciéon 24, en donde el agente
insulinotropico esta fusionado al fragmento de anticuerpo por medio
de una fraccion enlazante de péptido.

26. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
25, en donde el antigeno es albumina de suero.

27. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
26, en donde el agente insulinotrépico es un péptido similar al
glucagon.

28. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
27, en donde el agente insulinotrépico se selecciona del grupo que
consiste en GLP-1, analogo de GLP-1, exendina 3, un analogo de
exendina 3, exendina 4 y un analogo de exendina 4.

29. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, caracterizado ademas porque el GLP-1 o analogo contiene una

secuencia de aminoacidos que es al menos 80% homologa con
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respecto a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 157 o 159.

30. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, caracterizado ademas porque el analogo de GLP-1 contiene
Gly'®, Thr'?, Asp'®, Phe?” e lle?°.

31. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 29 y 30,
en donde el analogo de GLP-1 difiere de SEQ ID NO: 157 o SEQ ID
NO: 159 en no mas de 6 aminoacidos.

32. El farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, que contiene un solo dominio variable especifico para albamina
de suero (SA), que tiene una constante de disociacion (Ky) desde 1
nM hasta 500 yM para SA, segun se determina mediante resonancia
de plasma en superficie.

33. EI farmaco de la reivindicacion 32, caracterizado ademas
porque el dominio especifico para SA se fija a SA en un analisis de
fijacion de ligando estandar con una IC50 desde 1 nM hasta 500 yM.

34. EI farmaco de la reivindicacion 23, que contiene 2, 3 0 4
fracciones de agente insulinotropico (1A).

35. EI farmaco de la reivindicacion 34, que contiene IA-IA'-AF
o |A-(AF),-1A", en donde IA y IA’ son los mismos o diferentes agentes
insulinotrépicos, y AF es un fragmento de anticuerpo como se
describe en la reivindicacion 23, ynesiguala 1, 2, 3,4, 05.

36. EIl farmaco de la reivindicacién 35, que contiene [GLP-1]-
[AF]-[GLP-1] 0 [GLP-1]-[GLP-1]-[AF].

37. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones
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precedentes, que contiene un agente anti saciedad.

38. EI farmaco de la reivindicacién 37, en donde el agente
anti saciedad se selecciona del grupo que consiste en PYY, un
analogo de PYY, PYY (3-36).

39. EI farmaco de la reivindicaciéon 37 o 38 que contiene |A-
(AF).-(IA’),-[agente anti saciedad] o [agente anti saciedad]-(IA')s-
(AF).-1A, en donde n es igual a 1, 2, 3, 4, 0 5, y x es igual a cero, 1,
2,3,4,05.

40. EI farmaco de cualquier reivindicaciéon precedente, que
tiene un t1/2 alfa de entre 1 y 6 horas.

41. EI farmaco de cualquier reivindicacion precedente, que
tiene un t1/2 beta de entre 12 y 60 horas.

42. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 23, que ademas contiene un agente seleccionado del grupo que
consiste en insulina, exendina 4, exendina 3, PYY (3-36), resistina,
leptina, antagonista de MC3R/MC4R, antagonista de AgRP,
apolipoproteina A-1V, enterostatina, péptido liberador de gastrina
(GRP), IGFI, BMP-9, IL-22, RegW, interferén alfa, péptido INGAP,
somatostatina, amilina, neurulina, interferébn beta, hibridos de
interferon, adiponectina, endocanabinoides, péptido C, WNT10Db,
Orexina-A, adrenocorticotrofina, enterostatina, colecistoquinina,
oxintomodulina, hormonas estimuladoras de melanocitos,
melanocortina, hormona concentradora de melanina, BB-2, agonistas
de NPY Y2, antagonistas de NPY Y5/Y1, OXM, antagonistas de Gal-

IR, antagonistas de MCH-IR, agonistas de MC-3/4, agonistas de

36
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BRS-3, polipéptido pancreatico, fragmento de anticuerpo anti-
Ghrelina, factor neurotr6fico de origen cerebral, hormona de
crecimiento humana, hormona paratirioidea, hormona estimuladora
de foliculo, péptido inhibidor gastrico o un analogo de ellos.

43. Un farmaco que contiene GLP-1 o un analogo de él y una
fraccién de proteina que contiene un sitio de fijacion a antigeno, en
donde el sitio de fijacion a antigeno se une a un antigeno que actia
para aumentar la vida media del conjugado de farmaco in vivo, con la
condicion de que la fraccion de proteina no sea un péptido que tenga
de 10 a 30 aminoacidos.

44. Una fusion de farmaco que contiene GLP-1 o un analogo
de él y una fraccion de proteina que contiene un sitio de fijacion a
antigeno, en donde el sitio de fijacion a antigeno se une a un
antigeno que actua para aumentar la vida media del conjugado de
farmaco in vivo.

45. Un farmaco de la reivindicacion 43 o 44, en donde el GLP
o analogo es GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, [Ser®|GLP-1(7-
36)amida, [Pro®]GLP-1(7-36), [Pro®]GLP-1(7-37) o un analogo de él.

46. Un farmaco de la reivindicacion 45, caracterizado ademas
porque el analogo de GLP tiene un péptido en el terminal C
seleccionado de la lista que consiste en PSS, PSSGAP o
PSSGAPPPS.

47. Un farmaco de la reivindicacion 43, 44, 45 o 46,
caracterizado ademas porque dicho antigeno es albumina de suero.

48. Un farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 43
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hasta 47, que contiene una sola fraccién de proteina.

49. Un Aacido nucleico recombinante que codifica el farmaco
de cualquiera de las reivindicaciones 43 hasta 48.

50. Una construccion de acido nucleico que contiene el acido
nucleico recombinante de la reivindicacion 49.

51. Una célula huésped que contiene el acido nucleico
recombinante de la reivindicacion 49.

52. Un método para producir una fusiéon de farmaco, que
comprende mantener la célula huésped de la reivindicacién 51 bajo
condiciones apropiadas para la expresién de dicho acido nucleico
recombinante, mediante el cual se produce una fusién de farmaco.

53. Una composicion farmacéutica que contiene un farmaco
de cualquiera de las reivindicaciones 43 hasta 48 y un portador
aceptable fisiol6gicamente.

54. Un meétodo para tratar y/o prevenir una condicién en un
paciente, que comprende administrar al paciente un farmaco de
cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 17 y 23 hasta 48, en
donde la condiciébn se selecciona del grupo que consiste en
hiperglicemia, diabetes de tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa,
diabetes de tipo 1, obesidad, hipertension, sindrome X, dislipidemia,
trastornos cognitivos, ateroesclerosis, infarto al miocardio,
enfermedad cardiaca coronaria y otros trastornos cardiovasculares,
accidente cerebro vascular, sindrome inflamatorio intestinal,
dispepsia y ulceras gastricas.

55. Un método para retrasar o evitar el avance de la
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enfermedad en diabetes de tipo 2 en un paciente, el metodo
comprende administrar al paciente un farmaco de cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 17 y 23 hasta 48.

56. Un método para disminuir la absorcion de alimentos por
un paciente, disminuir la apoptosis de células g, aumentar la funcion
de las células B y la masa de células B, y/o restaurar la sensibilidad
a la glucosa de las células B en un paciente, el método comprende
administrar al paciente un farmaco de cualquiera de |las
reivindicaciones 1 hasta 17 y 23 hasta 48.

57. Un método para disminuir la absorcion de alimentos por
un paciente, disminuir la apoptosis de células g, aumentar la funcion
de las células B y la masa de células B, y/o restaurar la sensibilidad
a la glucosa de las células B, el método comprende administrar al
paciente un farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 17
y 23 hasta 48.

58. Un método para tratar y/o prevenir en un paciente, la
hiperglicemia, la diabetes de tipo 1, la diabetes de tipo 2 o la
deficiencia de células B, el método comprende administrar al
paciente un farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 17
y 23 hasta 48.

59. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta
17 y 23 hasta 48 para el tratamiento y/o prevenciéon de diabetes.

60. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta
17 y 23 hasta 48 para el tratamiento y/o prevencion de obesidad.

61. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta

2
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17 y 23 hasta 48 para reducir la absorcion de alimentos por un

paciente.
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CLAIMS

What is claimed is:

. A drug fusion having the formula:

a-(Xn1-b-(Vn2-c-(ZDnz-d ~ or  a-(Z)n3-b~(Y)na-c-(X)n1-d,
wherein

X is an insulintropic agent or an analogue thereof;

Y is an immunoglobulin heavy chain variable domain (Vy) that has
binding specificity for serum albumin, or an immunoglobulin light chain
variable domain (V) that has binding specificity for serum albumin;

Z is a polypeptide drug that has binding specificity for a target;

a, b, ¢ and d are independently a polypeptide comprising one to about
100 amino acid residues or absent;

nl is one to about 10;

n2 is one to about 10; and

n3 is zero to about 10.

. The fusion of claim 1, wherein the or each X is GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)

amide, [Ser®]GLP-1(7-36)amide [Pro’]JGLP(7-37) or an analogue thereof.

. The fusion of any preceding claim, wherein nl and n3 are both one, and n2 is

two to about 10.

. The fusion of any preceding claim, wherein the or each Y comprises an amino

acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ
ID NO:24, SEQ ID NO:25 and SEQ ID NO:26.

. The fusion of any one of claims 1 to 4, wherein the or each Y comprises an

amino acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:16, SEQ
ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21,
SEQ ID NO:22 and SEQ ID NO:23.

. A drug fusion comprising moieties X’ and Y’, wherein X’ is GLP-1 or an

analogue thereof, and
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Y’ is an immunoglobulin heavy chain variable domain (Vy) that has binding
specificity for serum albumin, or an immunoglobulin light chain variable
domain (V) that has binding specificity for serum albumin.

The drug fusion of claim 6, wherein X’ is located amino terminally to Y’.

The drug fusion of claim 6, wherein Y’ is located amino terminally to X’.

The drug fusion of claim 6, 7 or 8, wherein said Vy and V| have binding
specificity for human serum albumin.

The drug fusion of claim 6, wherein Y’ comprises an amino acid sequence
selected from the group consisting of SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ
ID NO:25 and SEQ ID NO:26.

The drug fusion of claim 6, wherein Y’ comprises an amino acid sequence
selected from the group consisting of SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 and
SEQ ID NO:23.

A drug conjugate comprising an immunoglobulin heavy chain variable domain
(V) that has binding specificity for serum albumin, or an immunoglobulin light
chain variable domain (V) that has binding specificity for serum albumin; and
GLP-1 or an analogue thereof that is covalently bonded to said Vi or V.

The drug conjugate of claim 12, wherein the drug conjugate comprises a single
V.

The drug conjugate of claim 12, wherein the drug conjugate comprises a single
VL.

The drug conjugate of claim 12, 13 or 14, wherein said GLP-1 or analogue is
covalently bonded to said Vy or Vi through a linker moiety.

The drug conjugate of any one of claims 12 to 15 comprising one or more
different drugs covalently bonded to said Vy or Vi.

The drug conjugate of any one of claims 12 to 16, wherein said immunoglobulin
heavy chain variable domain (V) that has binding specificity for serum
albumin, or said immunoglobulin light chain variable domain (V) that has
binding specificity for serum albumin comprises an amino acid sequence
selected from the group consisting of SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
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NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ
ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 and SEQ ID
NO:23.

18. A recombinant nucleic acid encoding the drug fusion of claim 1 or claim 6.

19. A nucleic acid construct comprising the recombinant nucleic acid of claim 18.

20. A host cell comprising the recombinant nucleic acid of claim 18.

21. A method for producing a drug fusion comprising maintaining the host cell of
claim 20 under conditions suitable for expression of said recombinant nucleic
acid, whereby a drug fusion is produced.

22. A pharmaceutical composition comprising a drug fusion of claim 1 or claim 6,
or the drug conjugate of claim 12 and a physiologically acceptable carrier.

23. A drug conjugate or fusion comprising an insulinotropic agent and an antibody
fragment that binds an antigen, wherein the antigen acts to increase the half-life
of the drug conjugate or fusion in vivo.

24. The drug conjugate or fusion of claim 23, wherein the drug is a drug fusion
protein comprising the insulinotropic agent peptide bonded to the antibody
fragment.

25. The drug of claim 24, wherein the insulinotropic agent is fused to the antibody
fragment via peptide linker moiety.

26. The drug of any one of claims 23 to 25, wherein the antigen is serum albumin.

27. The drug of any one of claims 23 to 26, wherein the insulinotropic agent is a
glucagon-like peptide.

28. The drug of any one of claims 23 to 27, wherein the insulinotropic agent is
selected from the group consisting of GLP-1, GLP-1 analogue, Exendin-3, an
Exendin-3 analogue, Exendin-4 and an Exendin-4 analogue.

29. The drug of any one of claims 1, 6, 12 and 28, wherein the GLP-1 or analogue
comprises an amino acid sequence that is at least 80% homologous to a
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NO:s 157 or 159.

30. The drug of any one of claims 1, 6, 12 and 28, wherein the GLP-1 analogue
comprises Gly'’, Thr'?, Asp'*, Phe?” and lle®.
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31. The drug of any one of claims 29 and 30, wherein the GLP-1 analogue differs
from SEQ ID NO: 157 or SEQ ID NO: 159 by no more than 6 amino acids.

32. The drug of any one of claims 1, 6, 12 and 28 comprising a single variable
domain specific for serum albumin (SA) which has a dissociation constant (Kq)
of InM to 500uM for SA, as determined by surface plasmon resonance.

33. The drug of claim 32, wherein the SA-specific domain binds SA in a standard
ligand binding assay with an IC50 of InM to 500uM.

34. The drug of claim 23, comprising 2, 3 or 4 insulinotropic agent (IA) moieties.

35. The drug of claim 34, comprising IA-IA’-AF or IA-(AF),-IA’, wherein IA and
IA’ are the same or different insulinotropic agents and AF is an antibody
fragment as recited in claim 23, and n equals 1, 2, 3, 4, or 5.

36. The drug of claim 35, comprising [GLP-1]-[AF]-[GLP-1] or [GLP-1]-[GLP-1]-
[AF].

37. The drug of any one of the preceding claim, comprising an anti-satiety agent.

38. The drug of claim 37, wherein the anti-satiety agent is selected from the group
consisting of PYY, aPYY analogue, PYY (3-36).

39. The drug of claim 37 or 38 comprising IA-(AF),-(IA’) -[anti-satiety agent] or
[anti-satiety agent]- (IA’)x -(AF), - IA, wherein n equals 1, 2, 3, 4, or 5. and x
equals zero, 1, 2, 3,4, or 5.

40. The drug of any preceding claim having a t ¥; alpha of between 1 and 6 hours.

41. The drug of any preceding claim having a t ¥, beta of between 12 and 60 hours.

42. The drug of any one of claims 1, 6, 12 and 23, further comprising an agent
selected from the group consisting of insulin, Exendin-4, Exendin-3, PYY (3-
36), Resistin, Leptin, MC3R/MC4R antagonist, AgRP antagonist,
Apolipoprotein A-IV, Enterostatin, Gastrin-Releasing Peptide (GRP), IGF1,
BMP-9, IL-22, ReglV, interferon alfa, INGAP peptide, somatostatin, amylin,
neurulin, interferon beta, interferon hybrids, adiponectin, endocannabinoids, C
peptide, WNT10b, Orexin-A, adrenocorticotrophin, Enterostatin,
Cholecystokinin, oxyntomodulin, Melanocyte Stimulating Hormones,
melanocortin, Melanin concentrating hormone, BB-2, NPY Y2 agonists, NPY
Y5/Y1 antagonists, OXM, Gal-1R antagonists, MCH-1R antagonists, MC-3/4
agonists, BRS-3 agonists, pancreatic polypeptide, anti-Ghrelin antibody
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fragment, brain-derived neurotrophic factor, human growth hormone,
parathyroid hormone, follicle stimulating hormone, Gastric inhibitory peptide or
an analogue thereof.

43. A drug comprising GLP-1 or an analogue thereof and a protein moiety
comprising an antigen binding site, wherein the antigen binding site binds an
antigen which acts to increase the half-life of the drug conjugate in vivo, with the
proviso that the protein moiety is not a peptide having 10-30 amino acids.

44. A drug fusion comprising GLP-1 or an analogue thereof and a protein moiety
comprising an antigen binding site, wherein the antigen binding site binds an
antigen which acts to increase the half-life of the drug conjugate in vivo.

45. A drug of claim 43 or 44, wherein the GLP or analogue is GLP-1(7-37), GLP-
1(7-36) amide, [Ser*]GLP-1(7-36)amide, [Pro’]GLP-1(7-36), [Pro’]GLP-1(7-37)
or an analogue thereof,

46. A drug of claim 45, wherein the GLP analogue has a C terminal peptide selected
from the list consisting of PSS, PSSGAP or PSSGAPPPS.

47. A drug of claim 43, 44, 45 or 46, wherein said antigen is serum albumin.

48. A drug of any one of claims 43 to 47, comprising a single protein moiety.

49. A recombinant nucleic acid encoding the drug of any one of claims 43 to 48.

50. A nucleic acid construct comprising the recombinant nucleic acid of claim 49.

51. A host cell comprising the recombinant nucleic acid of claim 49.

52. A method for producing a drug fusion comprising maintaining the host cell of
claim 51 under conditions suitable for expression of said recombinant nucleic
acid, whereby a drug fusion is produced.

53. A pharmaceutical composition comprising a drug of any one of claims 43 to 48
and a physiologically acceptable carrier.

54. A method of treating and/or preventing a condition in a patient, comprising
administering to the patient a drug of any one of claims 1 to 17 and 23 to 48,
wherein the condition is selected from the group consisting of hyperglycemia,
type 2 diabetes, impaired glucose tolerance, type 1 diabetes, obesity,
hypertension, syndrome X, dyslipidemia, cognitive disorders, atheroschlerosis,
myocardial infarction, coronary heart disease and other cardiovascular disorders,

stroke, inflammatory bowel syndrome, dyspepsia and gastric ulcers.
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A method of delaying or preventing disease progression in type 2 diabetes in a
patient, the method comprising administering to the patient a drug of any one of
claims 1 to 17 and 23 to 48.

A method of decreasing food intake by a patient, decreasing B-cell apoptosis,
increasing [-cell function and B-cell mass and/or restoring glucose sensitivity of
B-cells in a patient, the method comprising administering to the patient a-drug of
any one of claims 1 to 17 and 23 to 48.

A method of decreasing food intake by a patient, decreasing (-cell apoptosis,
increasing B-cell function and B-cell mass and/or restoring glucose sensitivity of
B-cells, the method comprising administering to the patient a drug of any one of
claims 1 to 17 and 23 to 48.

A method of treating and/or preventing in a patient hyperglycemia, type 1
diabetes, type 2 diabetes or B-cell deficiency, the method comprising
administering to the patient a drug of any one of claims 1 to 17 and 23 to 48.
The drug of any one of claims 1 to 17 and 23 to 48 for treatment and/or
prevention of diabetes.

The drug of any one of claims 1 to 17 and 23 to 48 for treatment and/or
prevention of obesity.

The drug of any one of claims 1 to 17 and 23 to 48 for reducing food intake by a

patient.
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud internacional No.
PATENTABILIDAD PCT/GB2005/004599

Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se bas6 en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue presentada,
a menos que se indique lo contrario segiin este item.

@ la solicitud internacional en el idioma en el cual fue presentada

D Una traduccion de la solicitud internacional en, el cual es el idioma de una traduccién suministrada
para los propositos de:
D busqueda internacional (segun la Regla 12.3 (a) y 23.1 (b)).
D publicacién de la solicitud internacional (segtin la Regla 12.4(a))
l:] examen preliminar internacional (segin las Reglas 55.2 (a) y/0 55.3 (a)).

2. Respecto a los elementos de la solicitud internacional este Reporte se bas6 en (hojas reemplazadas que has sido
suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién segun Articulo 14, son referidas en este reporte

como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):
Descripcién, paginas

1-116 como se presentaron originalmente
Listado de secuencias parte de la descripcién, paginas

1,2 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, nimeros

1-61 como se presentaron originalmente
Dibujos, Hojas
1/42-42/42 como se presentaron originalmente

X] la secuencia numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria a la Secuencia Numerada

3. [] Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

(J 1a descripcién, paginas

[] 1as reivindicaciones, Nos.

(] los dibujos, hojas/figuras

(O listado de secuencia (especificar)

[ cualquier tabla(s) relacionadas con la serie de listados (especificar)

4.[] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta

indicado en la casilla suplementaria (regla 70.20)..

O

la descripcion, paginas

[] 1as reivindicaciones, Nos.

(] los dibujos, hojas/ figuras

[(J secuencia que enumera (especificar)

[J algunas tabla(s) relatando secuencia numerada (especificar)

*si el Item 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”

Forma PCT/IPEA/409 (Abril 2005)
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Casilla No. III No establecimiento de opinion respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invenci6n reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:
D toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 1-61 (todas en parte)

porque:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 54-58 se relacionan con la siguiente materia objeto que

no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

ver hoja separada

D la descripci6n, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacion) o dichas reivindicaciones
Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

D las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. estan sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién que
no pudo formarse una opinién significativa (especificar).

X no se ha establecido un reporte de biisqueda internacional para la solicitud completa o para dichas reivindicaciones Nos. 1-61
(todas en parte)

[:] no fue posible formarse una opinién significativa sin la lista de secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo
prescrito, no:

D presenté una lista de secuencias en papel cumpliendo con el estandar presentado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D presentd una lista de secuencias en formato electrénico cumpliendo con el estandar presentado en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D pago los derechos de presentacidn tardia requeridos para la presentacioén de una lista de secuencias en respuesta
a una invitacion bajo las Reglas 13ter.1(a) o (b) y 13ter.2.

E] no fue posible formarse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con la lista de secuencias; el solicitante, dentro
del limite de tiempo prescrito, no presenté dichas tablas en formato electrénico cumpliendo con los requerimientos
técnicos presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y dichas tablas no estaban disponibles a la
Autoridad de Busqueda Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D las tablas relacionadas con la lista de secuencias nucleétidas y/o amino acidas, si estan en formato electrénico inicamente,
no cumplen con los requerimientos técnicos presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

[:] Ver hoja suplementaria para mas detalles
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacion

1. Afir)acién

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-61

No: Reivindicaciones

Nivel inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-61

Aplicabilidad industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-53, 59-61

No: Reivindicaciones
2. Citaciones y explicaciones (Norma 70.7):

ver hoja separada

CASILLA No.VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, descripci6n, y dibujos o sobre la pregunta

si las reivindicaciones estan soportadas completamente por la descripcién, fueron formuladas:

ver hoja separada
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Casilla suplementaria relacionada con el listado de secuencia

Continuacién de la casilla I Item 2:

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invenci6n reivindicada, este reporte fue establecido segun:

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
(] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

™ en formato escrito
X en formato legible por computador

c. iempo de presentacién/suministro:

[] contenido en la solicitud internacional segun se registré.
[[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para el propésito de la bisqueda y/o examinacién.
[] recibida por esta Autoridad como una enmienda* en

2. X] Ademas, en el caso en que mas de una versién o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segun se present6 o no va més alla
de la solicitud segun se registré, segin lo apropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

*si el Item 4 en la casilla No. I aplica, el listado y/o tabla(s) relacionados con ello, el cual forma parte de las bases del
reporte, pueden ser marcadas “reemplazadas”
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Re Item II1
1 No establecimiento de opinién respecto a novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial (Regla
67.1 PCT)

Las reivindicaciones 54-58 se relacionan con la materia objeto que esta Autoridad considera que esta
cubierta por la disposicién de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formulara ninguna opinién
respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I)
PCT).

2 Principales Problemas Claridad (Articulo 6 PCT)

2.1Las reivindicaciones 1-61 no son claras en el sentido del Articulo 6 PCT puesto que comprenden
compuestos definidos tinicamente por su funcién deseada, es decir, agente insulinotrépico y agente anti-
saciedad, respectivamente. Dicho tipo de definicién del resultado que pretende ser obtenido no permite que
el alcance de la reivindicacién sea determinado. El hecho de que cualquier compuesto pueda ser examinado
no elimina esta objecion, puesto que la persona versada no hubiese tenido conocimiento de antemano en
cuanto a si caeria dentro del alcance reivindicado, excepto por los compuestos revelados en la descripcion.
Se requeria experimentacion excesiva para examinar compuestos al azar.
Las reivindicaciones 1-61 tampoco son claras (Articulo 6 PCT) en cuanto se relacionan con analogos,
agonistas y antagonistas, respectivamente, no especificados adicionalmente.
En relacion con los anéalogos, la solicitud proporciona diferentes referencias (c.f. p 2, §2) y las definiciones
(c.f. vig. p 13,131 —p 14, 1 11) que no son por su parte claras (Articulo 6 PCT). Por consiguiente, la
busqueda y también el examen ha estado limitado a las moléculas de GLP-1 especificamente mencionadas
en la solicitud, es decir las moléculas de GLP-1 segun se definen en la p 53-58, PYY(1-30), (3-36) y (22-
36) asi como las moléculas especificas enumeradas en la reivindicacién 42 con excepcion de aquellas que
se refieren a agonistas o antagonistas unicamente, GIP, Exendin, OXM y Pyy, PYY (3-36),
respectivamente (c.f. p 14,119).

2.2Las reivindicaciones 23-61 no son claras en el sentido del Articulo 6 PCT puesto que comprenden
compuestos definidos tinicamente por su funcién deseada, es decir, un antigeno que actia para aumentar la
vida media del conjugado de farmaco o fusidn en vivo, respectivamente. Dicho tipo de definicién del
resultado que pretende ser obtenido no permite que el alcance de la reivindicacion sea determinado. El
hecho de que cualquier compuesto pueda ser examinado no supera esta objecién, puesto que la persona
versada no hubiese tenido conocimiento de antemano en cuanto a si cae dentro del alcance reivindicado,
excepto por los compuestos revelados en la descripcion. Se requiere experimentacidn excesiva para

examinar compuestos al azar.

Por consiguiente, se ha llevado a cabo la busqueda y examen para aquellas partes de las

reivindicaciones que aparecen ser claras en vista de la descripcidn, a saber aquellas partes relacionadas con
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las moléculas especificas, bien definidas enumeradas en la pagina 18.

Item V

3

Di1:

D2:

D3:

Se hace referencia a los siguientes documentos:

WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND SCIENCE
UNIVERSITY) 3 de abril de 2003 (2003-04-03)

MEIER J ET AL: “GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 AS A REGULATOR OF FOOD INTAKE AND
BODY  WEIGHT: THERAPEUTIC PERSPECTIVES” EUROPEAN JOURNAL OF
PHARMACOLOGY, AMSTERDAM, NL, vol. 440, no. 2/3, 12 de abril de 2002 (2002-04-12), paginas
269-279, XP001113094 ISSN: 0014-2999

WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON, IAN; IGNATOVICH,
OLGA; HOLLT) 8 de enero de 2004 (2004-01-08)

Segun el solicitante se dio cuenta, WO 03/057235 fue designado erréneamente D3 en lugar de WO
2004/003019

Novedad (Articulo 33(2) PCT)

Ninguno de los documentos de la técnica anterior a la mano explicitamente revela 1) una fusion de
fArmaco que tenga la férmula: a-(X)nl-b-(Y)n2-c-(Z)n3-d o a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-(X)nl-d, donde X es un
agente insulinotrépico o un andlogo del mismo; Y es un dominio variable de cadena fuerte de
inmunoglobulina (VH) que tiene especificidad ligante para la albimina del suero, o un dominio variable
de cadena suave de inmunoglobulina (VL) que tiene especificidad ligante para la albiimina del suero; Z es
un farmaco polipéptido que tienen especificidad ligante para un objetivo; a, b, ¢ y d son
independientemente un polipéptido que corhprende de uno hasta cerca de 100 residuos de amino &cido o
ausente; nl es uno hasta cerca de 10; n2 es uno hasta cerca de 10; y n3 es cero hasta cerca de 10, 2) o uno
de los constructos especificos reivindicados en las otras reivindicaciones.

Por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 1-61, en cuanto se ha examinado (ver arriba), tiene

que ser considerada novedosa (Art. 33(2), PCT).

Paso Inventive (Articulo 33(3) PCT)
La materia objeto de las reivindicaciones 1-61, en cuanto se ha examinado, no parece comprender un paso

inventivo en el sentido del Art. 33(3), PCT por las siguientes razones:

D1 es considerado la técnica anterior mas cercana y reivindica un método para disminuir el consumo de
calorias/disminuir el apetito/consumo de alimentos/control de peso/reducciéon o prevencion de la

obesidad,
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que comprende administrar periféricamente una cantidad efectiva terapéuticamente de PYY o un agonista del
mismo y una cantidad efectiva terapéuticamente de GLP-1 o un agonista del mismo para el sujeto (c.f.

reivindicacion 1).

La materia objeto difiere de D1 en que reivindica un constructo que comprende un agente

insulinotrébico/saciedad tal como GLP-1, un dAb albiimina del anti-suero y un tercer agente tal como PYY.

El efecto técnico es una vida media mejorada del suero.

Por lo tanto, el problema técnico es proporcionar agentes insulinotrépicos/anti-saciedad con una vida media

mejorada del suero.

La solucién reivindicada son constructos segun se reivindicaron.

Comenzando de las ensefianzas de D1 (ver arriba) y el conocimiento comun en el campo tal como D2 (revela

que GLP-1 tiene una vida media corta del suero), una persona versada consultaria la literatura para estrategias

apropiadas para mejorar la vida media de dicho agente y recuperar v.g. D3.
D3 reivindica un ligando di- o trimérico especifico doble especifico para v.g. TNFR1 (p 55) (antagoniza
el TNFR1) y especifico para albumina del suero (Kd 1 nM — 500 pM, efecto de aumentar la vida media
del suero) (c.f. reivindicaciones 26, 27, 41, 44). Uso de ligantes, covalentes, ligantes no covalentes (v.g.
avidin-estreptavidin) (¢.f. p 5,129 -p 6,126, p 8,19-21;p9,121-p10,16;p 11,111-19; p 26; p 27, 3;
p 31, 110-26 II; reivindicaciones 115-117). Para tratar inflamacion, infecciones, céncer, alergias (p 77, I
10-15). D3 explicitamente menciona que ademas de la proteina que mejora la vida media los constructos
pueden comprender cualquier antigeno, una persona versada en la técnica apreciara que la escogencia sea

larga y variada (c.f. § pagina de unién 13-14).

El solicitante sostiene en su carta del 01.02.2007, que la solicitud actual prevé un enlace o espaciador
funcional entre el agente insulinotrdpico y una proteina con un suero de vida media en vivo prolongado. El
espaciador de la presente invencién siendo una mitad ligante polipéptida, v.g. un fragmento ligante Ag de un
Ab que tiene especificidad ligante para un polipéptido que aumenta ia vida media del suero en vivo. El
espaciador tiene la ventaja de que tiene una tasa de prendido/apagado que permite interacciones del receptor‘
GLP-1 sin la albumina que interfiere.

La diferencia entre la presente solicitud y D3 es que el farmaco es conjugado u
fusionado a un dominio Ab simple anti-SA, mientras que D3 describe un ligando
especifico doble que comprende dos dominios Ab cada uno con especificidad Ag diferente, y ambos

unen
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a sus Ag respectivos y por lo tanto con un efecto. En la solicitud actual, el dominio Ab anti-SA simplemente actua

como un espaciador entre el farmaco GLP-1 y la albimina.

La IPEA todavia considera que una persona versada actualizada consideraria, sin ninguna retrospectiva, el uso de
las nuevas tecnologias disponibles en la quimica de proteinas. D3 es solo un ejemplo de un documento que
describe el aumento de la vida media del suero de un constructo dado conjugando un agente objetivo/terapéutico a
una molécula cuyo objetivo es una proteina que mejora la vida media del suero. Una persona versada estaria
consciente por supuesto de las ventajas de usar v.g. el dominio Ab anti-SA més pequefio en comparacion con la

unién SA directa del agente objetivo/terapéutico.

Por lo tanto, todavia se considera que los constructos reivindicados no requieren habilidades inventivas en vista
de la técnica anterior existente.

Por consiguiente, no puede reconocerse paso inventivo para la materia objeto de las reivindicaciones 1-61, segun
se han examinado (Articulo 33(3) PCT).

Por lo tanto, pareceria que los constructos reivindicados no requeririan habilidades inventivas en vista de la
técnica anterior existente.

Por consiguiente, no puede reconocerse ningin paso inventivo para la materia objeto de las reivindicaciones 1-61,

en cuanto han sido examinadas (Articulo 33(3) PCT).

6 comentarios adicionales

6.1 Las reivindicaciones 21, 52, 54 no excluyen un método en vivo humano posible y, por lo tanto, podrian
estar en conflicto con los criterios de algunos Estados Contratantes del PCT. La EPC, por ejemplo,
excluye el derecho a patentar dichas reivindicaciones por ser contrarias al “orden publico” o a la
moralidad.

6.2 En una fase regional europea posterior pueden elevarse objeciones contra cualquier expresion dentro de la
descripcion tal como “...incorporado por referencia...” como la ley de patente regional requiere que la
solicitud esté contenida en si misma.

’

6.3 El uso repetido del término/frase no restringido “cerca”, “...cerca..hasta cerca de..” o términos
semejantes introduce ambigiiedad en las reivindicaciones 1-5 (c.f. Lineamientos del PCT, 5.38).

6.4 Las abreviaturas usadas dentro de las reivindicaciones (v.g. PYY, GLP, AgRP, etc.) debe deletrearse en la
primera ocurrencia, y luego introducirse colocando la abreviatura en paréntesis después del término que
se abrevia (Art. 6 PCT, Lineamientos del PCT, 5.31).

6.5 El uso de “un péptido semejante al glucagdn” no es considerado claro ya que no es evidente si la
referencia se relaciona con el bien caracterizado “péptido semejante al glucagén” o a cualquier péptido
semejante al glucagén (Art. 6 PCT).

6.6 Los numeros de la solicitud de patente deben remplazarse por los numeros de la publicacién

correspondiente.

Item VIII
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1. Observaciones adicionales

1.1 De los datos experimentales proporcionados en la solicitud, es evidente que la afinidad de un dAb por SA
no se correlaciona obligatoriamente con su potencial de prolongacion t1/2 (c.f. v.g. Tabla 4, p 79; Dom7r-
3t1/2 13.7 h, afinidad 12 nM, Vk frente a Dom7r-16 t1/2 34.4 h, afinidad 1 uM, VKk).

12 Los resultados en la p 78, Tabla 3 muestran que el [L-1ra t1/2 se prolonga al unirse a un anti-SA dAb.
Sin embargo, la misma tabla aparentemente también demuestra que t1/2 esta drasticamente influenciado
por la molécula unida al anti-SA dAb (c.f. Dom7m-16/IL-ra, t1/2 4.3 h frente a Dom7m-16 HA tag, t1/2
29 h). Esto podria indicar que el efecto prolongado t1/2 de un dAb dado tiene que ser exaﬁinado para

cada combinacion especifica individualmente.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
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Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
X the international application in the language in which it was filed
O atranslation of the international application into , which is the language

of a translation furnished for the purposes of:

O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O} pubtication of the international application {(under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) and/or 55.3(a))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed" and are not annexed to this report).

Description, Pages

1-116 as originally filed

Sequence listings part of the description, Pages

1,2 as originally filed

Claims, Numbers

1-61 as originally filed

Drawings, Sheets

1/42-42/42 as originally filed

] a sequence listing andior any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. O The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. 00 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

[ any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT international application No.

ON PATENTABILITY PCT/GB2005/004599
Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O
X

the entire international application,

claims Nos. 1-61 (all in part)

because:

&

the said international application, or the said claims Nos. 54-58 relate to the following subject matter which
does not require an international preliminary examination (specify).

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify).

no International search report has been established for the said claims Nos. 1-61 (all in part)

a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O turnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

[0 pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Preliminary Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details
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Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-61
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 1-61

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-53, 59-61

No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Box No. VIll Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTAPEA/ 409 (April 2005)




<%

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/GB2005/004599

Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1.

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this report was established on the basis of:

a. type of material:
X asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
X on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
(J contained in the international application as filed
0 filed together with the international application in electronic form
X furnished subsequently to this Authority for the purposes of search and/or examination
[0  received by this Authority as an amendment* on
& in addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating
thereto has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or

additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were furnished.

Additional comments:

If item 4.in Box No. | applies, the listing and/or table(s) related thereto, which form part of the basis of the report,
may be marked “superseded.”
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Item llI

1 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability (Rule 67.1 PCT)
Claims 54-58 relate to subject matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Art. 34(4)(a)(1) PCT).

2 Clarity (Art. 6 PCT)

2.1 Claims 1-61 are unclear (Art. 6 PCT) as they encompass compounds defined only by
their desired function, i.e. insulinotropic agent and anti satiety agent, respectively. Such
a result-to-be-achieved type of definition does not allow the scope of the claim to be
ascertained. The fact that any compound could be screened does not overcome this
objection, as the skilled person would not have knowledge beforehand as to whether it
would fall within the scope claimed, except for the compounds disclosed in the
description. Undue experimentation would be required to screen compounds randomly.
Claims 1-61 are also unclear (Art. 6 PCT) as far as relating to not further specified
analogues, agonists and antagonists, respectively.

Concerning analogs the application provides different references (c.f. p 2, §2) and
definitions (c.f. e.g. p 13,131 - p 14, | 11) which are on their part unclear (Art. 6 PCT).
Consequently, the search and also examination has been limited to the GLP-1 molecules
specifically mentioned in the application, i.e. the GLP-1 molecules as defined on p 53-58,
PYY(1-36), (3-36) and (22-36) as well as the specific molecules listed in claim 42 with the
exception of those referring to agonists or antagonists only, GIP, Exendin, OXM and Pyy,
PYY (3-36), respectively (c.f. p 14, | 19).

2.2 Claims 23-61 are unclear in the sense of Art. 6 PCT as they encompass compounds
defined only by their desired function, i.e. antigen acting to increase the half-life of the
drug conjugate or fusion in vivo, respectively. Such a result-to-be-achieved type of
definition does not allow the scope of the claim to be ascertained. The fact that any
compound could be screened does not overcome this objection, as the skilled person
would not have knowledge beforehand as to whether it would fall within the scope
claimed, except for the compounds disclosed in the description. Undue experimentation
would be required to screen compounds randomly.

Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the
claims which appear to be clear in view of the description, namely those parts relating to
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the specific, well defined'molecules listed on page 18.

ltem V

3 Reference is made to the following documents:

D1 WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND
SCIENCE UNIVERSITY) 3 April 2003 (2003-04-03)

D2 MEIER J J ET AL: "GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 AS A REGULATOR OF FOOD
INTAKE AND BODY WEIGHT: THERAPEUTIC PERSPECTIVES" EUROPEAN
JOURNAL OF PHARMACOLOGY, AMSTERDAM, NL, vol. 440, no. 2/3, 12 April 2002
(2002-04-12), pages 269-279, XP001113094 ISSN: 0014-2999

D3 WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA; HOLT) 8 January 2004 (2004-01-08)

As realized by the applicant, WO 03/057235 was erroneously designated D3 instead of
WO 2004/003019

4 Novelty (Art. 33(2) PCT)

4.1 None of the prior art documents at hand explicitly disclose 1) a drug fusion having the
formula: a-(X)nl-b-(Y)n2-c-(Z)n3-d or a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-(X)nl-d, wherein X is an
insulinotropic agent or an analogue thereof; Y is an immunoglobulin heavy chain variable
domain (VH) that has binding specificity for serum albumin, or an immunoglobulin light
chain variable domain (VL) that has binding specificity for serum albumin; Z is a
polypeptide drug that has binding specificity for a target; a, b, ¢ and d are independently
a polypeptide comprising one to about 100 amino acid residues or absent; nl is one to
about 10; n2 is one to about 10; and n3 is zero to about 10, 2) or one of the specific
constructs claimed in the other claims.

Therefore, the subject matter of claims 1-61, as far as examined (see above), has to be
considered novel (Art. 33(2) PCT).

5 Inventive step (Art. 33(3) PCT)
The subject matter of claims 1-61, as far as examined, would not appear to involve an
inventive step in the sense of Art. 33(3) PCT for the following reasons:

D1 is considered to be the closest prior art and claims a method for decreasing calorie
intake/decreasing appetite/food intake/weight control/reduction or prevention of obesity,
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which comprises peripherally administering a therapeutically effective amount of PYY or an
agonist thereof and a therapeutically effective amount of GLP-1 or an agonist thereof to the
subject (c.f. claim 1).

The claimed subject matter differs from D1 in that it claims a construct comprising an
insulinotropic/satiety agent such as GLP-1, an anti-serum albumin dAb and optionally a third
agent such as PYY.

The technical effect is an enhanced serum half-life.

Therefore, the technical problem is to provide alternative insulinotropic/anti-satiety agents
with enhanced serum half life.

The claimed solution are constructs as claimed.

Starting from the teachings of D1 (see above) and the common knowledge in the field such
as D2 (discloses that GLP-1 has a short serum half-life), a skilled person would consult the
literature for suitable strategies to enhance the half-life of such an agent and retrieve e.g.
D3.
D3claims a dual specific di- or trimeric ligand specific for e.g. TNFR1 (p55) (antagonises
TNFR1) and specific for serum albumin (Kd 1 nM - 500 uM, effect of increasing serum
haif-life) (c.f. claims 26, 27, 41, 44). Use of linkers, covalent, non-covalent linking (e.g.
avidin-streptavidin) (c.f. p 5,129 -p 6,126;p 8,19-21; p9,121-p 10, 16; p 11,1 11-19;
p 26; p 27, 3; p 31,1 10-26 I}; claims 115-117). Intended for treating inflammation,
infections, cancer, allergies (p 77, | 10-15). D3 explicitly mentions that in addition to the
half-life enhancing protein the constructs may comprise any antigen, one skilled in the art
will appreciate that the choice is large and varied (c.f. § bridging page 13-14).

The applicant argued in his letter of 01.02.2007, that the current application provides for a
functional link or spacer between the insulinotropic agent and a protein with a prolonged
serum half-life in vivo. The spacer of the present invention being a polypeptide binding
moiety, e.g. a Ag-binding fragment of an Ab that has binding specificity for a polypeptide
that enhances serum half-life in vivo. The spacer having the advantage that it has an on/off
rate allowing GLP-1 - receptor interactions without the interfering albumin.

The difference between the present application and D3 being that the drug is conjugated
or fused to a anti-SA single domain Ab, while D3 describes a dual specific ligand comprising
two domain Ab each having different Ag specificity, both of them binding their respective Ag
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and thus having an effect. In the current application, the anti-SA domain Ab merely acts as
a spacer between te GLP-1 drug and albumin.

The IPEA still considers that an updated skilled person would, without any hindsight,
consider to use the new technologies available in protein chemistry. D3 is just one example
of a document describing the increase of serum-half-life of a given construct by conjugating
a targeting/therapeutic agent to a molecule targeting a serum-half-life enhancing protein.
A skilled person would of course be aware of the advantages of using e.g. the smaller anti-
SA-domain Ab compared to direct SA coupling of the targeting/therapeutic agent.

Thus, it is still considered that the claimed constructs do not require inventive skills in view
of the existing prior art.

Consequently, no inventive step can be acknowledged for the subject matter of claims 1-
61, as far as examined (Art. 33(3) PCT).

6 further remarks

6.1 Claims 21, 52, 54 do not exclude a possible human in vivo method and, thus, might be
in conflict with criteria of some PCT Contracting States. The EPC, for example excludes
the right to patent such claims as being contrary to the "ordre public" or morality.

6.2 In a later European regional phase objections might be raised against any expression
within the description such as "...incorporated by reference..." as the regional patent law
requires that the application is self-contained.

6.3 The repeated use of the non restrictive term/phrase "about”, "...about...to about..." or
similar terms introduces ambiguity into claims 1-5 (c.f. PCT Guidelines, 5.38).

6.4 Abbreviations used within the claims (e.g. PYY, GLP, AgRP etc) should be spelled out at
first occurrence, and then introduced by placing the abbreviation in parentheses after the
term being abbreviated (Art. 6 PCT, Guidelines 5.31).

6.5 The use of "a glucagon-like peptide" is considered to be unclear as it is not evident
whether the reference relates to well characterized "glucagon-like peptide" or to any
peptide similar to glucagon (Art. 6 PCT).

6.6 Patent application numbers should be replaced by the corresponding publication
numbers.

item VIl
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1 additional observations

1.1 From the experimental data provided in the application, it becomes evident that the affinity
of a dAb for SA does not mandatorily correlate with its t1/2 prolonging potential (c.f. e.g.
Table 4, p 79; Dom7r-3 t1/2 13.7 h, affinity 12 nM, Vk versus Dom7r-16 t1/2 34.4 h,
affinity 1 uM, Vk).

1.2 The results in p 78, Table 3 show that the IL-1ra t1/2 is prolonged when attaching it to an

anti-SA dAb.
However, the same table apparently also demonstrates that the t1/2 is drastically
influenced by the molecule attached to the anti-SA dAb (c.f. Dom7m-16/IL-ra, t1/2 4.3 h
versus Dom7m-16 HA tag, t1/2 29 h). This could indicate that the t1/2 prolonging effect
of a given dAb has to be tested for each specific combination individually.
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1. Observaciones adicionales

1.1 De los datos experimentales proporcionados en la solicitud,e/sevidente que la afinidad de un dAb por SA
no se correlaciona obligatoriamente con su potencial dé prolongacion t1/2 (c.f. v.g. Tabla 4, p 79; Dom7r-
3t1/2 13.7 h, afinidad 12 nM, Vk frente a Dom7:<16 t1/2 34.4 h, afinidad 1 uM, Vk).

1.2 Los resultados en la p 78, Tabla 3 muestran que el IL-1ra t1/2 se prolonga al unirse a un anti-SA dAb.
Sin embargo, la misma tabla aparentemgnté también demuestra que t1/2 estd drasticamente influenciado
por la molécula unida al anti-SA dAb/(é.f. Dom7m-16/IL-ta, t1/2 4.3 h frente a Dom7m-16 HA tag, t1/2
29 h). Esto podria indicar que el efecto prolongado t1/2 de un dAb dado tiene que ser examinado para

cada combinacién especifica individualmente.
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Casilla No.I Bases de esta opinion

1. Respecto al idioma, esta opinion se ha establecido con base en:

X La solicitud internacional en el idioma en el cual se presenté

(] Una traducci6n de la solicitud internacional al , que es el lenguaje de una
traduccién entregada para propositos de la busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invenci6n reivindicada, esta opinion se ha establecido seguin:

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
(] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

X en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[ contenido en la solicitud internacional segin se registr6.
[[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
DX proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la busqueda..

. [X] Ademas, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informaci6n en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se present6 o no va més allé
de la solicitud segun se registré, segtin lo apropiado, fueron suministradas.

. Comentarios adicionales:
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Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 1-61 (todas en parte)
porque:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 54-58 se relacionan con la siguiente materia objeto que

no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

ver hoja separada

D la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacién) o dichas reivindicaciones
Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

[:] las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estan sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién que
no pudo formarse una opinién significativa (especificar).

X no se ha establecido un reporte de buisqueda internacional para la solicitud completa o para dichas reivindicaciones Nos. 1-61

D no fue posible formarse una opinion significativa sin la lista de secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo
prescrito, no:

D presentd una lista de secuencias en papel cumpliendo con el estandar presentado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D presentd una lista de secuencias en formato electrénico cumpliendo con el estandar presentado en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D pago los derechos de presentacion tardia requeridos para la presentacion de una lista de secuencias en respuesta
a una invitacion bajo las Reglas 13ter.1(a) o (b).

D no fue posible formarse una opinidn significativa sin las tablas relacionadas con la lista de secuencias; el solicitante, dentro
del limite de tiempo prescrito, no presentd dichas tablas en formato electrénico cumpliendo con los requerimientos técnicos
presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y dichas tablas no estaban disponibles a la Autoridad de
Busqueda Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D las tablas relacionadas con la lista de secuencias nucledtidas y/o amino acidas, si estan en formato electronico inicamente,
no cumplen con los requerimientos técnicos presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

D Ver la Casilla Suplemantaria para mas detalles
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BUSQUEDA INTERNACIONAL
Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43 bis. 1 (a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o

aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacioén

1. Afirmacién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-61
No: Reivindicaciones

Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-61

Aplicabilidad industrial (IA)  Si: Reivindicaciones 1-53, 59-61

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

CASILLA No. VIII Ciertas observaciones en la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, descripcién, y dibujos o sobre la

pregunta si las reivindicaciones estan soportadas completamente por la descripcién, fueron formuladas:

ver hoja separada

Forma PCT/1SA /237 (Abril 2005)

R



OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL .
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/004599

Re Item 111

1 No establecimiento de opinion respecto a novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial

2.2

(Regla 67.1 PCT)

Las reivindicaciones 54-58 se relacionan con la materia objeto que esta Autoridad considera que
esta cubierta por la disposicion de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formulara
ninguna opinién respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas

reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) PCT).

Principales Problemas Claridad (Articulo 6 PCT)

Las reivindicaciones 1-61 no son claras en el sentido del Articulo 6 PCT puesto que comprenden
compuestos definidos Unicamente por su funcidn deseada, es decir, agente insulinotropico y
agente anti-saciedad, respectivamente. Dicho tipo de definicién del resultado que pretende ser
obtenido no permite que el alcance de la reivindicacién sea determinado. El hecho de que
cualquier compuesto pueda ser examinado no elimina esta objecién, puesto que la persona
versada no hubiese tenido conocimiento de antemano en cuanto a si caeria dentro del alcance
reivindicado, excepto por los compuestos revelados en la descripcién. Se requeria
experimentacion excesiva para examinar compuestos al azar.

Las reivindicaciones 1-61 tampoco son claras (Articulo 6 PCT) en cuanto se relacionan con
analogos, agonistas y antagonistas, respectivamente, no especificados adicionalmente.

En relacion con los andlogos, la solicitud proporciona diferentes referencias (c.f. p 2, §2) y las
definiciones (c.f. v.g. p 13,131 — p 14, 1 11) que no son por su parte claras (Articulo 6 PCT). Por
consiguiente, la bisqueda y también el examen ha estado limitado a las moléculas de GLP-1
especificamente mencionadas en la solicitud, es decir las moléculas de GLP-1 segun se definen en
la p 53-58, PYY(1-36), (3-36) y (22-36) asi como las moléculas especificas enumeradas en la
reivindicacion 42 con excepcion de aquellas que se refieren a agonistas o antagonistas
Unicamente, GIP, Exendin, OXM y Pyy, PYY (3-36), respectivamente (c.f.p 14,119).

Las reivindicaciones 23-61 no son claras en el sentido del Articulo 6 PCT puesto que comprenden
compuestos definidos unicamente por su funcién deseada, es decir, un antigeno que actua para
aumentar la vida media del conjugado de farmaco o fusién en vivo, respectivamente. Dicho tipo
de definicién del resultado que pretende ser obtenido no permite que el alcance de la
reivindicacidn sea determinado. El hecho de que cualquier compuesto pueda ser examinado no
supera esta objecidn, puesto que la persona versada no hubiese tenido conocimiento de antemano
en cuanto a si cae dentro del alcance reivindicado, excepto por los compuestos revelados en la
descripcion. Se requiere experimentacion excesiva para examinar compuestos al azar.

Por consiguiente, se ha llevado a cabo la busqueda y examen para aquellas partes de las

reivindicaciones que aparecen ser claras en vista de la descripcidn, a saber aquellas partes
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relacionadas con las moléculas especificas, bien definidas enumeradas en la pagina 18.

Item V

3

D1:

D2:

D3:

4.1

Se hace referencia a los siguientes documentos:

WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND
SCIENCE UNIVERSITY) 3 de abril de 2003 (2003-04-03)

MEIER J ET AL: “GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 AS A REGULATOR OF FOOD INTAKE
AND BODY WEIGHT: THERAPEUTIC PERSPECTIVES” EUROPEAN JOURNAL OF
PHARMACOLOGY, AMSTERDAM, NL, vol. 440, no. 2/3, 12 de abril de 2002 (2002-04-12),
paginas 269-279, XP001113094 ISSN: 0014-2999

WO 03/057235 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH AND
SCIENCE UNIVERSITY) 17 de julio de 2003 (2003-07-17)

Novedad (Articulo 33(2) PCT)

Ninguno de los documentos de la técnica anterior a la mano explicitamente revela 1) una fusion
de farmaco que tenga la férmula: a-(X)nl-b-(Y)n2-c-(Z)n3-d o a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-(X)nl-d, donde
X es un agente insulinotrépico o un analogo del mismo; Y es un dominio variable de cadena
fuerte de inmunoglobulina (VH) que tiene especificidad ligante para la albumina del suero, 0 un
dominio variable de cadena suave de inmunoglobulina (VL) que tiene especificidad ligante para
la albimina del suero; Z es un farmaco polipéptido que tienen especificidad ligante para un
objetivo; a, b, ¢ y d son independientemente un polipéptido que comprende de uno hasta cerca de
100 residuos de amino acido o ausente; nl es uno hasta cerca de 10; n2 es uno hasta cerca de 10; y
n3 es cero hasta cerca de 10, 2) o uno de los constructos especificos reivindicados en las otras
reivindicaciones.

Por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 1-61, en cuanto se ha examinado (ver

arriba), tiene que ser considerada novedosa (Art. 33(2), PCT).

Paso Inventivo (Articulo 33(3) PCT)
La materia objeto de las reivindicaciones 1-61, en cuanto se ha examinado, no parece comprender

un paso inventivo en el sentido del Art. 33(3), PCT por las siguientes razones:

D1 es considerado la técnica anterior mas cercana y reivindica un método para disminuir el
consumo de calorias/disminuir el apetito/consumo de alimentos/control de peso/reduccién o

prevencion de la obesidad, que comprende administrar periféricamente una cantidad efectiva

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 2) (EPO - Abril 2005)
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terapéuticamente de PY'Y o un agonista del mismo y una cantidad efectiva terapéuticamente de GLP-

1 o un agonista del mismo para el sujeto (c.f. reivindicacién 1).

La materia objeto difiere de D1 en que reivindica un constructo que comprende un agente

insulinotropico/saciedad tal como GLP-1, un dAb albumina del anti-suero y un tercer agente tal como

PYY.

El efecto técnico es una vida media mejorada del suero.

Por lo tanto, el problema técnico es proporcionar agentes insulinotropicos/anti-saciedad con una vida

media mejorada del suero.

La solucién reivindicada son constructos segun se reivindicaron.

Comenzando de las ensefianzas de D1 (ver arriba) y el conocimiento comin en el campo tal como D2

(revela que GLP-1 tiene una vida media corta del suero), una persona versada consultaria la literatura

para estrategias apropiadas para mejorar la vida media de dicho agente y recuperar v.g. D3.

6

D3 reivindica un ligando di- o trimérico especifico doble especifico para v.g. TNFR1 (p 55)
(antagoniza el TNFR1) y especifico para albimina del suero (Kd 1 nM - 500 pM, efecto de
aumentar la vida media del suero) (c.f. reivindicaciones 26, 27, 41, 44). Uso de ligantes,
covalentes, ligantes no covalentes (v.g. avidin-estreptavidin) (c.f. p 5,129 -p 6,126;p 8,19-21; p
9,121-p10,16;p 11, 111-19; p 26; p 27, 3; p 31, I 10-26 II; reivindicaciones 115-117). Para
tratar inflamacién, infecciones, cancer, alergias (p 77, I 10-15). D3 explicitamente menciona que
ademas de la proteina que mejora la vida media los constructos pueden comprender cualquier
antigeno, una persona versada en la técnica apreciara que la escogencia sea larga y variada (c.f. §

pagina de unién 13-14).

Por lo tanto, pareceria que los constructos reivindicados no requeririan habilidades inventivas en
vista de la técnica anterior existente.
Por consiguiente, no puede reconocerse ningun paso inventivo para la materia objeto de las

reivindicaciones 1-61, en cuanto han sido examinadas (Articulo 33(3) PCT).

comentarios adicionales

6.1 Las reivindicaciones 21, 52, 54 no excluyen un método en vivo humano posible y, por lo tanto,

podrian estar en conflicto con los criterios de algunos Estados Contratantes del PCT. La EPC, por
ejemplo, excluye el derecho a patentar dichas reivindicaciones por ser contrarias al “orden

publico” o a la moralidad.

6.2  En una fase regional europea posterior pueden elevarse objeciones contra cualquier expresion

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 3) (EPO - Abril 2005)
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6.3

6.4

6.5

(13 b

dentro de la descripcion tal como “...incorporado por referencia..” como la ley de patente

regional requiere que la solicitud esté contenida en si misma.

El uso repetido del término/frase no restringido “cerca”, “...cerca...hasta cerca de...” o términos
semejantes introduce ambigiiedad en las reivindicaciones 1-5 (c.f. Lineamientos del PCT, 5.38).
Las abreviaturas usadas dentro de las reivindicaciones (v.g. PYY, GLP, AgRP, etc.) debe
deletrearse en la primera ocurrencia, y luego introducirse colocando la abreviatura en paréntesis
después del término que se abrevia (Art. 6 PCT, Lineamientos del PCT, 5.31).

El uso de “un péptido semejante al glucagén” no es considerado claro ya que no es evidente si la

referencia se relaciona con el bien caracterizado “péptido semejante al glucagén” o a cualquier

péptido semejante al glucagén (Art. 6 PCT).

6.6 Los numeros de la solicitud de patente deben remplazarse por los niimeros de la publicacion
correspondiente.

Item VIII

1. Observaciones adicionales

1.1 De los datos experimentales proporcionados en la solicitud, es evidente que la afinidad de un dAb
por SA no se correlaciona obligatoriamente con su potencial de prolongacién t1/2 (c.f. v.g. Tabla
4, p 79; Dom7r-3 t1/2 13.7 h, afinidad 12 nM, Vk frente a Dom7r-16 t1/2 34.4 h, afinidad 1 uM,
Vk).

1.2 Los resultados en la p 78, Tabla 3 muestran que el IL-1ra t1/2 se prolonga al unirse a un anti-SA

dAb.

Sin embargo, la misma tabla aparentemente también demuestra que t1/2 estd drasticamente
influenciado por la molécula unida al anti-SA dAb (c.f. Dom7m-16/IL-ra, t1/2 4.3 h frente a
Dom7m-16 HA tag, t1/2 29 h). Esto podria indicar que el efecto prolongado t1/2 de un dAb dado

tiene que ser examinado para cada combinacidn especifica individualmente.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/GB2005/004599

Box No.! Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

[0 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
a sequence listing
O table(s) related to the sequencs listing
b. format of material:
& on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
0O contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in electronic form.
& furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. ® In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished. ‘

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/GB2005/004599

Box No. Ill Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

O the entire international application
claims Nos. 1-61 (all in part)
because:

the said international application, or the said claims Nos. 54-58 relate to the following subject matter
which does not require an international search (specify):

see separate sheet

(0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  ‘are soO
unclear that no meaningfut opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

X no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos. 1-61
(alt in part)

O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit: :

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it. :

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

O a meaningfut opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

O the tables related to the nucleotide andlor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)




(S

WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/GB2005/004599

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-61
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 1-61

Industrial applicability (I1A) Yes: Claims 1-53, 59-61
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/004599
item lil

1 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability (Rule 67.1, PCT)
Claims 54-58 relate to subject matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv), PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Article 34(4)(a)(l), PCT).

2 Major Clarity problems (Article 6, PCT)

2.1 Claims 1-61 are unclear in the sense of Art. 6, PCT as they encompass compounds
defined only by their desired function, i.e. insulinotropic agent and anti satiety agent,
respectively. Such a result-to-be-achieved type of definition does not allow the scope of
the claim to be ascertained. The fact that any compound could be screened does not
overcome this objection, as the skilled person would not have knowledge beforehand as
to whether it would fall within the scope claimed, except for the compounds disclosed in
the description. Undue experimentation would be required to screen compounds
randomly.

Claims 1-61 are also unclear (Art. 6, PCT) as far as relating to not further specified
analogues, agonists and antagonists, respectively.

Concerning analogs the application provides different references (cf. p 2, §2) and
definitions (c.f. e.g. p 13,131 - p 14,1 11) which are on their part unclear (Art. 6, PCT).
Consequently, the search and also examination has been limited to the GLP-1 molecules
specifically mentioned in the application, i.e. the GLP-1 molecules as defined on p 53-58,
PYY(1-36), (3-36) and (22-36) as well as the specific molecules listed in claim 42 with the
exception of those referring to agonists or antagonists only, GIP, Exendin, OXM and Pyy,
PYY (3-36), respectively (c.f. p 14,119).

2.2 Claims 23-61 are unclear in the sense of Art. 6, PCT as they encompass compounds
defined only by their desired function, i.e. antigen acting to increase the half-life of the
drug conjugate or fusion in vivo, respectively. Such a result-to-be-achieved type of
definition does not allow the scope of the claim to be ascertained. The fact that any
compound could be screened does not overcome this objection, as the skilled person
would not have knowledge beforehand as to whether it would fall within the scope
claimed, except for the compounds disclosed in the description. Undue experimentation
would be required to screen compounds randomly.

Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/004599

claims which appear to be clear in view of the description, namely those parts relating to
the specific, well defined molecules listed on page 18.

ltem V
3 Reference is made to the following documents:

D1: WO 03/026591 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH
AND SCIENCE UNIVERSITY) 3 April 2003 (2003-04-03)

D2: MEIER J J ET AL: "GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 1 AS A REGULATOR OF FOOD
INTAKE AND BODY WEIGHT: THERAPEUTIC PERSPECTIVES" EUROPEAN
JOURNAL OF PHARMACOLOGY, AMSTERDAM, NL, vol. 440, no. 2/3, 12 April 2002
(2002-04-12), pages 269-279, XP001113094 ISSN: 0014-2999

D3: WO 03/057235 A (IMPERIAL COLLEGE INNOVATIONS LTD; OREGON HEALTH
AND SCIENCE UNIVERSITY) 17 July 2003 (2003-07-17)

4 Novelty (Art. 33(2), PCT)

4.1 None of the prior art documents at hand explicitly disclose 1) a drug fusion having the
formula: a-(X)nk-b-(Y)n2-c-(Z)n3-d or a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-(X)nl-d, wherein X is an
insulinotropic agent or an analogue thereof; Y is an immunoglobulin heavy chain variable
domain (VH) that has binding specificity for serum albumin, or an immunoglobulin light
chain variable domain (VL) that has binding specificity for serum albumin; Z is a
polypeptide drug that has binding specificity for a target; a, b, ¢ and d are independently
a polypeptide comprising one to about 100 amino acid residues or absent; nlis one to
about 10; n2 is one to about 10; and n3 is zero to about 10, 2) or one of the specific
constructs claimed in the other claims.

Therefore, the subject matter of claims 1-61, as far as examined (see above), has to be
considered to be novel (Art. 33(2), PCT).

5 Inventive step (Art. 33(3), PCT)
The subject matter of claims 1-61, as far as examined, would not appear to involve an
inventive step in the sense of Art. 33(3), PCT for the following reasons:

D1 is considered to be the closest prior art and claims a method for decreasing calorie

intake/decreasing appetite/food intake/weight control/reduction or prevention of obesity,
which comprises peripherally administering a therapeutically effective amount of PYY or an

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/004599

agonist thereof and a therapeutically effective amount of GLP-1 or an agonist thereof to the
subject (c.f. claim 1). '

The claimed subject matter differs from D1 in that it claims a construct comprising an
insulinotropic/satiety agent such as GLP-1, an anti-serum albumin dAb and a third agent
such as PYY.

The technical effect is an enhanced serum half-life.

Therefore, the technical problem is to provide insulinotropic/anti-satiety agents with
enhanced serum half life.

The claimed solution are constructs as claimed.

Starting from the teachings of D1 (see above) and the common knowledge in the field such
as D2 (discloses that GLP-1 has a short serum half-life), a skilled person would consult the
literature for suitable strategies to enhance the half-life of such an agent and retrieve e.g.
D3.
D3claims a dual specific di- or trimeric ligand specific for e.g. TNFR1 (p55) (antagonises
TNFR1) and specific for serum albumin (Kd 1 nM - 500 pM, effect of increasing serum
half-life) (c.f. claims 26, 27, 41, 44). Use of linkers, covalent, non-covalent linking (e.g.
avidin-streptavidin) (c.f. p 5,129 - p 6,126;p8,19-21;p9,121-p10,16;p 11,111-19;
p 26; p 27, 3; p 31, 110-26 !I; claims 115-117). Intended for treating inflammation,
infections, cancer, allergies (p 77, | 10-15). D3 explicitly mentions that in addition to the
half-life enhancing protein the constructs may comprise any antigen, one skilled in the art
will appreciate that the choice is large and varied (c.f. § bridging page 13-14).

Thus, it would appear that the claimed constructs would not require inventive skKills in view
of the existing prior art.

Consequently, no inventive step can be acknowledged for the subject matter of claims 1-
61, as far as examined (Art. 33(3), PCT).

6 further remarks

6.1 Claims 21, 52, 54 do not exclude a possible human in vivo method and, thus, might be
in conflict with criteria of some PCT Contracting States. The EPC, for example excludes
the right to patent such claims as being contrary to the "ordre public" or morality.

6.2 In a later European regional phase objections might be raised against any expression

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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within the description such as "...incorporated by reference..." as the regional patent law
requires that the application is self-contained.

6.3 The repeated use of the non restrictive term/phrase "about”, "...about...to about..." or
similar terms introduces ambiguity into claims 1-5 (c.f. PCT Guidelines, 5.38).

6.4 Abbreviations used within the claims (e.g. PYY, GLP, AgRP etc) should be spelled out at
first occurrence, and then introduced by placing the abbreviation in parentheses after the
term being abbreviated (Art. 6, PCT, Guidelines 5.31).

6.5 The use of "a glucagon-like peptide” is considered to be unclear as it is not evident
whether the reference relates to well characterized "glucagon-like peptide” or to any
peptide similar to glucagon (Art. 6, PCT).

6.6 Patent application numbers should be replaced by the corresponding publication
numbers.

ite 1]

1 additional observations

1.1 From the experimental data provided in the application, it becomes evident that the affinity
of a dADb for SA does not mandatorily correlate with its t1/2 prolonging potential (c.f. €.g.
Table 4, p 79; Dom7r-3 t1/2 13.7 h, affinity 12 nM, Vk versus Dom7r-16 t1/2 34.4 h,
affinity 1 uM, VK).

1.2 The results in p 78, Table 3 show that the IL-1ra t1/2 is prolonged when attaching it to an
anti-SA dAb.
However, the same table apparently also demonstrates that the t1 /2 is drastically
influenced by the molecule attached to the anti-SA dAb (c.f. Dom7m-16/IL-ra, t1/2 4.3 h
versus Dom7m-16 HA tag, t1/2 29 h). This could indicate that the t1/2 prolonging effect
of a given dAb has to be tested for each specific combination individually.
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Tratado de Cooperaciéon en materia de Patentes PCT, atentamente
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tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha
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sentido, no configuran una ampliacion del invento o de la

divulgacién contenida en la solicitud presentada.
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FANTICUERPOS DE DOMINIO BIESPECIFICO DIRIGIDOS A
ALBUMINA DE SUERO Y GLP-1 O PYY

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Fusiones y conjugados de farmaco que contienen un agente
terapéutico o diagnéstico de incretina, que esta fusionado o
conjugado con un fragmento de enlace a un antigeno de un
anticuerpo que enlaza a albumina en suero. Los conjugados y la
fusion tienen una vida media mas larga in vivo en comparacién con el

agente terapéutico o diagndéstico no conjugado o no fusionado.

8l
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FANTICUERPOS DE DOMINIO BIESPECIFICO DIRIGIDOS A
ALBUMINA DE SUERO Y GLP-1 O PYY

Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reclama el beneficio de prioridad de la solicitud
de patente provisional estadounidense No. 60/632,361, presentada el
2 de diciembre de 2004 y el beneficio de prioridad de la solicitud de
patente GB No. 0511019.2. La totalidad de las ensefianzas de las
solicitudes anteriormente mencionadas esta incorporada aqui
mediante referencia.

Antecedentes de la invencidn

Muchos farmacos que poseen actividades que podrian ser
utiles para propoésitos terapéuticos y/o de de diagndstico tienen valor
limitado debido a que se eliminan rapidamente del cuerpo cuando se
administran. Por ejemplo, muchos polipéptidos que tienen
actividades utiles terapéuticamente son eliminados rapidamente de la
circulacion por medio del rién. De acuerdo con esto, se tiene que
administrar una dosis grande con el fin de lograr un efecto
terapéutico deseado. Existe una necesidad de agentes terapéuticos
y diagnosticos mejorados que tengan propiedades farmacocinéticas
mejoradas. Los polipéptidos que enlazan a la albumina en suero son
conocidos en la técnica. (Véase, por ejemplo, EP 0486525 B1 (Cemu
Bioteknik AB); US 6,267,964 B1 (Nygren et al); WO 04/001064 A2
(Dyax, Corp.); WO 02/076489 A1 (Dyax, Corp.); WO 01/45746
(Genentech, Inc.).)

Una de estas clases de farmacos que tiene una vida media

%’L
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corta en el cuerpo 0 en Ia‘circulacién sistémica son las hormonas
incretinas tales como el péptido 1 similar al glucagén, o el péptido
YY. ElI péptido 1 similar al glucagén (GLP-1) es una hormona
incretina con potentes acciones insulinotropicas y glucagonostaticos
dependientes de glucosa, efectos tréficos sobre las células B
pancreaticas, y efectos inhibitorios sobre la secreciéon y motilidad
gastrointestinal, los cuales se combinan para disminuir la glucosa en
plasma y reducir las excursiones glicémicas. Adicionalmente, por
medio de su capacidad para mejorarla saciedad, el GLP-1 reduce la
absorcion de alimentos, limitando con ello el aumento de peso, y aun
puede ocasionar pérdida de peso. Tomadas juntas, estas acciones
dan al GLP-1 un perfil unico, considerado altamente deseable para
un agente antidiabético, particularmente dado que la dependencia de
glucosa de sus efectos antihiperglicémicos deberia reducir al minimo
cualquier riesgo de hipoglicemia grave. Sin embargo, su perfil
farmacocinético/farmacodinamico es tal que el GLP-1 originario no es
util terapéuticamente. Asi, mientras el GLP-1 es mas efectivo
cuando se administre continuamente, las inyecciones subcutéaneas
solas tienen efectos de corta duracién. EI GLP-1 es altamente
susceptible a la degradacién enzimatica in vivo, y la escision por la
dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) probablemente es lo mas relevante,
dado que esto ocurre rapidamente y genera un metabolito no
insulinotrépico. Las estrategias para aprovechar el potencial
terapéutico del GLP-1 basadas en una comprensién de los factores

que influyen en su estabilidad metabdlica y en su perfil
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farmacocinético/farmacodinamico, han sido por lo tanto el foco de
intensas investigaciones.

Se ha realizado trabajo extensivo para intentar inhibir la
peptidasa o modificar el GLP-1 de forma tal que su degradacién se
ralentice al tiempo que todavia mantenga su actividad biolégica.
WOO05/027978 describe derivados de GLP-1 que tienen un perfil de
accién prolongada (e incorporada aqui mediante referencia como
ejemplos de derivados de GLP-1 y andlogos que se puede utilizar en
la presente invencién). WO 02/46227 describe proteinas de fusién
heterélogas que contienen un polipéptido (por ejemplo, albumina)
fusionado con GLP-1 o analogos (la descripcion de estos analogos
estd incorporada aqui mediante referencia como ejemplos de
analogos de GLP-1 que se pueden utilizar en la presente invencién).
WO 05/003296, WO 03/060071, WO 03/059934 describen proteinas
de fusién amino en donde el GLP-1 se ha fusionado con albumina
para intentar aumentar la vida media de la hormona.

Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, no ha sido producido
un GLP-1 de larga duracién. Como tal, particularmente en los
campos de la diabetes y de la obesidad, hay una tremenda necesidad
de péptidos GLP-1 u otros agentes mejorados que de manera similar
tengan un efecto insulinotrépico susceptible de tratamiento para la
diabetes y la obesidad en particular. Por lo tanto, hay una necesidad
de modificar el GLP1 y otros péptidos insulinotropicos para
proporcionar una duracién mas prolongada de la accién in vivo, al

tiempo que mantengan su baja toxicidad y ventajas terapéuticas.
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Breve descripcién de la invencion

La invencién se refiere a fusiones de farmaco y a conjugados
de farmaco que tienen vidas medias en suero mejoradas. En un
aspecto, la fusiéon de farmaco es una cadena continua de polipéptido
que tiene la férmula: a-(X)n1=-b-(Y)n2-C-(Z)n3-d 0  a-(Z)n3-b-(Y)n2-c-
(X)ns-d, en donde

X es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de
enlace para un primer objetivo;

Y es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina
(Vw) que tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V,) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero;

Z es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de
enlace para un segundo objetivo;

a, b, cy d estan ausentes cada uno independientemente o son
desde uno hasta aproximadamente 100 residuos de aminoacido;

n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;

n2 es desde uno hasta aproximadamente 10; y

n3 es cero hasta aproximadamente 10,

con la condiciéon de que cuando n1y n2 son ambos uno y n3 es
cero, X no contenga una cadena de anticuerpo o un fragmento de
una cadena de anticuerpo.

En algunas modalidadee, Y centisne ums S&guUspgia dé

aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ iD NO:10,

5%



10

15

20

25

SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 15, SEQ [ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26, o una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23. En
modalidades particulares, X es GLP-1 o un analogo de GLP-1.

En otro aspecto, la fusién de farmaco contiene una cadena
continua de polipéptido, dicha cadena contiene porciones X'y Y', en
donde

X' es un farmaco de polipéptido, con la condicién de que X’ no
contenga una cadena de anticuerpo o un fragmento de una cadena
de anticuerpo; vy

Y' es un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (V4) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero, o un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero. En algunas modalidades, Y' contiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ
ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID
NO:26, o una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23. En modalidades particulares, X' es GLP-1 o un analogo de

GLP-1.
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En otro aspecto, la invenciéon es un conjugado de farmaco que
contiene un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina
(Vu) que tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V.) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero; y un farmaco que
esta unido covalentemente a dicho V4 0 V.. En algunas modalidades,
el dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina contiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y
SEQ ID NO:26, o una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:
18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y
SEQ ID NO:23. En modalidades particulares, el farmaco es GLP-1 o
un analogo de GLP-1.

La invencién también proporciona acidos nucleicos
recombinantes y construcciones que codifican las fusiones de
farmaco descritos aqui, y células hospederas que contienen los
acidos nucleicos y/o construcciones recombinantes. La invencién
proporciona ademas un método para producir una fusiéon de farmaco
que comprende mantener una célula hospedera que contiene un
acido nucleico recombinante y/o una construccién que codifica una
fusion de farmaco descrito aqui bajo condiciones apropiadas para la
expresion de dicho acido nucleico recombinante, mediante el cual se

produce una fusién de farmaco.
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La invencién también proporciona composiciones (por ejemplo,
composiciones farmacéuticas) que contienen una fusién de farmaco o
conjugado de farmaco de la invencién. La invenciéon también
proporciona un método para tratar a un individuo que tiene una
enfermedad o trastorno, tal como los descritos aqui, que comprende
administrar a dicho individuo una cantidad efectiva terapéuticamente
de un conjugado de farmaco o fusiéon de farmaco de la invencion. En
algunas modalidades, la enfermedad o trastorno es una enfermedad
inflamatoria, tal como artritis (por ejemplo, artritis reumatoide). En
una modalidad adicional, la enfermedad o trastorno es una
enfermedad metabdlica tal como diabetes u obesidad. La invencién
también proporciona el uso de un conjugado de farmaco o fusién de
farmaco de la invencion para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad o trastorno, tal como una
enfermedad inflamatoria (por ejemplo, artritis (por ejemplo, artritis
reumatoide)), o diabetes u obesidad. La invencién también se refiere
al uso de una fusién de farmaco o conjugado de farmaco como se
describe aqui para su uso en terapia, diagnéstico o profilaxis.

En otro aspecto, la invencién es un conjugado de farmaco no
covalente que contiene un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (VH) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero, o un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (VL) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero, y un farmaco que esta unido de manera no

covalente a dicho VH o VL. En algunas modalidades, el dominio
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variable de cadena pesada de inmunoglobulina contiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ
D NO:14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID
NO:26, o una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

En una modalidad adicional, la invencién proporciona una
version inactivada de Dom7h-8, iDom7h-8, que no se enlaza a la
albumina de suero, la cual se utiliza como una herramienta de
investigacién y es predictiva de el enlace a la albumina de suero de
Dom7h-8.

Breve descripciéon de los dibujos

La figura 1A es wuna alineacién de las secuencias de
aminoacidos de tres VK seleccionados mediante enlace a albumina
de suero de raton (MSA). Las secuencias de aminoacidos alineadas
son de Vk denominados MSA16, al cual también se hace referencia
como DOM7m-16 (SEQ ID NO:1), MSA 12, al cual también se hace
referencia como DOM7m-12 (SEQ ID NO:2), y MSA 26, al cual
también se hace referencia como DOM7m-26 (SEQ ID NO:3).

La figura 1B es una alineacién de las secuencias de
aminoacidos de seis Vk seleccionados por su enlace a albumina de
suero de rata (RSA). Las secuencias de aminoacidos alineadas son

de Vk denominados DOM7r-1 (SEQ ID NO:4), DOM7r-3 (SEQ ID
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NO:5), DOM7r-4 (SEQ ID NO:6), DOM7r-5 (SEQ ID NO:7), DOM7r-7
(SEQ ID NO:8), y DOM7r-8 (SEQ ID NO:9).

La figura 1C es una alineacion de Ilas secuencias de
aminoacidos de seis Vk seleccionados por su enlace a albumina de
suero humana (HSA). Las secuencias de aminoacidos alineadas son
de Vk denominados DOM7h-2 (SEQ ID NO: 10), DOM7h-3 (SEQ ID
NO: 11), DOM7h-4 (SEQ ID NO:12), DOM7h-6 (SEQ ID NO:13),
DOM7h-1 (SEQ ID NO:14), DOM7h-7 (SEQ ID NO: 15).

La figura 1D es wuna alineacién de las secuencias de
aminoacidos de siete V, seleccionados mediante enlace a albumina
de suero humana y una secuencia de consenso (SEQ ID NO:23). Las
secuencias alineadas son de Vk denominados DOM7h-22 (SEQ ID
NO: 16), DOM7h-23 (SEQ ID NO:17), DOM7h-24 (SEQ ID NO:18),
DOM7h-25 (SEQ ID NO:19), DOM7h-26 (SEQ ID NO:20), DOM7h-21
(SEQ ID NO:21), y DOM7h-27 (SEQ ID NO:22).

La figura 1E es wuna alineacién de las secuencias de
aminoacidos de tres Vk seleccionados mediante enlace a albumina
de suero humana y albumina de suero de rata. Las secuencias de
aminoacidos alineadas son de Vk denominados DOM7h-8 (SEQ ID
NO:24), DOM7r-13 (SEQ TD NO:25), y DOM7r-14 (SEQ ID NO:26).

Las figuras 2A y 2B son mapas esquematicos de los vectores
utilizados para expresar las fusiones MSA16IL-1ra (también
denominada DOM7m-16/IL-1ra) y IL-1raMSA16 (también denominada
IL-1ra/DOM7m-16), respectivamente. La figura 2C-2D es una

ilustracion de la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:27) que
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codifica la fusién de IL-1raMSA16 (también denominada |IL-
1ra/DOM7m-16) y de la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:28)
de la fusion.

Las figuras 2E y 2F son una ilustraciéon de la secuencia de
nucleétidos (SEQ ID NO:29) que codifica la fusién de MSA16IL-1ra
(también denominada DOM7m-16/IL-1ra) y de la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO:30) de la fusioén.

Las figuras 2G y 2H son una ilustracién de la secuencia de
nucleétidos (SEQ ID NO:31) que codifica la fusiéon de [L-1ra ficticia
que no se enlazé a albumina de suero, y de la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO:32) de la fusién.

La figura 3A es una ilustracion que muestra que la IL-1 induce
la produccién de IL-8 por las células HelLa, y muestra el mecanismo
mediante el cual la IL-8 es detectada en un analisis ELISA.

La figura 3B es un grafico que muestra que la IL-1ra (e),
MSA16IL-1ra (m) y la IL-1raMSA16 (A) inhiben cada una la secrecién
de IL-8 inducida por IL-1 por células MRC-5 cultivadas. La inhibicién
observada fue dependiente de la dosis para IL-1ra, MSA161iL-1ra y
IL-1rraMSA16.

Las figuras 4A-4C son graficos que muestran que la IL-1ra (¢) y
la MSA16IL-1ra (m) inhiben ambas la secrecién de IL-8 inducida por
IL-1 por células MRC-5 cultivadas en andlisis que no incluyen
albumina de suero de ratén (4A), albumina de suero de ratén al 5%
(4B) o albumina de suero de ratéon al 10% (4C). La inhibicién

observada fue dependiente de la dosis para IL-1ra y MSA16lL-1ra

9
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bajo todas las condiciones sometidas a prueba.

La figura 5 es una presentacién esquematica de los resultados
de un ELISA que demuestra que la fusién de MSA16IL-1ra y la fusién
de IL-1raMSA16 ambas se enlazaron a la albumina de suero, pero la
fusién de IL-1ra ficticia no lo hizo.

Las figuras 6A-6C son sensogramas que muestran los datos e
afinidad de BIACORE para el enlace del clon DOM7h-1 a albumina
de suero humana (HSA) (6A), para el enlace de DOM7h-7 a HSA (6B)
y para el enlace de DOM7r-1 a albumina de suero de rata (RSA).

La figura 7 es una tabla que muestra fas afinidades de DOM7h-
1, DOM7r-1, DOM7h-2, DOM7r-3, DOM7h-7, DOM7h-8, DOM7r-8,
DOM7r-13, DOM7r-14, DOM7m-16, DOM7h-22, DOM7h-23, DOM7h-
26, DOM7r-16, DOM7m-26, DOM7r-27 y DOM7R-31 para las
albuminas de suero a las cuales se enlazan.

La figura 8A es una ilustracién de la secuencia de nucleétidos
(SEQ ID NO:33) de un acido nucleico que codifica el antagonista del
receptor de interleucina 1 humana (lL-1ra) depositado en GenBank
bajo el numero de acceso NM_173842. El acido nucleico tiene un
marco de lectura abierto que comienza en la posiciéon 65.

La figura 8B es una ilustracién de la secuencia de aminoacidos
de IL-1ra humana (SEQ ID NO:34) codificada por el acido nucleico
que se muestra en la figura 8A (SEQ ID NO:33). La proteina madura
esta constituida por 152 residuos de aminoacido (residuos de
aminoacido 26-177 de la SEQ ID NO:34).

La figura 9 es un grafico que muestra la concentracion (ug/mL)

ql
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de Proteina de fusién con etiqueta de epitopo dAb/HA de enlace a
MSA en suero de ratén después de una sola inyeccién intravenosa
(i.v.) (la dosis fue de aproximadamente 1.5 mg/kg) en animales
machos de la cepa CDI en el tiempo (dias). Se determiné la
concentracion en suero mediante ELISA usando reactivos para
deteccién de captura anti-HA de cabra (Abeam, UK) y proteina L-
HRP (Invitrogen, USA). Se establecieron las curvas estandar de
concentraciones conocidas de fusién de dAb/HA con enlace a MSA
en |la presencia de suero de ratén Ix para asegurar la comparabilidad
con las muestras de prueba. EI modelado con un modelo de 1
compartimiento (Software WinNonlin, Pharsight Corp., USA) mostré
que la proteina de fusién con etiqueta de epitopo dAb/HA de enlace
a MSA tuvo una fase terminal t 1/2 de 29.1 horas y un area bajo la
curva de 559 h-pg/mL.

La figura 10 es wuna ilustracion de las secuencias de
aminoacidos de las secuencias de aminoacidos de Vk seleccionados
mediante enlace a albumina de suero de rata (RSA). Las secuencias
ilustradas son de Vk denominados DOM7r-15 (SEQ ID NO:37),
DOM7r-16 (SEQ ID NO:38), DOM7r-17 (SEQ ID NO:39), DOM7r-18
(SEQ ID NO:40), DOM7r-19 (SEQ ID NO:41),

Las figuras 11A y 11B son una ilustracién de las secuencias de
aminoacidos de las secuencias de aminoacidos de Vk que enlazan a
albumina de suero de rata (RSA). Las secuencias ilustradas son de
Vk denominados DOM7r-20 (SEQ ID NO:42), DOM7r-21 (SEQ ID

NO:43), DOM7r-22 (SEQ ID NO:44), DOM7r-23 (SEQ ID NO:45),
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DOM7r-24 (SEQ ID NO:46), DOM7r-25 (SEQ ID NO:47), DOM7r-26
(SEQ ID NO:48), DOM7r-27 (SEQ ID NO:49), DOM7r-28 (SEQ ID
NO:50), DOM7r-29 (SEQ ID NO.51), DOM7r-30 (SEQ ID NO:52),
DOM7r-31 (SEQ ID NO:53), DOM7r-32 (SEQ ID NO:54), DOM7r-33
(SEQ ID NO:55).

La figura 12 es un grafico que muestra la concentracién (% de
dosis inicial) de DOM7m-16, DOM7m-26 o de un dAb de control que
no se enlaza a MSA, cada uno de los cuales contenia una etiqueta
de epitopo HA, en suero de ratén después de una sola inyecciéon
intravenosa (i.v.) (la dosis fue de aproximadamente 1.5 mg/kg) en
animales machos de la cepa CDI en el tiempo. Se determind la
concentracién en suero mediante ELISA usando reactivos para
deteccioén de captura anti-HA de cabra (Abeam, UK) y de proteina L-
HRP (Invitrogen, USA). Se establecieron las curvas estandar de
concentraciones conocidas de fusion de dAb/HA con enlace a MSA
en la presencia de suero de ratén Ix, para asegurar la
comparabilidad con las muestras de prueba. EI modelado con un
modelo de 1 compartimiento (Software WinNonlin, Pharsight Corp.,
USA) mostré que el dAb de control tuvo una fase terminal t 1/2a de
20 minutos, mientras que DOM7m-16, DOM7m-26 permanecieron en
el suero por un tiempo significativamente mas largo.

La figura 13 es un grafico que muestra que el DOM7m-16/IL-
1ra fue mas efectivo que la IL-1ra o el ENBREL® (Entarecept;
Immunex Corporation) para tratar la artritis en un modelo de artritis

inducida por colageno (CIA) en un ratén. Se indujo la artritis y
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comenzando el dia 21, los ratones fueron tratados con 0.4 mg/Kg de
dexametasona (esteroide), con 1 mg/Kg de DOM7m-16/IL-1ra (1
mg/kg de IL-1ra/anti-SA) o con 10 mg/Kg (10 mg/kg de IL-1ra/anti-
SA), con 1 mg/Kg o con 10 mg/Kg de IL-1ra, con 5 mg/Kg de
ENBREL® (Entarecept; Immunex Corporation), o con salina. Los
resultados muestran que el DOM7m-16/IL-1ra fue mas efectivo que la
IL-1ra o el ENBREL® (Entarecept; Immunex Corporation) en este
estudio. La respuesta a IL-1ra fue dependiente de la dosis, como se
esperaba, y la respuesta a DOM7m-16/IL-1ra también fue
dependiente de la dosis. Las puntuaciones promedio para el
tratamiento con 1 mg/Kg de DOM7m-16/IL-1ra fueron
consistentemente menores que las puntuaciones promedio obtenidas
mediante tratamiento con 10 mg/kg de IL-1ra. Los resultados indican
que el tratamiento con DOM7m-16/IL-1ra fue 10 veces mas efectivo
que el tratamiento con |L-1ra en este estudio.

Las figuras 14A-14G ilustran las secuencias de aminoacidos de
los polipéptidos de saporina. La figura 14A ilustra la secuencia de
aminoacidos del precursor de saporina 2 depositada como numero de
acceso a Swissprot P27559 (SEQ ID NO: 60). El péptido serial esta
constituido por los aminoacidos 1-24 de la SEQ ID NO:60. La figura
14B ilustra la secuencia de aminoacidos de saporina 3 depositada
como numero de acceso a Swissprot P27560 (SEQ ID NO:61). La
figura 14C ilustra la secuencia de aminoacidos de precursor de
saporina 4 depositada como nimero de acceso a Swissprot P27561

(SEQ ID NO:62). EI péptido senal esta constituido por los
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aminoacidos 1-24 de la SEQ ID NO:62. La figura 14D ilustra la
secuencia de aminoacidos de saporina 5 depositada como numero de
acceso a Swissprot Q41389 (SEQ ID NO:63). La figura 14E ilustra la
secuencia de aminoacidos de precursor de saporina 6 depositada
como numero de acceso a Swissprot P20656 (SEQ ID NO:64). EI
péptido sefal estd constituido por los aminoacidos 1-24 de la SEQ ID
NO:64, y un propéptido potencial esta constituido por los
aminoacidos 278-299 de la SEQ ID NO:64. El polipéptido maduro
esta constituido por los aminoacidos 25-277 de la SEQ ID NO:64
(SEQ ID NO:65). La figura 14F ilustra la secuencia de aminoacidos
de saporina 7 depositada como numero de acceso a Swissprot
Q41391 (SEQ ID NO:66). La figura 14G ilustra una secuencia de
aminoacidos de consenso que comprende diversas variantes e
isoformas de saporina 6 (SEQ ID NO:67).

La figura 15 ilustra las secuencias de aminoacidos de varios
Vun de camélido que enlaza a albumina de suero de ratén que estan
descritas en WO 2004/041862. Secuencia A (SEQ ID NO:72),
Secuencia B (SEQ ID NO:73), Secuencia C (SEQ ID NO:74),
Secuencia D (SEQ ID NO:75), Secuencia E (SEQ ID NO:76),
Secuencia F (SEQ ID NO:77), Secuencia G (SEQ ID NO:78),
Secuencia H (SEQ ID NO:79), Secuencia | (SEQ ID NO:80),
Secuencia J (SEQ ID NO:81), Secuencia K (SEQ ID NO:82),
Secuencia L (SEQ ID NO:83), Secuencia M (SEQ ID NO:84),
Secuencia N (SEQ ID NO:85), Secuencia O (SEQ ID NO:86),

Secuencia P (SEQ ID NO:87), Secuencia Q (SEQ ID NO:88).
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La figura 16A es una ilustracién de la secuencia de nucleétidos
que codifica la fusién de [Pro®] GLP-1-Dom7h8 (SEQ ID NO: 175) y
de la secuencia de aminodacidos de la fusién (SEQ ID NO:176).

La figura 16B es una ilustracién de la secuencia de nucleétidos
que codifica la fusion de [Pro®] GLP-1-PSS-Dom7h8 (SEQ ID NO:
177) y de la secuencia de aminoacidos de la fusiéon (SEQ ID NO:
178).

La figura 16C es una ilustracién de la secuencia de nucleétidos
que codifica la fusién de [Pro’] GLP-1-PSSGAP-Dom7h8 (SEQ ID
NO: 179) y de la secuencia de aminoacidos de la fusién (SEQ ID NO:
180).

La figura 17 es un grafico que muestra que la fusién [Pro®)GLP-
1-PSSGAP-Dom7h8 (D) tuvo una actividad de proliferacion celular
dependiente de la dosis equivalente a la del GLP-1 control, (A),
exendina 4 (V). Se muestra el control basal cero (¢).

La figura 18 es un grafico que muestra que la fusién [Pro?)
GLP-1-PSSGAP-Dom7h8 (D) tuvo wuna liberacién de insulina
dependiente de la dosis equivalente a la de GLP-1 control, (A),
exendina 4 (¥ ). Se muestra el control basal cero (¢).

Las figuras 19A-19C ilustran la secuencia de aminoacidos de
las fusiones Dom7h-8 PYY (3-36) (SEQ ID NO:181), PYY (3-36)
DOM7h-8 (SEQ ID NO:182) y [Pro°] GLP-1(3-37)-DOM 7h-8 PYY (3-
36) (SEQ ID NO: 183) respectivamente.

Descripcion detallada de la invencidén

Dentro de esta especificacién, se ha descrito modalidades en
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una forma que permite que se escriba una especificacién clara y
concisa, pero se pretende, y debe tenerse en cuenta, que las
modalidades pueden ser combinadas de manera diversa o separadas
sin apartarse de la invencion.

Como se usa aqui, "farmaco"” se refiere a cualquier compuesto
(por ejemplo, molécula organica pequefa, acido nucleico,
polipéptido) que se puede administrar a un individuo para producir un
efecto terapéutico o diagnéstico beneficioso mediante enlace a y/o
mediante alteracién de la funcién de una molécula biolégica objetivo
en el individuo. La molécula objetivo puede ser una molécula objetivo
endégena codificada por el genoma del individuo (por ejemplo, una
enzima, receptor, factor de crecimiento, citocina codificada por el
genoma del individuo) o una molécula objetivo exdgena codificada
por el genoma de un patégeno (por ejemplo, una enzima codificada
por el genoma de un virus, bacteria, hongo, nematodo u otro
patégeno).

Como se usa aqui el término "base de farmaco" se refiere a
actividades de composiciones de farmacos y de farmacos que estan
normalizadas con base en la cantidad de farmaco (o fraccién de
farmaco) utilizada para evaluar, medir o determinar la actividad.
Generalmente, las composiciones de farmacos de la invencién (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusion de farmaco) tienen un peso molecular mayor que el farmaco
que contienen. Asi, cantidades equivalentes de composicion de

farmacos y de farmaco, por peso, contendran diferentes cantidades
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de farmaco sobre una base molecular o molar. Por ejemplo, si una
composicion de farmacos de la invencion tiene un peso molecular
que es dos veces el peso molecular del farmaco que contiene, se
puede determinar las actividades sobre una "base de farmaco"
usando 2 yg de composiciéon de farmacos y 1 ug de farmaco, debido
a que estas cantidades podrian contener la misma cantidad de
farmaco (como farmaco libre o como parte de la composicién de
farmaco). Las actividades se pueden normalizar y expresar sobre
una "base de farmaco” usando los cdlculos apropiados, por ejemplo,
expresando actividad sobre una base por sitio de enlace objetivo, o
para los farmacos de enzima, sobre una base por sitio activo.

Como se usa aqui, "composicién de farmacos" se refiere a una
composicién que contiene un farmaco que esta unido covalentemente
0 no covalentemente a una fraccién enlazante de polipéptido, en
donde la fraccién enlazante de polipéptido contiene un sitio de
enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tiene
especificidad de enlace para un polipéptido que mejora la vida media
en suero in vivo. La composicién de farmacos puede ser un
conjugado en donde el farmaco estd unido covalentemente o no
covalentemente a la fracciéon enlazante de polipéptido. El farmaco
puede estar unido covalentemente o no covalentemente a la fraccién
enlazante de polipéptido directamente o indirectamente (por ejemplo,
a través de un enlazante apropiado y/o unién no covalente de
companeros de enlace complementarios (por ejemplo, biotina vy

avidina)). Cuando se emplea compafieros de enlace
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complementarios, uno de los compaferos de enlace puede estar
unido covalentemente al farmaco directamente o a través de una
fraccion enlazante apropiada, y el compafero de enlace
complementario puede estar unido covalentemente a una fraccién
enlazante de polipéptido directamente o a través de una fraccién
enlazante apropiada. Cuando el farmaco es un polipéptido o péptido,
la composicién de farmacos puede ser una proteina de fusidon, en
donde el polipéptido o farmaco de péptido y la fraccién enlazante de
polipéptido son partes discretas (porciones) de una cadena continua
de polipéptido.

Como se usa aqui "conjugado" se refiere a una composicién
que contiene un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo
que se une a albumina de suero que esta unida a un farmaco. Estos
conjugados incluyen "conjugado de farmaco," el cual contiene un
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a
albumina de suero, al cual esta unido un farmaco de manera
covalente, y "conjugados de farmaco no covalente" los cuales
contienen un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que
se une a albiumina de suero, al cual esta unido un farmaco de
manera no covalente.

Como se usa aqui, "conjugado de farmaco" se refiere a una
composicién que contiene un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que se une a albumina de suero, al cual esta unido un
farmaco de manera covalente. El farmaco puede estar unido

covalentemente al fragmento de enlace a antigeno directamente o
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indirectamente a través de una fraccién enlazante apropiada. El
farmaco puede estar unido al fragmento de enlace a antigeno en
cualquier posicién apropiada, tal como el terminal amino, el terminal
carboxilo o a través de cadenas laterales de aminoacidos apropiadas
(por ejemplo, el grupo € amino de lisina, o el grupo tiol de cisteina).

Como se usa aqui, "conjugado de farmaco no covalente" se
refiere a una composicién que contiene un fragmento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero, a la cual
estd unido un farmaco de manera no covalente. El farmaco puede
estar unido de manera no covalente al fragmento de enlace a
antigeno directamente (por ejemplo, por interaccién electrostatica,
interaccion hidrofébica) o indirectamente (por ejemplo, a través de
unién no covalente de comparferos de enlace complementarios (por
ejemplo, biotina y avidina), en donde un compaifiero estad unido
covalentemente al farmaco y el compafero de enlace
complementario esta unido covalentemente al fragmento de enlace a
antigeno). Cuando se emplea compaferos de enlace
complementarios, uno de los compafneros de enlace puede estar
unido covalentemente al férmacq directamente o a través de una
fracciéon enlazante apropiada, y el compafero de enlace
complementario puede estar unido covalentemente al fragmento de
enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a albimina de suero
directamente o a través de una fraccién enlazante apropiada.

Como se usa aqui, "fusién de farmaco" se refiere a una

proteina de fusion que contiene un fragmento de enlace a antigeno
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de un anticuerpo que se une a albiumina de suero y un farmaco de
polipéptido. El fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que
se une a albumina de suero y el farmaco polipéptido estan presentes
como partes discretas (porciones) de una sola cadena de polipéptido
continua.

El término "residuo de enlace a albumina" como se usé aqui
significa un residuo que se une de manera no covalente a albumina
de suero humana. El residuo de enlace a albumina unido al
polipéptido terapéutico tipicamente tiene una afinidad por debajo de
10 puM hacia la albumina de suero humana y preferiblemente por
debajo de 1 pM. En una modalidad, se conoce una gama de residuos
de enlace a albuminas entre porciones lipofilicas lineales vy
ramificadas que contienen desde 4 hasta 40 atomos de carbono,
compuestos con un esqueleto ciclopentanofenantreno, péptidos que
tienen desde 10 hasta 30 residuos de aminoacidos etc.

Como se usa aqui "antagonista del receptor de interleucina 1"
(IL-1ra) se refiere a proteinas IL-1ra de mamifero de origen natural o
endégenas, y a proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos
que es la misma que la de una proteina IL-1ra de mamifero de origen
natural o endégena correspondiente (por ejemplo, proteinas
recombinantes, proteinas sintéticas (es decir, producidas usando los
métodos de sintesis de la quimica organica)). De acuerdo con esto,
como se define aqui, el término incluye proteina madura, variantes
polimérficas o alélicas, y otras isoformas de una iL-1ra (por ejemplo,

producidas mediante empalme alternativo u otros procesos
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celulares), y formas modificadas o no modificadas de las anteriores
(por ejemplo, lipidada, glicosilada, PEGilada). La IL-1ra de origen
natural o enddgena incluye proteinas de tipo natural tal como IL-1ra
madura, variantes polimérficas o alélicas y otras isoformas que estan
presentes de forma natural en los mamiferos (por ejemplo, seres
humanos, primates no humanos). Estas proteinas se pueden
recuperar o aislar de una fuente que produzca IL-1ra de manera
natural, por ejemplo. Estas proteinas y las proteinas IL-1ra que
tienen la misma secuencia de aminoacidos que una IL-1ra de origen
natural o endégena correspondiente, se denominan por el nombre del
mamifero correspondiente. Por ejemplo, cuando el mamifero
correspondiente es un ser humano, la proteina se denomina IL-1ra
humana.

Las "variantes funcionales" de IL-1ra incluyen fragmentos
funcionales, proteinas mutantes funcionales, y/o proteinas de fusiéon
funcionales que pueden ser producidas usando métodos apropiados
(por ejemplo, mutagénesis (tal como mutagénesis quimica,
mutagénesis por radiacion), técnicas de ADN recombinante). Una
"variante funcional" antagoniza el receptor de tipo 1 de interleucina
1. Generalmente, los fragmentos o porciones de IL-1ra incluyen
aquellos que tienen una delecién y/o adicién (es decir, una o mas
deleciones y/o adiciones de aminoacidos) de un aminoacido (es
decir, uno o mas aminoacidos) con relacién a la IL.-1ra madura (tal
como en el terminal N, terminal C o deleciones internas). Los

fragmentos o porciones en los cuales solamente han sido eliminados
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aminoacidos contiguos o en los cuales han sido eliminados
aminoacidos no contiguos con relacién a la IL-1ra madura también
estan considerados. Una variante funcional de IL-1ra humana puede
tener al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente
85%, o al menos aproximadamente 90%, o al menos
aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%, o al
menos aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente 98%, o
al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la forma madura de 152 aminoéacidos de IL-1ra
humana y antagonizar al receptor de tipo 1 de interleucina 1. (Véase
Eisenberg et al, Nature 343:341-346 1990). La variante puede
contener uno o mas aminoacidos adicionales (por ejemplo, contener
163 0 154 0 mas aminoacidos). Por ejemplo, la variante IL-1ra puede
tener una secuencia de aminoacidos que esté constituida por un
residuo de metionina en el terminal amino seguido por los residuos
26 hasta 177 de la SEQ ID NO:33. (KINERET® (Anakinra), Amgen).

Como se utiliza aqui, el término "aproximadamente" es
opcional, pero preferiblemente su significado se interpreta como méas
o menos 20%, mas preferiblemente mas o menos 10%, aun mas
preferiblemente mas o menos 5%, adn mas preferiblemente mas o
menos 2%, mucho mas preferiblemente mas o menos 1%.

El término "analogo" como se usa aqui, con referencia a un
polipéptido, significa un péptido modificado, en donde uno o mas
residuos de aminoacido del péptido han sido sustituidos por otros

residuos de aminoacido y/o en donde uno o mas residuos de
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aminodacido han sido eliminados del péptido, y/o en donde uno o mas
residuos de aminoacido han sido eliminados del péptido y/o en donde
uno o mas residuos de aminoacido han sido afadidos al péptido.
Esta adicién o delecién de residuos de aminoacido puede tener lugar
en el terminal N del peptido y/o en el terminal C del péptido o pueden
estar dentro del péptido. Se usa un sistema simple para describir
analogos de GLP-1: Por ejemplo [Arg®*] GLP-1 (7-37) Lys designa a
un analogo de GLP-1 en donde la lisina de origen natural en la
posicién 34 ha sido sustituida con arginina, y un residuo de lisina ha
sido anadido al terminal C (posicién 38). Las férmulas de analogos
de péptido y derivados de ellos se dibujan usando abreviaturas
estandar de una sola letra para los aminoacidos utilizados, de
acuerdo con la nomenclatura IUPAC-IUB.

El término "péptido GLP-1" como se usa aqui, significa GLP-1
(7-37) (SEQ ID No. 158) o GLP-1 (7-36) (SEQ ID No. 159), un
analogo de GLP-1, un derivado de GLP-1 o un derivado de un
analogo de GLP-1. Estos péptidos, analogos y derivados son agentes
insulinotrépicos.

El término "agente insulinotréopico” como se usa aqui, significa
un compuesto que es capaz de estimular, o de provocar la
estimulacion de, la sintesis o expresiéon de, o la actividad de la
hormona insulina. Los ejemplos conocidos de agentes
insulinotrépicos incluyen, sin limitarse a ellos, glucosa, GIP , GLP,
exendina, y OXM.

El término "incretina" como se usa aqui, significa un tipo de
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hormona gastrointestinal que ocasiona un aumento en la cantidad de
insulina liberada cuando los niveles de glucosa son normales, o
particularmente cuando son elevados. A manera de ejemplo, incluye
GLP-1, GIP, y OXM.

El término "péptido exendina 4" como se usa aqui, significa
exendina 4 (1-39), un analogo de exendina 4, un derivado de
exendina 4 o un derivado de un analogo de exendina 4. En una
modalidad, el péptido exendina 4 es un agente insulinotrépico. Estos
péptidos, analogos y derivados son agentes insulinotrépicos.

El término "protegido para DPP-IV" como se usa aqui en
referencia a un polipéptido, significa un polipéptido que ha sido
modificado (por ejemplo, modificado quimicamente) con el fin de
hacer a dicho compuesto resistente a la peptidasa en plasma
dipeptidil aminopeptidasa-4 (DPP-1V). Se sabe que la enzima DPP-IV
en plasma esta involucrada en la degradacién de varias hormonas
peptidicas, por ejemplo GLP-1, GLP-2, etc. Asi, se estd haciendo un
esfuerzo considerable para desarrollar andlogos y derivados de los
polipéptidos susceptibles a hidrélisis mediada por DPP-IV con el fin
de reducir la tasa y/o la extensién de la degradaciéon por DPP-IV.

Como se usa aqui "saporina” se refiere a una familia de
polipéptidos inactivadores de ribosoma de cadena simple, producidos
por la planta Saponaria officinalis. (Stirpe, F., et al., Biochem. J.
216:617-625 (1983), Bagga, S. et al., J. Biol. Chem. 278:4813-4820
(2003).) Los polipéptidos saporina existen en varias formas que

difieren en longitud y/o en secuencia de aminodacidos. (Véase por
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ejemplo, Id. y Barthelemy, I. et al.,, J. Biol. Chem. 268:6541-6548
(1993)). La saporina 6 la forma méas activa de saporina. (Bagga, S.
et al., J. Biol. Chem. 278:4813-4820 (2003).) Al menos cuatro
isoformas de saporina 6 de origen natural en las cuales el
aminoacido en la posicion 48 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:65)
es Asp o Glu, y el aminoacido en la posicién 91 del polipéptido
maduro (SEQ ID NO:65) es Arg o Lys, han sido descritas.
(Barthelemy, |. et al., J. Biol. Chem. 268:6541-6548 (1993).) Otras
formas de saporina 6 incluyen polipéptidos en los cuales el
aminoacido en la posicién 99 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:65)
es Ser o0 Leu, el aminoacido en la posicion 134 del polipéptido
maduro (SEQ ID NO:65) es Gln o Lys, el aminoacido en la posicién
147 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:65) es Ser o Leu, el
aminoacido en la posicién 149 del polipéptido maduro (SEQ ID
NO:65) es Ser o Phe, el aminoacido en la posicion 162 del
polipéptido maduro (SEQ ID NO:65) es Asp o Asn, el aminoacido en
la posicion 177 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:65) es Ala o Val,
el aminoacido en la posicién 188 del polipéptido maduro (SEQ ID
NO:65) es lle o Thr, el aminoacido en la posicién 196 del polipéptido
maduro (SEQ ID NO:65) es Asn o Asp, el aminoacido en la posicién
198 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:65) es Glu o Asp, el
aminoacido en la posicién 231 del polipéptido maduro (SEQ ID NO:
65) es Asn o Ser, y polipéptidos en los cuales el aminoacido en la
posicién 233 del polipéptido maduro (SEQ ID NO: 65) es Lys o Arg.

(Id.) Una secuencia de consenso que comprende estas isoformas y
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variantes se presenta en la figura 14G (SEQ ID NO:67).

De acuerdo con esto, el término "saporina" incluye proteina
precursora, polipéptido maduro, proteina originaria, variantes
polimérficas o alélicas, y otras isoformas (por ejemplo, producidas
mediante empalme alternativo u otros procesos celulares), y formas
modificadas 0 no modificadas de los anteriores (por ejemplo,
lipidada, glicosilada, PEGilada). La saporina de origen natural o
endégena incluye proteinas de tipo natural, tal como la saporina
madura (por ejemplo, saporina 6 madura), variantes polimérficas o
alélicas y otras isoformas que se originan naturalmente en Saponaria
officinalis. Estas proteinas "se pueden recuperar o aislar de
Saponaria officinalis usando cualesquiera métodos apropiados. Las
"variantes funcionales" de saporina incluyen fragmentos funcionales,
proteinas mutantes funcionales, y/o proteinas de fusién funcionales,
las cuales se pueden producir usando métodos apropiados (por
ejemplo, mutagénesis (tal como mutagénesis quimica, mutagénesis
por radiacién), técnicas de ADN recombinante). Generalmente, los
fragmentos o porciones de saporina (por ejemplo, saporina 6)
incluyen aquellos que tienen una delecién y/o adicién (es decir, una
o mas deleciones y/o adiciones de aminoacidos) de un aminoacido
(es decir, uno o mas aminoacidos) con relacién a la saporina madura
(tal como terminal N, terminal C o deleciones internas). Los
fragmentos o porciones en los cuales solamente han sido eliminados
aminoacidos contiguos o en los cuales han sido eliminados

aminoacidos no contiguos con relacién a la saporina madura,
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también estan considerados. Se puede preparar una variedad de
variantes activas de saporina. Por ejemplo, se ha preparado
proteinas de fusiéon de saporina 6 que contienen extensiones del
terminal amino y que demuestran que mantienen actividad inhibidora
de ribosoma completa en analisis de lisados de reticulocitos de
conejo. (Barthelemy, I. et al., J. Biol. Chem. 268:6541-6548 (1993)).

Las variantes de saporina 6 en las cuales un residuo del sitio
activo, Tyr 72, Tyr 120, Glu 176, Arg 179 o Trp 208 (aminoacidos 72,
120, 176, 179 o 208 de la SEQ ID NO:65), fue reemplazado con
alanina tuvieron actividad citotéxica reducida en analisis in vitro.
(Bagga, S. et al., J. Biol. Chem. 278:4813-4820 (2003).) De acuerdo
con esto, si se desea preparar otras variantes funcionales de
saporina, se debe evitar la mutacion, sustitucién, reemplazo,
delecién o modificacion de los residuos del sitio activo.
Preferiblemente, una variante funcional de saporina que contiene
menos aminoacidos que un polipéptido maduro de origen natural,
incluye al menos el sitio activo. Por ejemplo, una variante de
saporina 6 que contiene menos aminoacidos que la saporina 6
madura de origen natural, puede incluir los residuos del sitio activo
de saporina 6 madura (Tyr 72, Tyr 120, Glu 176, Arg 179 y Trp 208
(aminoacidos 72, 120, 176, 179 y 208 de la SEQ ID NO:65)), y puede
tener al menos aproximadamente 137 aminoacidos de longitud, al
menos aproximadamente 150 aminoacidos de longitud, al menos
aproximadamente 175 aminoacidos de Ilongitud, al menos

aproximadamente 200 aminoacidos de Ilongitud, al menos

109

I



10

15

20

25

30

aproximadamente 225 aminoacidos de longitud o al menos
aproximadamente 250 aminoacidos de longitud.

Una ‘"variante funcional” de saporina tiene actividad
inactivadora de ribosoma (por ejemplo, actividad de ARNr de N-
glicosidasa) y/o actividad citotéxica. Esta actividad puede ser
evaluada facilmente usando cualquier método apropiado, tal como
inhibicién de sintesis de proteina usando el conocido analisis de
lisado de reticulocito de conejo o cualquiera de los bien conocidos
analisis de citotoxicidad que emplean lineas de células tumorales.
(Véase por ejemplo, Bagga, S. et al., J. Biol. Chem. 278:4813-4820
(2003) y Barthelemy, |. et al., J. Biol. Chem. 268:6541-6548 (1993)).

En algunas modalidades, una variante funcional de saporina
tiene al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente
85%, o al menos aproximadamente 90%, o al menos
aproximadamente 91%, o al menos aproximadamente 92%, o al
menos aproximadamente 93%, o al menos aproximadamente 94%, o
al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%,
o al menos aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente
98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia
de aminoacidos con la saporina 6 madura (SEQ ID NO:65).

La invencién se refiere a composiciones que contienen un
farmaco y una fraccién que se une a un polipéptido que contiene un
sitio de enlace a antigeno que tiene especificidad de enlace para un
polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo. Como se

describié aqui en detalle con respecto a composiciones que
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contienen un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que
tiene especificidad de enlace para albumina de suero, el farmaco y el
polipéptido de enlace pueden estar conjugados de manera covalente
0 no covalente. En algunas modalidades, la composicion es una
proteina de fusién que contiene un farmaco de polipéptido y una
fraccion enlazante de polipéptido que contiene un sitio de enlace a
antigeno que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo. En otras modalidades, la
composicion contiene un farmaco que esta unido covalentemente o
no covalentemente a una fraccién enlazante de polipéptido que
contiene un sitio de enlace a antigeno que tiene especificidad de
enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo.

La invencién se refiere a composiciones de farmacos que
contienen un farmaco y una fraccién que se une a un polipéptido que
contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a
antigeno) que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo. Como se describié aqui en
detalle con respecto a composiciones de farmacos que contienen un
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero, el farmaco y la
fraccién enlazante de polipéptido pueden estar unidos uno al otro de
manera covalente o no covalente. En algunas modalidades, la
composicion de farmacos es una proteina de fusién que contiene un
farmaco de polipéptido y una fraccién enlazante de polipéptido que

contiene un sitio de enlace a antigeno que tiene especificidad de
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enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo.
En otras modalidades, la composiciéon de farmacos contiene un
farmaco que esta unido covalentemente o0 no covalentemente a una
fraccion enlazante de polipéptido que contiene un sitio de enlace a
antigeno que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo.

Tipicamente, un polipéptido que mejora la vida media en suero
in vivo es un polipéptido que esta presente de manera natural in vivo
y el cual resiste a la degradacion o a la eliminacién mediante
mecanismos enddégenos que eliminan material no deseado del
organismo (por ejemplo, humano)  Por ejemplo, se puede seleccionar
un polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo de
proteinas de la matriz extracelular, de proteinas que se encuentran
en la sangre, de proteinas que se encuentran en la barrera
sanguinea cerebral o en tejido neural, de proteinas localizadas en el
rinén, higado, pulmén, corazén, piel o hueso, de proteinas de estrés,
proteinas especificas para una enfermedad, o proteinas involucradas
en el transporte de Fc.

Los polipéptidos apropiados que mejoran la vida media en
suero in vivo incluyen, por ejemplo, proteinas de fusién de ligando-
agente neurofarmacéutico especificas para el receptor de
transferrina (véase la patente estadounidense numero 5,977,307,
cuyas ensefanzas estan incorporadas aqui mediante referencia),
receptor de células endoteliales capilares cerebrales, transferrina,

receptor de transferrina (por ejemplo, receptor de transferrina
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soluble), insulina, receptor del factor 1 de crecimiento similar a
insulina (IGF-1), receptor del factor 2 de crecimiento similar a
insulina (IGF-2), receptor de insulina, factor X de coagulacién
sanguinea, antitripsina a1l y HNF 1a. Los polipéptidos apropiados
que mejoran la vida media en suero también incluyen glicoproteina
alfa 1 (orosomucoide; AAG), antiquimiotripsina alfa 1 (ACT),
microglobulina alfa 1 (proteina HC; AIM), antitrombina Il (AT Iil),
apolipoproteina A-1 (Apo A-1), apolipoproteina B (Apo B),
ceruloplasmina (Cp), componente C3 del complemento (C3),
componente C4 del complemento (C4), Inhibidor de la C1 esterasa
(C1 INH), proteina C reactiva (CRP), ferritina (FER), hemopexina
(HPX), lipoproteina (a) (Lp(a)), proteina enlazante de manosa (MBP),
mioglobina (Myo), prealbumina (transtiretina; PAL), proteina
enlazante de retinol (RBP), y factor reumatoide (RF).

Las proteinas apropiadas de la matriz extracelular incluyen, por
ejemplo, colagenos, lamininas, integrinas vy fibronectina. Los
colagenos son las principales proteinas de la matriz extracelular. Se
conoce actualmente aproximadamente 15 tipos de moléculas de
colageno, las cuales se encuentran en diferentes partes del cuerpo,
por ejemplo colageno tipo | (que constituye el 90% del colageno del
cuerpo) que se encuentra en hueso, piel, tendén, ligamentos, cérnea,
6rganos internos o colageno tipo Il que se encuentra en cartilago,
disco vertebral, notocordio, y humor vitreo del ojo.

Las proteinas apropiadas de la sangre incluyen, por ejemplo,

proteinas plasmaticas (por ejemplo, fibrina, macroglobulina a2,
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albumina de suero, fibrinégeno (por ejemplo, fibrinégeno A,
fibrinégeno B), proteina de suero amiloide A, haptoglobina, profilina,
ubiquitina, uteroglobulina y microglobulina a2), enzimas e inhibidores
enzimaticos (por ejemplo, plasminégeno, lisozima, cistatina C,
inhibidor de antitripsina alfa 1 y de tripsina pancreatica), proteinas
del sistema inmunitario, tales como proteinas inmunoglobinas (por
ejemplo, IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, inmunoglobulinas de cadena ligera
(kappa/lambda)), proteinas de transporte (por ejemplo, proteina
enlazante de retinol, microglobulina a1), defensinas (por ejemplo,
beta-defensina 1, defensina 1 de neutréfilo, defensina 2 de neutréfilo
y defensina 3 de neutréfilo) y similares.

Las proteinas apropiadas que se encuentran en la barrera
sanguinea cerebral o en el tejido neural incluyen, por ejemplo,
receptor de melanocortina, mielina, transportador de ascorbato y
similares.

Los polipéptidos apropiados que mejoran la vida media en
suero in vivo también incluyen proteinas localizadas en el rifdn (por
ejemplo, policistina, colageno tipo IV, transportador de anién
organico K1, antigeno de Heymann), proteinas localizadas en el
higado (por ejemplo, deshidrogenasa alcohélica, G250), proteinas
localizadas en el pulmén (por ejemplo, componente secretor, que
enlaza a IgA), proteinas localizadas en el corazén (por ejemplo, HSP
27, que esta asociada con l|la cardiomiopatia dilatada), proteinas
localizadas en la piel (por ejemplo, queratina), proteinas especificas

para hueso, tales como proteinas morfogénicas (BMP), que son un
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subconjunto de la superfamilia de proteinas del factor de crecimiento
B transformador que demuestran actividad osteogénica (por ejemplo,
BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8), proteinas
especificas para tumor (por ejemplo, antigeno trofoblasto, receptor
de herceptina, receptor de estrégeno, catepsinas (por ejemplo,
catepsina B, que se puede encontrar en el higado y en el bazo)).

Las proteinas especificas apropiadas para una enfermedad
incluyen, por ejemplo, antigenos expresados solamente en células T
activadas, incluyendo LAG-3 (gen de activacion de linfocitos),
ligando osteoprotegerina (OPGL; véase Nature 402, 304-309
(1999)), OX40 (un miembro de la familia del receptor de FNT,
expresado en celulas T y regulado hacia arriba especificamente en
células productoras del virus tipo | de leucemia en células T
humanas (HTLV-Il); véase Immunol. 165 (1):263-70 (2000)). Las
proteinas especificas apropiadas para una enfermedad también
incluyen, por ejemplo, metaloproteasas (asociadas con
artritis/canceres), incluyendo CG6512 de Drosophila, paraplegina
humana, FtsH humana, AFG3L2 humana, ftsH murina; y factores de
crecimiento angiogénico, incluyendo factor de crecimiento de
fibroblastos acido (FGF-I), factor de crecimiento de fibroblastos
basico (FGF-2), factor de crecimiento endotelial vascular/ factor de
permeabilidad vascular (VEGF/VPF), factor de crecimiento de
transformacién a (TGF-a), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
angiogenina, interleucina 3 (IL-3), interleucina 8 (IL-8), factor de

crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor de
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crecimiento placentario (PIGF), factor de crecimiento derivado de
plaguetas midquina BB (PDGF), y fractalquina.

Los polipéptidos apropiados que mejoran la vida media en
suero in vivo también incluyen proteinas de estrés tales como las
proteinas de choque de calor (HSP). Las HSP normalmente se
encuentran intracelularmente. Cuando ellas se encuentran
extracelularmente, esto es un indicador de que una célula ha muerto
y ha derramado su contenido. Esta muerte celular no programada
(necrosis) ocurre cuando como resultado de un trauma, enfermedad
o dano, las HSP extracelulares disparan una respuesta del sistema
inmunolégico. El enlace a HSP extracelular puede dar como
resultado la ubicacién de las composiciones de la invencién en un
sitio de enfermedad.

Las proteinas apropiadas involucradas en el transporte de Fc
incluyen, por ejemplo, el receptor Brambell (también conocido como
FcRB). Este receptor de Fc tiene dos funciones, ambas
potencialmente utiles para suministro. Las funciones son (1)
transporte de 1gG desde la madre hasta el nifio a través de la
placenta (2) proteccién de la IgG de la degradacién, prolongando con
ello su vida media en suero. Se piensa que el receptor recicla la I1gG
de los endosomas (Véase Holliger et al, Nat Biotechnol 15(7).632-6
(1997).)

Las composiciones de farmacos de la invencién pueden
contener cualquier fraccién enlazante de polipéptido que contenga un

sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tenga
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especificidad de enlace para un polipéptido que mejore la vida media
en suero in vivo. Preferiblemente, la fraccién enlazante de
polipéptido contiene al menos 31, al menos aproximadamente 40, al
menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 60, al
menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 80
aminoacidos, al menos aproximadamente 90 aminoacidos, al menos
aproximadamente 100 aminoacidos o0 al menos aproximadamente 110
aminoacidos como una entidad molecular separada. Preferiblemente,
la fracciéon enlazante de polipéptido enlaza un polipéptido que mejora
la vida media en suero in vivo con una KD de al menos
aproximadamente 5 mM KD (KD=K.s (kd)/K,, (ka)). En algunas
modalidades, la fraccién enlazante de polipéptido enlaza un
polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo con una KD de
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100 nM, o)
aproximadamente 100 nM hasta aproximadamente 500 nM, o
aproximadamente 500 nM hasta aproximadamente 5 mM, segun se
determina mediante resonancia de plasmoén superficial (por ejemplo,
usando un instrumento BIACORE). En modalidades particulares, la
fraccién enlazante de polipéptido enlaza un polipéptido que mejora la
vida media en suero in vivo con una KD de aproximadamente 50 nM,
o aproximadamente 70 nM, o aproximadamente 100 nM, o
aproximadamente 150 nM o aproximadamente 200 nM.
Preferiblemente, la fraccién enlazante de polipéptido que
contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a

antigeno) que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
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mejora la vida media en suero in vivo, no es un polipéptido o péptido
procariotico o bacteriano. Preferiblemente, la fraccién enlazante de
polipéptido es un polipéptido o péptido eucaridético, de mamifero o
humano.

En ciertas modalidades, la fraccién enlazante de polipéptido
que contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a
antigeno) que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo es un dominio de proteina
plegada. En otras modalidades, la fraccién enlazante de polipéptido
tiene un peso molecular de al menos aproximadamente 4 KDa, al
menos aproximadamente 4.5 KDa, al menos aproximadamente 5
KDa, al menos  aproximadamente 5.5 KDa, al menos
aproximadamente 6 KDa, al menos aproximadamente 6.5 KDa, al
menos aproximadamente 7 KDa, al menos aproximadamente 7.5 KDa
o al menos aproximadamente 8 KDa como una entidad molecular
separada.

Las porciones enlazantes de polipéptido apropiadas que
contienen un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de enlace a
antigeno) que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo, se pueden identificar usando
cualquier método apropiado, tal como por exploracién de polipéptidos
presentes de manera natural o presentes de manera no natural en un
analisis de adhesién apropiado. Como se describe aqui, las
porciones enlazantes de polipéptido preferidas que tienen un sitio de

enlace a antigeno para un polipéptido que mejora la vida media en
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suero in vivo, son fragmentos de enlace a antigeno de anticuerpos
que tienen especificidad de enlace para albumina de suero. Sin
embargo, en la invenciéon se puede utilizar fragmentos de enlace a
antigeno de anticuerpos que tienen especificidad de enlace para
otros polipéptidos que mejoran la vida media en suero in vivo.

Si se desea, una o mas de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo o fragmento de enlace a
antigeno de él que enlazan un polipéptido que mejora la vida media
en suero in vivo, pueden ser formateadas en una estructura que no
sea de inmunoglobulina, que mantenga la especificidad de enlace del
anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno. Las composiciones de
farmacos de la invencién pueden contener una fraccién como esta,
que no se enlaza a inmunoglobulina. Estas fracciones que no se
enlazan a inmunoglobulina se pueden preparar usando cualquier
metodo apropiado, por ejemplo, se ha utilizado receptores
bacterianos naturales tales como SpA, como armazones proteinicos
para el injerto de CDR para generar porciones enlazantes de
polipéptido que se fijen especificamente a un epitopo. Los detalles
de este procedimiento estan descritos en la solicitud de patente
estadounidense No. 5,831,012, cuyas ensefianzas estan
incorporadas aqui mediante referencia. Otros armazones proteinicos
apropiados incluyen los que se basan en fibronectina y proteinas de
afinidad (affibodies). Los detalles de los procedimientos apropiados
estan descritos en WO 98/58965. Otros armazones proteinicos

apropiados incluyen lipocalina y CTLAA4, tal como se describe en van
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den Beuken et al, J. Mol. Biol. 310:591-601 (2001), y armazones
proteinicos tales como los que estan descritos en WO 00/69907
(Medical Research Council), los cuales se basan, por ejemplo, en la
estructura de anillo de GroEL bacteriano o en otros polipéptidos
acompafnantes.

En algunas modalidades, la composicién de farmacos de la
invencién contiene una fracciéon que no se enlaza a inmunoglobulina,
que tiene especificidad de enlace para albumina de suero, en donde
la fraccién que no se enlaza a inmunoglobulina contiene uno, dos o
tres de los CDR de un V4, V. o Vuy descritos aqui y un armazén
proteinico apropiado. En ciertas modalidades, la fraccién que no se
enlaza a inmunoglobulina contiene CDR3 pero no CDR1 o CDR2, de
un VH, V, o Vyu descrito aqui y un armazén proteinico apropiado. En
otras modalidades, la fraccién que no se enlaza a inmunoglobulina
contiene CDR1 y CDR2, pero no CDR3 de un Vy, V. o Vuy descrito
aqui y un armazén proteinico apropiado. En otras modalidades, la
fraccién que no se enlaza a inmunoglobulina contiene CDR1, CDR2 y
CDR3 de un Vy, V, 0o Vuu4 descrito aqui y un armazdén proteinico
apropiado. En otras modalidades, |la composicién de farmacos
contiene solamente CDR3 de un V4, V. o Vuy descrito aqui y un
farmaco.

Las composiciones de farmacos de la invenciéon se pueden
preparar usando métodos apropiados, tal como los métodos descritos
aqui para la preparacion de fusiones de farmaco, conjugado de

farmaco y conjugado de farmaco no covalente. Adicionalmente, Ias
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composiciones de farmacos de la invencién tienen las ventajas y
utilidades que se describen en detalle aqui con respecto a fusiones
de farmaco, conjugado de farmaco y conjugado de farmaco no
covalente.

La invencién proporciona composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes, fusiones de farmaco) que tienen propiedades
farmacocinéticas mejoradas (por ejemplo, aumento de la vida media
en suero) y otras ventajas en comparacion con el farmaco solo
(farmaco no conjugado, farmaco no fusionado). Los conjugados de
farmaco, conjugados de farmaco no covalentes y fusiones de
farmaco contienen un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que tiene especificidad de enlace para albumina de suero
y uno o mas farmacos deseados.

Como se describe aqui, las composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes, fusiones de farmaco) de la invencién pueden tener una
vida media en suero grandemente prolongada in vivo y/o una AUC
aumentada, en comparacion con el farmaco solo. Ademas, la
actividad del farmaco generalmente no se altera sustancialmente en
la composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco). Sin
embargo, es aceptable algin cambio en la actividad de una
composicion de farmacos en comparacién con el farmaco solo y

generalmente se compensa por las propiedades farmacocinéticas
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mejoradas de la composicién de farmacos (por ejemplo, conjugado
de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco).
Por ejemplo, las composiciones de farmaco (por ejemplo, conjugados
de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de
farmaco) pueden enlazar el farmaco objetivo con mejor afinidad que
el farmaco solo, pero tienen una eficacia casi equivalente o superior
en comparacién con el farmaco solo debido a las propiedades
farmacocinéticas mejoradas (por ejemplo, vida media en suero
prolongada in vivo, AUC mayor) de la composicién de farmaco.
Ademaias, se puede administrar cantidades menores de composiciones
de farmacos (por ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de
farmaco no covalentes y fusiones de farmaco) para lograr el efecto
terapéutico o diagnéstico deseado. Preferiblemente la actividad de la
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) difiere de la
del farmaco solo en un factor de no mas de aproximadamente 100, o
no mas de aproximadamente 50, o no mas de aproximadamente 10, o
no mas de aproximadamente 5, o no mas de aproximadamente 4, o
no mas de aproximadamente 3, o no mas de aproximadamente 2. Por
ejemplo, un farmaco puede tener una KD, Ki o dosis neutralizadora
50 (ND50) de 1 nM, y una composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusiéon de
farmaco) puede tener una KD, Ki o ND50 de aproximadamente 2 nM,
o aproximadamente 3 nM, o aproximadamente 4 nM, o

aproximadamente 5 nM, o aproximadamente 10 nM.

(29



10

15

20

25

43

Preferiblemente, la actividad de la composicién de farmacos
(por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no
covalente, fusion de farmaco) no se reduce sustancialmente
comparada con la actividad del farmaco. En ciertas modalidades, la
actividad de la composicion de farmacos es reducida con relaciéon a
la actividad de farmaco, en no mas de aproximadamente 10%, no
mas de aproximadamente 9%, no mas de aproximadamente 8%, no
mas de aproximadamente 7%, no mas de aproximadamente 6%, no
mas de aproximadamente 5%, no mas de aproximadamente 4%, no
mas de aproximadamente 3%, no mas de aproximadamente 2%, no
mas de aproximadamente 1%, o0 no esta sustancialmente cambiada.
Como indicacién alternativa, la composicién de farmacos (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusion de farmaco) mantiene al menos aproximadamente 90%, al
menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente 92%, al
menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al
menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al
menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al
menos aproximadamente 99% de la actividad del farmaco, o
sustancialmente la misma actividad que el farmaco. Preferiblemente,
la actividad de las composiciones de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de
farmaco) y los farmacos, se determinan y/o se comparan sobre una
"base de farmaco."

Tal como se describe y se muestra aqui, las composiciones de
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farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente, fusion de farmaco) de la invencién pueden tener mayor
actividad (por ejemplo, actividad in vivo) que la del farmaco solo. Por
ejemplo, como se muestra en el ejemplo 6, el DOM7m-16/IL-1ra fue
mas efectivo para tratar artritis en un modelo de ratén que la IL-1ra
cuando estos agentes fueron administrados en la misma dosis por
peso (10 mg/Kg o 1 mg/Kg). DOM7m-16/IL-1ra fueron mas efectivos
a pesar de que su peso molecular es aproximadamente dos veces el
peso molecular de IL-1ra. Asi, los ratones que recibieron DOM7m-
16/IL-1ra recibieron aproximadamente la mitad de la IL-1ra (como
una fracciéon en DOM7m-16/IL 1-ra) que los ratones que recibieron
IL-1ra.

En ciertas modalidades, |la composicién de farmacos (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusion de farmaco) tiene mayor actividad (por ejemplo, actividad in
vivo) que el farmaco, por ejemplo, la composicién de farmacos puede
tener al menos aproximadamente 100%, al menos aproximadamente
150%, al menos aproximadamente 200%, al menos aproximadamente
250%, al menos aproximadamente 300%, al menos aproximadamente
350%, al menos aproximadamente 400%, al menos aproximadamente
450%, o al menos aproximadamente 500% de la actividad de
farmaco.

Preferiblemente, la actividad de las composiciones de farmacos
(por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no

covalente, fusién de farmaco) y los farmacos se determina y/o se
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compara sobre una "base de farmaco.” La actividad de las
composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) y farmacos
se puede determinar usando un sistema in vitro o in vivo apropiado.
En ciertas modalidades, una composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusion de
farmaco) tiene mayor actividad que el farmaco que contiene, segun
se determina in vivo. En otras modalidades, una composicién de
farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente, fusién de farmaco) tiene mayor actividad que el

farmaco que contiene, segun se determina in vitro.

Las composiciones de farmacos (por ejemplio, conjugados de A

farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco)
que contienen un anticuerpo de dominio (dAb) que tiene
especificidad de enlace para albimina de suero proporcionan
ventajas adicionales. Los anticuerpos de dominio son muy estables,
son pequefos con relacién a los anticuerpos y otros fragmentos de
enlace a antigeno de anticuerpos, pueden producirse en altos
rendimientos mediante expresién en E. coli o levadura (por ejemplo,
Pichia pastoris), y como se describe aqui, los fragmentos de enlace
a antigeno de anticuerpos que enlazan a albumina de suero pueden
seleccionarse facilmente de bibliotecas de origen humano o de
cualquier especie deseada. De acuerdo con esto, las composiciones
de farmacos (por ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de

farmaco no covalentes, fusiones de farmaco) que contienen un dAb
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que se une a albumina de suero se pueden producir mas facilmente
que las sustancias terapéuticas que generalmente se producen en
células de mamifero (por ejemplo, anticuerpos humanos,
humanizados o quiméricos) y se puede utilizar dAb que no son
inmunégenos (por ejemplo, se puede utilizar un dAb humano para
una fusion de farmaco o conjugado de farmaco para tratar o
diagnosticar una enfermedad en seres humanos.)

La inmunogenicidad de un farmaco puede ser reducida cuando
el farmaco es parte de una composiciéon de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusiéon de
farmaco) que contiene una fraccién enlazante de polipéptido que se
une a albumina de suero (por ejemplo, un fragmento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero). De
acuerdo con esto, un farmaco puede ser menos inmunégeno (que el
farmaco solo) o puede ser sustancialmente no inmunégeno en el
contexto de una composicion de farmacos que contiene una fraccién
enlazante de polipéptido que se une a albumina de suero (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusién de farmaco). Asi, estas composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusiones de farmaco) se pueden administrar a un sujeto
repetidamente en el transcurso del tiempo con pérdida minima de
eficacia debido a la elaboracién de anticuerpos anti-fArmaco por el
sistema inmunitario del sujeto.

Adicionalmente, las composiciones de farmacos (por ejemplo,

24
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conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusiones
de farmaco) descritas aqui, pueden tener un perfil de seguridad
mejorado y menores efectos secundarios que el farmaco solo. Por
ejemplo, como resultado de la actividad enlazante a la albumina de
suero del fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero, las fusiones de
farmaco y conjugados (conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente) se ha mejorado el tiempo de residencia en |la
circulacion vascular. Adicionalmente, los conjugados y fusiones de
farmaco son sustancialmente incapaces de cruzar la barrera
sanguinea cerebral y acumularse en el sistema nervioso central
después de su administracion (por ejemplo, administracién
intravascular). De acuerdo con esto, los conjugados (conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente) y fusiones de farmaco
que contienen un farmaco que tiene toxicidad neurolégica o efectos
psicotréopicos indeseables, se puede administrar con mayor
seguridad y con efectos secundarios reducidos en comparacién con
el farmaco solo. De manera similar, los conjugados (conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente) y fusiones de farmaco
pueden tener toxicidad reducida hacia érganos en particular (por
ejemplo, riidn o higado) que el farmaco solo. Los conjugados vy
fusiones de farmaco descrito aqui también se pueden utilizar para
secuestrar un farmaco o un objetivo que se une a un farmaco (por
ejemplo, una toxina) en la circulacién vascular, disminuyendo con

ello los efectos del farmaco u objetivo sobre los tejidos (por ejemplo,

(2
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inhibir los efectos de una toxina).

Los métodos apropiados para el analisis farmacocinético y
determinacién de vida media in vivo son bien conocidos en la
técnica. Estos métodos estdn descritos, por ejemplo, en Kenneth, A
et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for
Pharmacists, y en Peters et al, Pharmacokinetc analysis: A Practical
Approach (1996). También se hace referencia a "Pharmacokinetics”,
M Gibaldi y D Perron, publicado por Marcel Dekker, 2da. edicién
revisada (1982), el cual describe parametros farmacocinéticos tales
como vidas medias t alfa y t beta (t1/2 alfa, t1/2 beta) y area bajo la
curva (AUC).

Las vidas medias (t1/2 alfa y t1/2 beta) y el AUC se pueden
determinar a partir de una curva de concentracion de conjugado o
fusion en suero contra tiempo. El paquete de analisis WinNonlin
(disponible en Pharsight Corp., Mountain View, CA 94040, USA) se
puede utilizar, por ejemplo, para modelar la curva. En una primera
fase (la fase alfa), la composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusiéon de
farmaco) esta experimentando principalmente distribucién en el
paciente, con alguna eliminacién. Una segunda fase (fase beta) es la
fase terminal cuando la composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de
farmaco) ha sido distribuida y la concentracion en suero estéa
disminuyendo a medida que la composiciéon de farmacos es eliminada

del paciente. La vida media alfa es la vida media de la primera fase,

l’l,%
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y la vida media beta es la vida media de la segunda fase. Asi, la
presente invencién proporciona una composicién de farmacos (por
ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente,
fusién de farmaco) o una composicién que contiene una composicion
de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente, fusién de farmaco) de acuerdo con la
invencién que tiene una vida media en el rango de 15 minutos o mas.
En una modalidad, el limite inferior del intervalo es 30 minutos, 45
minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas,
8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas o 12 horas. Ademas, o
alternativamente, una composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusion de
farmaco) o composiciéon de acuerdo con la invencién tendra una vida
media ta en el rango de hasta 12 horas, inclusive. En una modalidad,
el limite superior del intervalo es 11, 10, 9, 8, 7, 6 0 5 horas. Un
ejemplo de un rango apropiado es desde 1 hasta 6 horas, 2 hasta 5
horas o 3 hasta 4 horas.

Ventajosamente, la presente invencién proporciona
composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de farmaco,
conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco) que
tienen una vida media tB en el rango de 2.5 horas o mas, en una
modalidad, el Ilimite inferior del intervalo es 3 horas, 4 horas, 5
horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas, o 12
horas. En algunas modalidades, las composiciones de farmacos (por

ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
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covalentes, fusiones de farmaco) tienen una vida media tf en el
rango de hasta 21 dias, inclusive. En una modalidad, el limite
superior del intervalo es de 12 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 5
dias, 10 dias, 15 dias o 20 dias. En modalidades particulares, una
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) de acuerdo

con la invencién tendra una vida media tB en el rango desde 12

hasta 60 horas. En una modalidad adicional, ésta estara en el

intervalo de 12 hasta 48 horas. En una modalidad todavia adicional,
esta estara en el intervalo de 12 hasta 26 horas.

Ademas, o alternativamente a los criterios anteriores, la
presente invencién proporciona composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalente, fusiones de farmaco) con un valor de AUC (area bajo la
curva) en el rango de 0.01 mg.min/mL o mas, o 1 mg.min/mL o mas.
En una modalidad, el limite inferior del intervalo es 0.01, 0.1, 1, 5,
10, 15, 20, 30, 100, 200 o 300 mg.min/mL. En modalidades
particulares, la composicién de farmacos (por ejemplo, conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco)
tiene un AUC en el rango de hasta 600 mg.min/mL. En una
modalidad, el limite superior del intervalo es 500, 400, 300, 200,
150, 100, 75 o 50 mg.min/mL. En otras modalidades, |la composicién
de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente, fusion de farmaco) tiene un AUC en el rango

seleccionado del grupo que consiste en los siguientes: 15 hasta 150

120
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mg.min/mL, 15 hasta 100 mg.min/mL, 15 hasta 75 mg.min/mL, 15
hasta 50 mg.min/mL, 0.01 hasta 50 mg.min/mL, 0.1 hasta 50
mg.min/mL, 1 hasta 50 mg.min/mL, 5 hasta 50 mg.min/mL, y 10 hasta
50 mg.min/mL.

La invencién se refiere a composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes, fusiones de farmaco) que contienen un farmaco y una
fraccion que se une a un polipéptido que contiene un sitio de enlace
(por ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tiene especificidad
de enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in
vivo. En modalidades preferidas de composiciones de farmacos, la
fraccién enlazante de polipéptido que contiene un sitio de enlace
(por ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tiene especificidad
de enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in
vivo, tiene especificidad de enlace para albumina de suero.

En algunas modalidades, la composicién de farmacos contiene
un farmaco que esta unido covalentemente a una fraccion enlazante
de polipéptido que contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio
de enlace a antigeno) que tiene especificidad de enlace para un
polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo. En estas
modalidades, el farmaco puede estar unido covalentemente al
dominio de enlace de polipéptido en cualquier posicidén apropiada, tal
como el terminal amino, el terminal carboxilo o a través de cadenas
laterales de aminoacidos apropiadas (por ejemplo, el grupo ¢ de

lisina o el grupo tiol de cisteina).
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En otras modalidades, la composiciéon de farmacos contiene un
farmaco que esta unido de manera no covalente a una fraccion
enlazante de polipéptido que contiene un sitio de enlace (por
ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tiene especificidad de
enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo,
en estas modalidades, el farmaco puede estar wunido no
covalentemente al fragmento de enlace a antigeno directamente (por
ejemplo, a través de interaccién electrostatica, interaccién
hidrofébica) o indirectamente (por ejemplo, a través de unién no
covalente de companeros de enlace complementarios (por ejemplo,
biotina y avidina), en donde un compafero esta unido
covalentemente al farmaco vy el compafnero de enlace
complementario esta unido covalentemente al fragmento de enlace a
antigeno). Cuando se emplea companeros de enlace
complementarios, uno de los compafieros de enlace puede estar
unido covalentemente al farmaco directamente o a través de una
fraccién enlazante apropiada, y el compafero de enlace
complementario puede estar unido covalentemente al dominio de
enlace de polipéptido directamente o a través de una fraccién
enlazante apropiada.

En otras modalidades, la composicion de farmacos es una
proteina de fusién que contiene un una fraccién enlazante de
polipéptido que contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de
enlace a antigeno) que tiene especificidad de enlace para un

polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo y un farmaco

32

179~



10

15

20

25

53

de polipéptido. Las proteinas de fusién contienen una cadena
continua de polipéptido, dicha cadena que contiene una fracciéon
enlazante de polipéptido que contiene un sitio de enlace (por
ejemplo, un sitio de enlace a antigeno) que tiene especificidad de
enlace para un polipéeptido que mejora la vida media en suero in vivo
como una primera fraccion de enlace de polipéptido que contiene un
sitio de enlace, y un farmaco de polipéptido como una segunda
fraccion, los cuales estan presentes como partes discretas
(porciones) de la cadena de polipéptido. La primera y segunda
fracciones pueden estar unidas directamente una a la otra a través
de una unién peptidica, o enlazadas a través de un aminoacido, o
péptido o enlazante polipéptido apropiado. Otras fracciones (por
ejemplo, una tercera o cuarta) y/o secuencias enlazantes, pueden
estar presentes segun sea apropiado. La primera fraccién puede
estar en una ubicacién en el terminal N, ubicacién en el terminal C o
interna con relacién a la segunda fraccién (es decir, el farmaco
polipéptido). En ciertas modalidades, la proteina de fusion contiene
una o mas fracciones enlazantes de polipéptido que contienen un
sitio de enlace que tiene especificidad de enlace para un polipéptido
que mejora la vida media en suero in vivo y una o mas fracciones del
farmaco polipéptido. En estas modalidades, la proteina de fusiéon
puede contener desde una hasta aproximadamente diez (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) fracciones del farmaco
polipéptido que pueden ser las mismas o diferentes, y desde una

hasta aproximadamente veinte (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
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10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 19 o 20) fracciones enlazantes de
polipéptido que contienen un sitio de enlace que tiene especificidad
de enlace para un polipéptido que mejora la vida media en suero in
vivo, que pueden ser las mismas o diferentes.

Las fracciones enlazantes de polipéptido que contienen un sitio
de enlace que tiene especificidad de enlace para un polipéptido que
mejora la vida media en suero in vivo y las fracciones del farmaco
polipéptido pueden estar presentes en cualquier ubicacién deseada.
Por ejemplo, avanzando desde el terminal amino hasta el terminal
carboxilo, las fracciones pueden estar presentes en el siguiente
orden: una o mas fracciones enlazantes de polipéptido, uno o mas
fracciones del farmaco polipéptido, uno o mas fracciones enlazantes
de polipéptido. En otro ejemplo, avanzando desde el terminal amino
hasta el terminal carboxilo, las fracciones pueden estar presentes en
el siguiente orden: una o mas fracciones enlazantes de polipéptido,
una o mas fracciones del farmaco polipéptido, una o mas fracciones
enlazantes de polipéptido, una o mas fracciones del farmaco
polipéptido, una o mas fracciones enlazantes de polipéptido. Como
se describe aqui, las fracciones enlazantes de polipéptido y las
fracciones del farmaco polipéptido pueden estar unidas directamente
una a la otra a través de una unién peptidica, o enlazadas a través
de un aminoacido, o enlazante péptido o polipéptido apropiado.

En ciertas modalidades, la proteina de fusién es una cadena
continua de polipéptido que tiene la férmula (terminal amino a

terminal carboxi):
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a-(P)n2-b-(X)n1-¢c-(Q)n3-d o a-(Q)n3-b-(X)n1-c-(P)n2-d

en donde X es un farmaco de polipéptido;

P y Q son cada uno independientemente una fraccion enlazante
de polipéptido que contiene un sitio de enlace que tiene
especificidad de enlace para un polipéptido que mejora la vida media
en suero in vivo;

a, b, cyd estan ausentes cada uno independientemente o son
desde uno hasta aproximadamente 100 residuos de aminoacido;

n1, n2 y n3 representan la cantidad de fracciones X, P o Q
presentes, respectivamente;

n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;

n2 es desde cero hasta aproximadamente 10; y

n3 es desde cero hasta aproximadamente 10,

con la condicién de que tanto n2 como n3 no sean cero; y

con la condicion de que cuando n1 y n2 son ambos uno y n3 es
cero, X no contenga una cadena de anticuerpo o un fragmento de
una cadena de anticuerpo.

En algunas modalidades, n2 es uno, dos, tres, cuatro cinco o
seis, y n3 es cero. En otras modalidades, n3 es uno, dos, tres, cuatro
cinco o seis, y n2 es cero. En otras modalidades, n1, n2 y n3 son
uno cada uno.

En ciertas modalidades, X no contiene una cadena de
anticuerpo o un fragmento de una cadena de anticuerpo.

En modalidades preferidas, P y Q son cada uno

independientemente una fraccién enlazante de polipéptido que tiene
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especificidad de enlace para albamina de suero.

En modalidades particularmente preferidas, la composicién de
farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente, fusion de farmaco) contiene una fraccién enlazante de
polipéptido que contiene un sitio de enlace (por ejemplo, un sitio de
enlace a antigeno) que tiene especificidad de enlace para un
polipéptido que mejora la vida media en suero in vivo, en donde el
dominio de enlace de polipéptido es un fragmtlento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que tiene especificidad de enlace para

albumina de suero.

Fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a

albumina de suero

Los conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes y fusiones de farmaco de la invencidén, contienen un (es
decir, uno o mas) fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo
que se une a albumina de suero. El fragmento de enlace a antigeno
puede tener especificidad de enlace para albumina de suero de un
animal al cual se le administraréd el conjugado de farmaco o fusién de
farmaco . Preferiblemente, el fragmento de enlace a antigeno tiene
especificidad de enlace para albiumina de suero humana. Sin
embargo, estan contempladas aplicaciones veterinarias vy el
fragmento de enlace a antigeno puede tener especificidad de enlace
para albumina de suero de un animal deseado, por ejemplo albiamina
de suero de perro, gato, caballo, vaca, pollo, oveja, cerdo, ciervo,

visén, y similares. En algunas modalidades el fragmento de enlace a
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antigeno tiene especificidad de enlace para albumina de suero de
mas de una especie. Por ejemplo, como se describe aqui, se ha
producido dAb humanos que tienen especificidad de enlace para
albumina de suero de rata y albumina de suero de ratéon, y un dAb
que tiene especificidad de enlace para rata, ratén y albumina de
suero humana. (Tabla 1 y figura 7). Estos dAb proporcionan la
ventaja de permitir estudios pre clinicos y clinicos utilizando el
mismo conjugado de farmaco o fusion de farmaco y obvia la
necesidad de realizar estudios pre clinicos con un sucedaneo de
fusion de farmaco o conjugado de farmaco apropiado.

Los fragmentos de enlace a antigenos apropiados para su uso
en la invencion, incluyen, por ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos
Fab’', fragmentos F(ab'),, fragmentos Fv (incluyendo Fv de cadena
simple) Fv (scFv) y Fv enlazado a disulfuro), un dominio variable
simple, y dAb (V4, V.). Estos fragmentos de enlace a antigeno se
pueden producir usando cualquier meéetodo apropiado, tal como
protedlisis de un anticuerpo usando pepsina, papaina u otra proteasa
que tenga la especificidad de escisién requerida, o utilizando
técnicas recombinantes. Por ejemplo, se puede preparar fragmentos
Fv digiriendo un anticuerpo con una proteasa apropiada o usando
tecnologia de ADN recombinante. Por ejemplo, se puede preparar un
acido nucleico que codifique una regidén variable de cadena ligera y
una regién variable de cadena pesada que estén conectadas por un
enlazante péptido apropiado, tal como una cadena desde dos hasta

aproximadamente veinte residuos glicilo. El acido nucleico puede ser
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introducido en un huésped apropiado (por ejemplo, E. coli) usando
cualquier técnica apropiada (por ejemplo, transfeccién,
transformacién, infeccién), y el huésped puede ser mantenido bajo
condiciones apropiadas para la expresién de un fragmento Fv de una
sola cadena. Una variedad de fragmentos de enlace a antigeno de
anticuerpos se pueden preparar usando genes de anticuerpo en los
cuales uno 0 mas codones de parada han sido introducidos corriente
arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, una construccion de
expresion que codifica una porcién F(ab'), de una cadena pesada de
inmunoglobulina puede disefarse introduciendo un codén de parada
de traduccién en el extremo 3' de |la secuencia que codifica la regiéon
bisagra de la cadena pesada.

Los conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes y fusiones de farmaco de la invencién, pueden contener
las cadenas individuales pesadas y ligeras de anticuerpos que
enlazan a albumina de suero o porciones de las cadenas individuales
que enlazan a albumina de suero (por ejemplo, un solo Vy, Vi 0 V,).

Los anticuerpos y fragmentos de enlace a antigeno de ellos
que enlazan a una albumina de suero (por ejemplo, albimina de
suero humana) deseada, pueden ser seleccionados de una coleccién
apropiada de anticuerpos naturales o artificiales o cultivados contra
un inmunégeno apropiado en un huésped apropiado. Por ejemplo, los
anticuerpos se pueden producir inmunizando un huésped apropiado
(por ejemplo, ratén, anticuerpo humano-ratén transgénico, rata,

conejo, pollo, cabra, primate no humano (por ejemplo, mono)) con
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albumina de suero (por ejemplo, albumina de suero humana aislada o
purificada) o un péptido de albumina de suero (por ejemplo, un
péptido que contiene al menos aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 15,
20, 25, 30, 33, 35, 37, 0 40 residuos de aminoacido). Los anticuerpos
y fragmentos de enlace a antigeno que enlaza a albumina de suero
también pueden seleccionarse de una biblioteca de anticuerpos
recombinantes o fragmentos de enlace a antigeno, tal como una
biblioteca de visualizacién de fagos. Estas bibliotecas pueden
contener anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de
anticuerpos que contienen secuencias de aminoacidos naturales o
artificiales. Por ejemplo, la biblioteca puede contener fragmentos Fab
que contengan CDR artificial (por ejemplo, secuencias de
aminoacidos aleatorias) y regiones de entramado humanas. (Véase
por ejemplo, la patente estadounidense numero 6,300,064 (Knappik,
et al.).) En otros ejemplos, la biblioteca contiene fragmentos scFv o
dAb (V4 solo, V, solo o V, solo) con diversidad de secuencia en uno
o mas CDR. (Véase por ejemplo, WO 99/20749 (Tomlinson y Winter),
WO 03/002609 A2 (Winter et al.), WO 2004/003019A2 (Winter et
al.)).

Los anticuerpos y fragmentos de enlace a antigeno de ellos
apropiados que enlazan a albumina de suero incluyen, por ejemplo,
anticuerpos humanos y fragmentos de enlace a antigeno de ellos,
anticuerpos humanizados y fragmentos de enlace a antigeno de
ellos, anticuerpos quiméricos y fragmentos de enlace a antigeno de

ellos, anticuerpos de roedores (por ejemplo, ratén, rata) vy
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fragmentos de enlace a antigenos de ellos, y anticuerpos de
camélido y fragmentos de enlace a antigeno de ellos. En ciertas
modalidades, los conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalente y fusiones de farmaco contienen un Vyy de camélido que
se une a albiumina de suero. Los Vuy de camélido son polipéptidos de
un dominio variable simple de inmunoglobulina que provienen de
anticuerpos de cadena pesada que estan desprovistos de cadenas
ligeras de manera natural. Estos anticuerpos aparecen en las
especies de camélidos incluyendo camello, Ilama, alpaca,
dromedario y guanaco. Las moléculas de Vyy son aproximadamente
diez veces mas pequefas que las moléculas de I1gG, y como
polipéptidos solos, son muy estables y resistentes a condiciones de
pH y temperatura extremas. Los V3 de camélidos apropiados, que
enlazan a albumina de suero incluyen los que estan descritos en WO
2004/041862 (Ablynx N. V.) y aqui (figura 15y SEQ ID NOS:77-88).
En ciertas modalidades, el V44 de camélido se enlaza a albumina de
suero humana y contiene una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o
al menos aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95%,
o al menos aproximadamente 96%, o al menos aproximadamente
97%, o al menos aproximadamente 98%, o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoacidos
con SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO:73, SEQ ID NO:74, SEQ ID NO:75,
SEQ ID NO:76, SEQ ID NO:77, SEQ ID NO:78, SEQ ID NO:79, SEQ

ID NO:80, SEQ ID NO:81, SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:83, SEQ ID
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NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID NO:87, o SEQ ID
NO:88. La identidad de secuencia de aminoacidos se determina
preferiblemente usando un algoritmo para alineacion de secuencia
apropiado y parametros por defecto, tal como BLAST P (Karlin y
Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 57(6):2264-2268 (1990)).

La preparacién del antigeno inmunizador, y la produccién del
anticuerpo policlonal y monoclonal, se puede realizar usando
cualquier técnica apropiada. Una variedad de métodos se ha
descrito. (Véase por ejemplo, Kohler et al, Nature, 256: 495-497
(1975) y Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976); Milstein et al, Nature
266: 550-552 (1977); Koprowski et al, patente estadounidense
namero 4,172,124; Harlow, E. y D. Lane, 1988, Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring
Harbor, NY); Current Protocols In Molecular Biology, Vol. 2
(Suplemento 27, Verano '94), Ausubel, F.M. et al, Eds., (John Wiley
& Sons: New York, NY), Capitulo 11, (1991).)

Generalmente, cuando se desea un anticuerpo monoclonal, se
produce un hibridoma fusionando células apropiadas de una linea
celular inmortal (por ejemplo, una linea celular mieloma tal como
SP2/0, P3X63Ag8.653 o un heteromieloma) con células productoras
de anticuerpos. Las células productoras de anticuerpos se pueden
obtener de la sangre periférica o, preferiblemente del bazo o de los
nodos linfaticos, de seres humanos, animales transgénicos con
anticuerpos humanos u otros animales apropiados inmunizados con

el antigeno de interés. Las células que producen anticuerpos de
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origen humano (por ejemplo, un anticuerpo humano) se pueden
producir usando métodos apropiados, por ejemplo, fusién de una
célula productora de anticuerpos humana y un heteromieloma o
trioma, o inmortalizaciéon de una célula B humana activada por medio
de infeccién con el virus de Epstein Barr. (Véase por ejemplo, la
patente estadounidense numero 6,197,582 (Trakht); Niedbala et al,
Hybridoma, 17:299-304 (1998); Zanella et al, J Immunol Methods,
156:205-215 (1992); Gustafsson et al, Hum Antibodies Hybridomas,
2:26-32 (1991).) Las células productoras de anticuerpos fusionadas o
inmortalizadas (hibridomas) se pueden aislar usando condiciones de
cultivo selectivas, y se pueden clonar limitando la dilucién. Las
células que producen anticuerpos con la especificidad deseada se
pueden identificar usando un analisis apropiado (por ejemplo,
ELISA).

Los anticuerpos también se pueden preparar directamente (por
ejemplo, sintetizados o clonados) a partir de una célula productora
de anticuerpo especifico para antigeno aislada (por ejemplo, una
célula de sangre periférica o, preferiblemente del bazo o de los
nodos linfaticos, determinada para producir un anticuerpo con
especificidad deseada), de seres humanos, animales transgénicos
con anticuerpos humanos u otros animales apropiados inmunizados
con el antigeno de interés (véase por ejemplo, la patente
estadounidense numero 5,627,052 (Schrader)).

Cuando el conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no

covalente o fusién de farmaco es para su administracién a un ser
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humano, el anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno de él que se
une a albumina de suero (por ejemplo, albumina de suero humana)
puede ser un anticuerpo humano, humanizado o quimérico o un
fragmento de enlace a antigeno de tal anticuerpo. Estos tipos de
anticuerpos y fragmentos de enlace a antigeno son menos
inmunégenos o0 no son inmunoégenos en l|os seres humanos y
proporcionan ventajas bien conocidas. Por ejemplo, los conjugados
de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes o fusiones de
farmaco que contienen un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo humano, humanizado o quimérico se pueden administrar
repetidamente a un ser humano con menor pérdida, o ninguna, de
eficacia (en comparacién con otros anticuerpos totalmente
inmunégenos) debido a la elaboracién de anticuerpos humanos que
enlazan al conjugado de farmaco o fusién de farmaco . Cuando el
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente o fusién
de farmaco esta dirigido a su administracién veterinaria, se puede
utilizar anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno analogos. Por
ejemplo, las CDR de un anticuerpo humano o murino puede injertarse
en regiones de entramado de un animal deseado, tal como un caballo
o vaca.

Los anticuerpos humanos and acidos nucleicos que codifican
los mismos, se pueden obtener, por ejemplo, de un ser humano o de
animales transgénicos con anticuerpos humanos. Los animales
transgénicos con anticuerpos humanos (por ejemplo, ratones) son

animales que son capaces de producir un repertorio de anticuerpos
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humanos, tal como XENORATON (Abgenix, Fremont, CA), HUMAB-
RATON, KIRIN TC RATON o KM-RATON (MEDAREX, Princeton, NJ).
Generalmente, el genoma de animales transgénicos con anticuerpos
humanos ha sido alterado para incluir un transgen que contiene ADN
de un locus de inmunoglobulina humana que puede sufrir reacomodo
funcional. Un locus de inmunoglobulina endégena en un animal
transgénico con anticuerpos humanos puede ser interrumpido o
borrado para eliminar la capacidad del animal para producir
anticuerpos codificados por un gen endégeno. Los métodos
apropiados para producir animales transgénicos con anticuerpos
humanos son bien conocidos en la técnica. (Véase por ejemplo, las
patentes estadounidenses numeros 5,939,598 y 6,075,181
(Kucherlapati et al), patentes estadounidenses numeros 5,569,825,
5,645,806, 5,625,126, 5,633,425, 5,661,016, y 5,789,650 (Lonberg et
al), Jakobovits et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555
(1993), Jakobovits et al, Nature, 362: 255-258 (1993), Jakobovits et
al WO 98/50433, Jakobovits et al WO 98/24893, Lonberg et a/l WO
98/24884, Lonberg et al WO 97/13852, Lonberg et al. WO 94/25585,
Lonberg et al. EP 0 814 259 A2, Lonberg et al. GB 2 272 440 A,
Lonberg et al, Nature 368:856-859 (1994), Lonberg et al., Int Rev
Immunol 13(1):65- 93 (1995), Kucherlapati et al WO 96/34096,
Kucherlapati et al EP 0 463 151 BIl, Kucherlapati et al. EP 0 710 719
Al, Surani et al. Patente estadounidense numero 5,545,807,
Bruggemann et al. WO 90/04036, Bruggemann et al EP 0438 474 B,

Taylor et al, Int. Immunol. 6(4)579-591 (1994), Taylor et al, Nucleic
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acids Research 20(23):6287-6295 (1992), Green et al, Nature
Genetics 7:13-21 (1994), Mendez et al, Nature Genetics 15:146- 156
(1997), Tuaillon et al, Proc Natl Acad Sci USA 90(8):3720-3724
(1993) y Fishwild et al, Nat Biotechnol 14(7):845-851 (1996), las
ensefianzas de cada uno de ellos estan incorporadas aqui mediante
referencia en su totalidad).

Los animales transgénicos con anticuerpos humanos se pueden
inmunizar con un antigeno apropiado (por ejemplo, albumina de
suero humana), y las células productoras de anticuerpo se pueden
aislar y fusionar para formar hibridomas wusando métodos
convencionales. Los hibridomas que producen anticuerpos humanos
que tienen las caracteristicas deseadas (por ejemplo, especificidad,
afinidad) se pueden identificar usando cualquier analisis apropiado
(por ejemplo, ELISA) y si se desea, seleccionarse y subclonarse
utilizando técnicas de cultivo apropiadas.

Los anticuerpos humanizados y otros anticuerpos injertados en
CDR se pueden preparar usando cualquier método apropiado. Las
CDR de un anticuerpo injertado en CDR pueden provenir de un
anticuerpo apropiado que enlaza a albumina de suero (denominado
anticuerpo donante). Otras fuentes de CDR apropiadas incluyen
anticuerpos especificos para albumina de suero natural y artificial
obtenidos de fuentes humanas o no humanas, tales como roedores
(por ejemplo, ratén, rata, conejo), pollo, cerdo, cabra, primate no
humano (por ejemplo, mono) o una biblioteca.

Las regiones de entramado de un anticuerpo humanizado
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preferiblemente son de origen humano, y pueden provenir de
cualquier regién variable de anticuerpo humano que tenga similitud
de secuencia con la regién analoga o equivalente (por ejemplo, una
region variable de cadena pesada o una regién variable de cadena
ligera) de la regién enlazadora a antigeno del anticuerpo donante.
Otras fuentes de regiones de entramado de origen humano incluyen
secuencias de consenso de regién variable humana. (Véase por
ejemplo, Kettleborough, CA. et al, Protein Engineering 4:773-783
(1991); Carter et al, WO 94/04679; Kabat, E. A., et al, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Fifth Edicién, U.S. Department of
Health and Human Services, U.S. Government Printing Office
(1991)). Otros tipos de anticuerpos injertados con CDR pueden
contener regiones de entramado de origen apropiado, tales como
regiones de entramado codificadas por segmentos genéticos de
anticuerpo de linea germinal de caballo, vaca, perro, gato y
similares.

Las regiones de entramado de origen humano pueden incluir
sustituciones o] reemplazos de aminoacidos, tal como
“retromutaciones” las cuales reemplazan un resido de aminoacido en
la regiéon de entramado de origen humano o animal con un residuo
desde la posicién correspondiente del anticuerpo del donante. Se
puede hacer una o mas mutaciones en una regién de entramado,
incluyendo deleciones, inserciones y sustituciones de uno o mas
aminoacidos. Se puede producir variantes mediante una variedad de

métodos apropiados, incluyendo mutagénesis de cadenas donantes
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no humanas o aceptoras humanas. (Véase por ejemplo, las patentes
estadounidenses numeros 5,693,762 (Queen et al.) y 5,859,205
(Adair et al), cuyas ensefianzas completas estan incorporadas aqui
mediante referencia.)

Las regiones constantes de anticuerpos, cadenas de anticuerpo
(por ejemplo, cadena pesada, cadena ligera) o fragmentos o
fracciones de ellas, si estan presentes, pueden provenir de cualquier
fuente apropiada. Por ejemplo, las regiones constantes de
anticuerpos humanos, humanizados y ciertos anticuerpos quiméricos,
cadenas de anticuerpo (por ejemplo, cadena pesada, cadena ligera)
o fragmentos o fracciones de ellas, si estan presentes pueden ser de
origen humano y pueden provenir de cualquier anticuerpo o cadena
de anticuerpo humano. Por ejemplo, una regién constante de origen
humano o porcién de ella, puede provenir de una cadena ligera
humana Kk 0 A, y/o una cadena pesada y humana (por ejemplo, y1, y2,
vy3, v4), 4, a (por ejemplo, al, a2), & o g, incluyendo variantes
alélicas. En ciertas modalidades, el anticuerpo o fragmento de
enlace a antigeno (por ejemplo, anticuerpo de origen humano,
anticuerpo humano) puede incluir sustituciones o reemplazos de
aminoacidos que alteran o ajustan la funcién (por ejemplo, funcién
efectora). Por ejemplo, una regiéon constante de origen humano (por
ejemplo, regiéon constante y1, regién constante y2) se puede disefar
para reducir la activacion del complemento y/o el enlace al receptor
de Fc. (Véase por ejemplo, las patentes estadounidenses numeros

5,648,260 (Winter et al.), 5,624,821 (Winter ef al.) y 5,834,597 (Tso
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et al), cuyas enseflanzas completas estan incorporadas aqui
mediante referencia). Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos
de una regién constante de origen humano que contiene estas
sustituciones o reemplazos de aminoacidos es al menos
aproximadamente 95% idéntica en toda la longitud de la secuencia
de aminoacidos de la regién constante de origen humano no
alterada, mas preferiblemente al menos aproximadamente 99%
idéntica durante toda la longitud de |la secuencia de aminoacidos de
la regién constante de origen humano no alterada.

Los anticuerpos humanizados, anticuerpos injertados con CDR
o fragmentos de enlace a antigeno de un anticuerpo injertado con
CDR o humanizado anticuerpo se pueden preparar usando cualquier
método apropiado. Varios de estos métodos son bien conocidos en la
tecnica. (Véase por ejemplo, la patente estadounidense numero
5,225,539 (Winter), y la patente estadounidense numero 5,530,101
(Queen et al.)). Las porciones de un anticuerpo humanizado o
injertado con CDR (por ejemplo, CDR, entramado, regién constante)
se pueden obtener o producir directamente de anticuerpos
apropiados (por ejemplo, mediante sintesis de novo de una porcién),
o acidos nucleicos que codifican un anticuerpo o cadena de él que
tienen la propiedad deseada (por ejemplo, se enlazan a albumina de
suero) se pueden producir y expresar. Para preparar una fraccién de
una cadena, uno o mas codones de parada se pueden introducir en
la posicion deseada. Por ejemplo, se puede construir secuencias

acido nucleico (por ejemplo, ADN) que codifiquen regiones variables
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injertadas con CDR usando métodos de mutagénesis por PCR para
alterar las secuencias de ADN. (Véase por ejemplo, Kamman, M., et
al., Nucl. Acids Res. 17:5404 (1989).) Los sensibilizadores de PCR
que codifican las nuevas CDR pueden ser hibridados en una plantilla
de ADN de una regiéon variable previamente humanizada que esta
basada en la misma regién variable humana o muy similar (Sato, K.,
et al., Cancer Research 53:851-856 (1993)). Si una secuencia de
ADN similar no esta disponible para su uso como plantilla, un acido
nucleico que contiene una secuencia que codifica una secuencia de
region variable se puede construir a partir de oligonucleétidos
sintéticos (Véase por ejemplo, Kolbinger, F., Protein Engineering
8:971-980 (1993)). También se puede incorporar una secuencia que
codifica un péptido sefal en el acido nucleico (por ejemplo, en
sintesis, con la insercién en un vector). Se puede utilizar la
secuencia de péptido sefial natural del anticuerpo aceptor, una
secuencia de péptido sefial de otro anticuerpo u otra secuencia
apropiada (Véase por ejemplo, Kettleborough, C.A., Protein
Engineering 4:773-783 (1991)). Usando estos métodos u otros
métodos apropiados, se pueden producir variantes facilmente. En
una modalidad, se pueden mutar las regiones variables clonadas, y
se puede seleccionar las secuencias que codifican variantes con la
especificidad deseada (por ejemplo, de una biblioteca de fagos;
véase, por ejemplo, la patente estadounidense numero 5,514,548
(Krebber et al.) y WO 93/06213 (Hoogenboom et al.)).

El anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno que se une a
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albumina de suero puede ser un anticuerpo quimérico o un fragmento
de enlace a antigeno de un anticuerpo quimérico. El anticuerpo
quimérico o fragmento de enlace a antigeno de él contiene una
regién variable de una especie (por ejemplo, ratén) y al menos una
fraccion de una regién constante de otra especie (por ejemplo,
humana). Los anticuerpos quiméricos y fragmentos de enlace a
antigeno de anticuerpos quiméricos se pueden preparar usando
cualquier método apropiado. Varios métodos apropiados son bien
conocidos en la técnica. (Véase por ejemplo, la patente
estadounidense numero 4,816,567 (Cabilly et al), y la patente
estadounidense numero 5,116,946 (Capon et al.))

Un método preferido para obtener fragmentos de enlace a
antigeno de anticuerpos que enlazan a albumina de suero,
comprende seleccionar un fragmento de enlace a antigeno (por
ejemplo, scFv, dAb) que tiene especificidad de enlace para una
albumina de suero deseada de un repertorio de fragmentos de enlace
a antigeno. Por ejemplo, como se describe aqui, los dAb que enlazan
a albumina de suero se pueden seleccionar de una biblioteca de
exhibicion de fagos apropiada. Una cantidad de bibliotecas de
exhibicion de bacteriéfagos y métodos de seleccién (por ejemplo,
sistemas de exhibicibn monovalente y sistemas de exhibicion
multivalentes) se ha descrito. (Véase por ejemplo, Griffiths et al,
patente estadounidense numero 6,555,313 B1 (incorporada aqui
mediante referencia); Johnson et al., patente estadounidense numero

5,733,743 (incorporada aqui mediante referencia); McCafferty et al,
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patente estadounidense numero 5,969,108 (incorporada aqui
mediante referencia); Mulligan-Kehoe, patente estadounidense
nimero 5,702,892 (incorporada aqui mediante referencia); Winter, G.
et al, Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994); Soumillion, P. et al,
Appl. Biochem. Biotechnol 47(2-3):175-189 (1994); Castagnoli, L. et
al, Comb. Chem. High Throughput Screen, 4(2):121-133 (2001); WO
99/20749 (Tomlinson y Winter); WO 03/002609 A2 (Winter et al); WO
2004/003019 A2 (Winter et al)) Los polipéptidos mostrados en una
biblioteca de bacteriéfagos pueden ser mostrados en cualquier
bacteriéfago apropiado, tal como un fago filamentoso (por ejemplo,
fd, M13, FI), un fago litico (por ejemplo, T4, T7, lambda), o un fago
de ARN (por ejemplo, MS2), por ejemplo, y seleccionarse por su
enlace a albumina de suero (por ejemplo, albumina de suero
humana).

Generalmente, se usa una biblioteca de fagos que muestra un
repertorio de polipéptidos como proteinas de fusién con una proteina
de recubrimiento de fago. Esta biblioteca se puede producir usando
cualesquiera métodos apropiados, tales como introducir una
biblioteca de vectores de fago o vectores de fagémido que codifica
los anticuerpos mostrados o los fragmentos de enlace a antigeno de
ellos en una bacteria huésped apropiada (por ejemplo, usando un
fago auxiliar apropiado o pldsmido de complementacién si se desea).
La biblioteca de fagos puede ser recuperado de este tipo de cultivo
utilizando cualquier método apropiado, tal como precipitacién y

centrifugacién.
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La biblioteca puede contener un repertorio de anticuerpos o
fragmentos de enlace a antigeno de ellos que contienen cualquier
cantidad deseada de diversidad de secuencia de aminoacidos. Por
ejemplo, el repertorio puede contener anticuerpos o fragmentos de
enlace a antigeno de ellos que tienen secuencias de aminoacidos
que corresponden a anticuerpos de origen natural de un organismo
deseado, y/o puede contener una o mas regiones de secuencias de
aminoacidos aleatorias o aleatorizadas (por ejemplo, secuencias de
CDR). Los anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de ellos
en un repertorio o biblioteca de estas pueden contener regiones
definidas de secuencias de aminoacidos aleatorias o aleatorizadas
de secuencia de aminoacidos comunes. En ciertas modalidades,
todos o sustancialmente todos los polipéptidos en un repertorio son
un tipo deseado de fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo
(por ejemplo, V4 humano o V_ humano). Por ejemplo, cada
polipéptido en el repertorio puede contener un Vy, un V_ o un Fv (por
ejemplo, un Fv de una sola cadena).

La diversidad de secuencia de aminoacidos se puede introducir
en cualquier regién deseada de anticuerpos o fragmentos de enlace
a antigeno de ellos usando cualquier método apropiado. Por ejempio,
diversidad de secuencia de aminoacidos se puede introducir en una
regién  objetivo, tal como una regién determinante de
complementariedad de un anticuerpo dominio variable, preparando
una biblioteca de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos o

fragmentos de enlace a antigeno de ellos usando cualquier método
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de mutagénesis (por ejemplo, PCR de baja fidelidad, mutagénesis
dirigida al sitio mediada por oligonucleétidos, diversificacion usando
codones NNK) o cualquier otro método apropiado. Si se desea, una
regién de los anticuerpos o fragmento de enlace a antigenos de ellos
que va a ser diversificada puede ser aleatorizada.

Se puede usar una biblioteca de fagos apropiada para
anticuerpos o fragmentos de enlace a antigenos de anticuerpos que
enlazan a albumina de suero y tienen otras propiedades
beneficiosas. Por ejemplo, se puede seleccionar los anticuerpos o
fragmentos de enlace a antigeno que resisten la agregacién cuando
se despliegan. La agregacién esta influenciada por la concentracién
de polipéptidos y se piensa que aparecen en muchos casos a partir
de intermediarios parcialmente plegados o no plegados. Los factores
y condiciones que favorecen los intermediarios plegados
parcialmente, tales como la temperatura elevada y la alta
concentracion de polipéptidos, promueven la agregacién irreversible.
(Fink, A.L., Folding & Design J:R1-R23 (1998).) Por ejemplo,
almacenar los polipéptidos purificados en forma concentrada, tal
como una preparacién liofilizada, da como resultado frecuentemente
en una agregacién irreversible de al menos una parte de los
polipéptidos. También, la produccién de un polipéptido mediante
expresion en sistemas bioldégicos, tales como E. coli, con frecuencia
da como resultado en la formacién de cuerpos de inclusién que
contienen polipéptidos agregados. La recuperacion de polipéptidos

activos de cuerpos de inclusion puede ser muy dificil, y requiere
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afiadir pasos adicionales, tales como un paso de replegado, a un
sistema de produccion biolégica.

Los anticuerpos y fragmentos de enlace a antigeno que
resisten la agregacion y se despliegan de manera reversible cuando
se calientan pueden ser seleccionados de una biblioteca de
exhibicién de fagos. Generalmente, una biblioteca de exhibicién de
fagos que contiene un repertorio de anticuerpos mostrados o
fragmentos de enlace a antigeno de ellos se calienta hasta una
temperatura (Ts) a la cual al menos una fraccion de los anticuerpos o
fragmentos de enlace a antigeno de ellos mostrados se despliegan,
luego se enfrian hasta una temperatura (Tc) en donde Ts>Tc,
mediante lo cual al menos una fraccién de los anticuerpos o
fragmentos de enlace a antigeno de ellos se ha replegado y una
fracciéon de los polipéptidos se ha agregado. Luego, los anticuerpos o
fragmentos de enlace a antigeno de ellos que se despliegan de
manera reversible y se enlazan a albumina de suero, se recuperan a
una temperatura (Tr). El anticuerpo recuperado o fragmento de
enlace a antigeno de él que se despliega reversiblemente tiene una
temperatura de fusién (Tm), y preferiblemente, el repertorio fue
calentado hasta Ts, enfriado hasta Tc y el anticuerpo o fragmento de
enlace a antigeno de él que se despliega reversiblemente, fue
aislado a Tr, de tal forma que Ts>Tm>Tc, y Ts>Tm>Tr.
Generalmente, la biblioteca de exhibicién de fagos se calienta hasta
aproximadamente 80 °C y se enfria hasta aproximadamente

temperatura ambiente o aproximadamente hasta 4 °C antes de la
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seleccion. Los anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de él
que se desdoblan de manera reversible y resisten a la agregacién,
también pueden ser disefiados o concebidos reemplazando ciertos
residuos de aminoacidos con residuos que confieren la capacidad de
desplegar la reversibilidad. (Véase WO 2004/101790 (Jespers et al.),
y las solicitudes de patente provisional estadounidense numeros:
60/470,340 (presentada el 14 de mayo de 2003) y 60/554,021
(presentada el 17 de marzo de 2004) para la descripcién detallada de
métodos para el disefio o ingenieria de anticuerpos o fragmentos de
enlace a antigeno de ellos que se despliegan de forma reversible.
Las ensefianzas de WO 2004/101790 y ambas solicitudes de patente
provisional estadounidense estadn incorporadas aqui mediante
referencia).

Los anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de ellos
que se despliegan de manera reversible y resisten la agregacién
proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, debido a su resistencia a
la agregacion, los anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de
ellos que se despliegan reversiblemente, pueden ser producidos
facilmente en altos rendimientos como proteina solubles mediante
expresion usando un sistema de produccién biolégica, tal como E.
coli. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno de
ellos que se despliegan de manera reversible pueden ser formulados
y/o almacenados en concentraciones mas altas que los polipéptidos
convencionales, y con menos agregacién y pérdida de actividad. El

DOM7h-26 (SEQ ID NO:20) es un V4 humano que se despliega de
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manera reversible. Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento de
enlace a antigeno de él que se une a albumina de suero contiene un
dominio variable (Vu, Vk, V,) en el cual una o méas de las regiones
de entramado (FR) contiene (a) la secuencia de aminoacidos de una
region de entramado humana, (b) al menos 8 aminoacidos contiguos
de la secuencia de aminoacidos de una regién de entramado
humana, o (¢) una secuencia de aminoacidos codificadas por un
segmento genético de anticuerpo de linea germinal humana, en
donde dichas regiones de entramado son como se definen por Kabat.
En ciertas modalidades, la secuencia de aminoacidos de una o mas
de las regiones de entramado es |la misma que la secuencia de
aminoacidos de una regién correspondiente de entramado
codificadas por un segmento genético de anticuerpo de linea
germinal humana, o las secuencias de aminoacidos de uno o mas de
dichas regiones de entramado contienen colectivamente hasta 5
diferencias de aminoacidos con relacibn a la secuencia de
aminoacidos de dicha regién de entramado correspondiente
codificadas por un segmento genético de anticuerpo de linea
germinal humana.

En otras modalidades, las secuencias de aminoacidos de FR1,
FR2, FR3 y FR4 son las mismas que las secuencias de aminoacidos
de las regiones de entramado correspondientes codificadas por un
segmento genético de anticuerpo de linea germinal humana, o las
secuencias de aminoacidos de FR1, FR2, FR3 y FR4 contienen

colectivamente hasta 10 diferencias de aminoacidos con relacién a
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las secuencias de aminoacidos de las regiones de entramado
correspondientes codificadas por dichos segmentos genético de
anticuerpo de linea germinal humana, En otras modalidades, la
secuencia de aminoacidos de dichos FR1, FR2 y FR3 son las mismas
que las secuencias de aminoacidos de las regiones de entramado
correspondientes codificadas por dicho segmento genético de
anticuerpo de linea germinal humana.

En modalidades particulares, el fragmento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero contiene
un dominio variable de inmunoglobulina (por ejemplo, V4, V) basado
en una secuencia de linea germinal humana, y si se desea puede
tener una o maéas regiones diversificadas, tal como las regiones
determinantes de complementariedad. La secuencia apropiada de
linea germinal humana para Vy incluyen, por ejemplo, secuencias
codificadas por los segmentos genéticos de Vy DP4, DP7, DP8, DP9,
DPIO, DP31, DP33, DP45, DP46, DP47, DP49, DP50, DP51, DPS53,
DP54, DP65, DP66, DP67, DP68 y DP69, y los segmentos JH JH1,
JH2, JH3, JH4, JH4b, JH5 y JH6. La secuencia apropiada de linea
germinal humana para V_ incluyen, por ejemplo, secuencias
codificadas por los segmentos genéticos de Vk DPK1, DPK2, DPK3,
DPK4, DPK5, DPK6, DPK7, DPK8, DPK9, DPK10, DPK12, DPK13,
DPK15, DPK16, DPK18, DPK19, DPK20, DPK21, DPK22, DPK23,
DPK24, DPK25, DPK26 y DPK 28, y los segmentos Jk Jk 1, Jk 2, Jk
3,Jk 4y Jk 5.

En ciertas modalidades, el conjugado de farmaco, conjugado
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de farmaco no covalente o fusién de farmaco no contiene un
anticuerpo de ratén, rata y/o de conejo que se une a albumina de
suero o fragmento de enlace a antigeno de tal anticuerpo.

El fragmento de enlace a antigeno se puede enlazar a albumina
de suero con cualquier afinidad, tasa de activacion y tasa de
desactivacién deseadas. La afinidad (KD), en la tasa de activacién
(Kon 0 ki) y en la tasa de desactivacion (Kof 0 kg 0 Ky) se puede
seleccionar para obtener una vida media en suero maxima para un
farmaco en particular. Por ejemplo, puede ser deseable obtener una
vida media en suero maxima para un farmaco que neutralice un
mediador inflamatorio de un trastorno inflamatorio crénico (por
ejemplo, un dAb que se une a una citocina inflamatoria y la
neutraliza), mientras que puede ser deseable una vida media mas
corta para un farmaco que tiene alguna toxicidad (por ejemplo, un
agente quimioterapéutico). Generalmente, se prefiere una tasa de
activaciéon rapida y una tasa de desactivacion moderada para el
enlace a albumina de suero. Los conjugados de farmaco y fusiones
de farmaco que contienen un fragmento de enlace a antigeno con
estas caracteristicas se enlazaran rapidamente a la albumina de
suero. Estas caracteristicas reduciran la rapidez de eliminacién del
farmaco (por ejemplo, a través de los rifiones), pero todavia
proporcionaran un suministro y acceso eficientes al objetivo del
farmaco.

El fragmento de enlace a antigeno que se une a albumina de

suero (por ejemplo, dAb) generalmente se enlaza con una KD de
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aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 500 uM. En algunas
modalidades, el fragmento de enlace a antigeno se enlaza a
albumina de suero con una KD (KD=K,y (kd)/K,, (ka)) desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100 nM, o
aproximadamente 100 nM hasta aproximadamente 500 nM, o
aproximadamente 500 nM hasta aproximadamente 5§ mM, segun se
determina mediante resonancia de plasmén superficial (por ejemplo,
ﬁsando un instrumento BIACORE). En modalidades particulares, el
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente o fusion
de farmaco contiene un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo (por ejemplo, un dAb) que se une a albumina de suero
(por ejemplo, albumina de suero humana) con una KD de
aproximadamente 50 nM, o aproximadamente 70 nM, o
aproximadamente 100 nM, o aproximadamente 150 nM o
aproximadamente 200 nM. Las propiedades farmacocinéticas
mejoradas (por ejemplo, t1/28 prolongado, AUC aumentada) de
conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes y
fusiones de farmaco descritos aqui se pueden correlacionar con la
afinidad del fragmento de enlace a antigeno que se une a albiumina
de suero. De acuerdo con esto, los conjugados de farmaco,
conjugados de farmaco no covalentes y fusiones de farmaco que
tienen propiedades farmacocinéticas mejoradas se pueden preparar
generalmente usando un fragmento de enlace a antigeno que se une
a albumina de suero (por ejemplo, albumina de suero humana) con

alta afinidad (por ejemplo, KD de aproximadamente 500 nM o menos,
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aproximadamente 250 nM o menos, aproximadamente 100 nM o
menos, aproximadamente 50 nM o menos, aproximadamente 10 nM o
menos, o aproximadamente 1 nM o menos, o aproximadamente 100
pM o menos).

Preferiblemente, el farmaco que estd conjugado o fusionado al
fragmento de enlace a antigeno que se une a albumina de suero, se
une a su objetivo (el objetivo del farmaco) con una afinidad (KD) que
es mayor que la afinidad del fragmento de enlace a antigeno para la
albumina de suero y/o una Ky (kd) que es mas rapida que la Ky del
fragmento de enlace a antigeno para la albumina de suero, segun se
mide mediante resonancia de plasmén superficial (por ejemplo,
usando un instrumento BIACORE). Por ejemplo, el farmaco se puede
unir a su objetivo con una afinidad que es desde aproximadamente 1
hasta aproximadamente 100000, o aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 100000, o aproximadamente 1000 hasta
aproximadamente 100000, o aproximadamente 10000 hasta
aproximadamente 100000 veces mayor que la afinidad del fragmento
de enlace a antigeno que se une a SA para SA. Por ejemplo, el
fragmento de enlace a antigeno del anticuerpo que se une a SA se
puede enlazar con una afinidad de aproximadamente 10 uM, mientras
que el farmaco se une a su objetivo con una afinidad de
aproximadamente 100 pM.

En modalidades particulares, el fragmento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero es un dAb

que se une a albumina de suero humana. Por ejemplo, un dAb V, que
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tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID
NO:25 y SEQ ID NO:26, o un dAb V4 que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ
ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23. En otras modalidades, el
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a
albumina de suero es un dAb que se une a albumina de suero
humana y contiene la CDR de cualquiera de las secuencias de
aminoacidos precedentes. En otras modalidades, el fragmento de
enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero
es un dAb que se une a albumina de suero humana y contiene una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente
80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos
aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95%, o al
menos aproximadamente 96%, o al menos aproximadamente 97%, o
al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99%
de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:23. La identidad
de secuencia de aminoacidos se determina preferiblemente usando

un algoritmo para alineacién de secuencia apropiado y parametros
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por defecto, tal como BLAST P (Karlin y Altschul, Proc. Natl Acad.

Sci. USA 57(6):2264-2268 (1990)).

Farmacos

Ciertas composiciones de farmacos de la invencién (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes) pueden contener cualquier farmaco (por ejemplo,
molécula organica pequefia, acido nucleico, polipéptido) que se
puede administrar a un individuo para producir un efecto terapéutico
o diagnoéstico beneficioso, por ejemplo, a través de enlace a y/o
alterando la funcién de, una molécula biolégica objetivo en el
individuo. Otras composiciones de farmacos de la invencién (por
ejemplo, fusiones de farmaco) pueden contener un polipéptido o
farmaco de péptido. En modalidades preferidas de fusiones de
farmaco, el farmaco no contiene una cadena de anticuerpo o
fragmento de una cadena de anticuerpo (por ejemplo, V4, VK, V,). En
modalidades especificas, el farmaco se selecciona de un agente
insulinotrépico, e incretina, un péptido 1 similar al glucagén, un
péptido GLP-1, un analogo de GLP-1, un derivado de GLP-1, PYY, un
péeptido PYY, a analogo de PYY, un derivado de PYY, exendina 3, un
péptido exendina 3, un andlogo de exendina 3, un derivado de
exendina 3, exendina 4, un péptido exendina 4, un analogo de
exendina 4, un derivado de exendina 4 o una combinacién de dos o
mas de estos (por ejemplo, péptido GLP-1y un péptido PYY).

Los farmacos apropiados para su uso en la invencién incluyen,

por ejemplo, agentes inmunosupresores (por ejemplo, ciclosporina A,
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rapamicina, FK506, prednisona), agentes antivirales (aciclovir,
ganciclovir, indinavir), antibiéticos (penicilina, minociclina,
tetraciclina), agentes anti inflamatorios (aspirina, ibuprofeno,
prednisona), citotoxinas o0 agentes citotoxicos (por ejemplo,
paclitaxel, citochalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina C, etoposide, tenoposide, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi
antracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
dihidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, puromicina, y analogos u homélogos de cualquiera de
los agentes anteriores. Los farmacos apropiados también incluyen
antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbazina), agentes
alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepaclorambucil, CC-
1065, melfalan, carmustine (BSNU), lomustine (CCNU),
ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina,
mitomicina C, y cis-diclorodiamina platino (lI) (DDP) cisplatina),
antraciclinas (por ejemplo, daunorubicina (anteriormente
daunomicina) y doxorubicina), antibiéticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina,
y antramicina (AMC)), radionuclidos (por ejemplo, yodo-125, -126)
itrio (por ejemplo, itrio-90, -91) y praseodimio (por ejemplo,
praseodimio 144, 145), e inhibidores de proteasa (por ejemplo,
inhibidores de matriz metaloproteinasas). Otros farmacos apropiados

son acidos nucleicos tal como acidos nucleicos inversos y ARNi. La
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calicheamicina también es apropiada para su uso en la invencion.

Los farmacos apropiados también incluyen agentes
analgésicos, incluyendo narcéticos (por ejemplo, codeina,
nalmefeno, naloxona, fentanil, meperidina, morfina, tramadol,

propoxifeno, oxicodona, metadona, nalbufina), agentes anti
inflamatorios no esteroideos (por ejemplo, indometacina, cetorolac,
artrotec, ibuprofeno, naproxeno, salicilato, celecoxib, rofecoxib),
acetaminofén, capsaicina, ziconotide y similares.

En ciertas modalidades, el farmaco es una polipéptido toxina,
por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de
pseudomonas, o toxina difteriana. Otros polipéptidos de farmaco
apropiados incluyen anticuerpos o fragmentos de enlace a antigeno
(por ejemplo, dAb) de anticuerpos, agonistas de polipéptido,
activadores, secretagogos, antagonistas o inhibidores. Por ejemplo,
el polipéptido o farmaco de péptido se puede enlazar y agonizar o
antagonizar a una proteina de superficie celular, tal como un
antigeno CD, receptor de citocina (por ejemplo, receptor de
interleucina, receptor de quimioquina), molécula de adhesién o
molécula coestimuladora. Por ejemplo, el farmaco polipéptido se
puede enlazar a una citocina, factores de crecimiento, receptor de
citocina, receptor de factor de crecimiento y otro ligando objetivo, el
cual incluye, sin limitarse a ellos: ApoE, Apo-SAA, BDNF,
Cardiotrofina-1, CEA, CD40, ligando CD40, CD56, CD38, CD138,
EGF, receptor de EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2,

FAPa, FGF-acido, FGF-basico, factor de crecimiento de fibroblastos
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10, ligando FLT3, Fractalquina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-
B1, albumina de suero humana, insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-Il, IL-1a,
IL-1B8, receptor de IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 a.a.),
IL-8 (77 a.a.), IL-9, IL-10, IL- 11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-
18 (IGIF), Inhibina a, Inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de
queratinocitos 2 (KGF-2), KGF, leptina, LIF, linfotactina, sustancia
inhibidora de Mullerian, factor inhibidor de colonias de monocitos,
proteina atrayente de monocitos, M-CSF, MDC (67 a.a.), MDC (69
a.a.), MCP-1 (MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 a.a.), MDC
(69 a.a.), MIG, MIP-1a, MIP-IB, MIP-3a, MIP-38, MIP-4, factor
inhibidor de progenitor de mieloide 1 (MPIF-I), NAP-2, Neurturin,
factor de crecimiento de nervios, B-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M,
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDFla, SDFI B,
SCF, SCGF, factor de célula madre (SCF), TARC, TGF-a, TGF-B,
TGF-B2, TGF-B3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B,
receptor de TNF I, receptor de TNF II, TNIL-1, TPO, VEGF, VEGF A,
VEGF B, VEGF C, VEGF D, receptor de VEGF 1, receptor de VEGF
2, receptor de VEGF 3, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCCI,
1-309, HER 1, HER 2, HER 3 y HER 4. Se entendera que esta lista
no es exhaustiva de forma alguna.

Los farmacos apropiados también incluyen hormonas,
incluyendo hormona pituitaria (PTH), hormona adrenocorticotrépica
(ACTH), renina, hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH),
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), hormona luteinizante

(LH), hormona estimuladora de foliculo (FSH), aldosterona, vy
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similares. Los farmacos apropiados también incluyen factor de
crecimiento de queratinocitos, interferones (por ejemplo, IFN-a, IFN-
B, IFN-y), eritropoyetina (EPO), proteasas, elastasas, analogos,
agonistas y antagonistas de LHRH, agonistas del receptor opioide,
tales como los agonistas del receptor opioide kappa (por ejemplo,
dinorfina A), calcitonina y analogos de calcitonina, hormona
antidiurética (vasopresina), antagonistas de oxitocina, péptido
intestinal vasoactivo, inhibidores de trombina, factor de von
Willebrand, agentes tensoactivos y veneno de caracol (por ejemplo,
ziconotida).

Los farmacos apropiados también incluyen péptidos vy
polipéptidos que tienen actividades anticancerosas (por ejemplo,
inhibicién de proliferacién, inhibicién de crecimiento, induccién de
apoptosis, inhibicién de metastasis, inhibicion de adhesion,
inhibicién de neovascularizacién). Varios de estos péptidos y
polipéptidos son conocidos en la técnica. (Véase. por ejemplo, Janin
Y.L., Amino Acids, 25:1-40 (2003). Las ensefianzas completas de
esta referencia, particularmente los péptidos y polipéptidos que se
describen alli, estan incorporadas aqui mediante referencia.) Las
secuencias de aminoacidos de varios de estos péptidos se presentan
en la Tabla 8.

Otros farmacos apropiados incluyen péptidos y polipéptidos
que tienen actividad antiviral. Varios de estos péptidos vy
polipéptidos se conocen en la técnica, por ejemplo los péptidos vy

polipéptidos que se describen en Giannecchini, et al, J Viro.,

[
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77(6).3724-33 (2003); Wang, J., et al, Clin Chem (2003); Hilleman,
M.R., Vaccine, 21(32):4626-49 (2003); Tziveleka, L.A., et al, Curr
Top Med Chem, 3(13): 1512-35 (2003); Poritz, M.A., et al, Virology,
313(7):170-83 (2003); Oevermann, A., et al, Antiviral Res, 59(1):23-
33 (2003); Cole, A.M. et al, Curr Pharm Des, 9(18). 1463-73 (2003);
Pinon, J.D., et al, Virol, 77(5):3281-90 (2003); Sia, S.K., et al, Proc
Natl Acad Sci USA, 99(23): 14664-9 (2002); Bahbouhi, B., et al,
Biochem J, 66(Pt 3):863-72 (2002); de Soultrait, V.R., et al, J Mol
Biol, 18(1):45-58 (2002); W.itherell, G., Curr Opin Investig Drugs,
2(5):340-7 (2001); Ruff, M.R., et al., Antiviral Res, 52(1):63-75
(2001); Bultmann, H., et al., J. Virol, 75(<5):2634-45 (2001); Egal,
M., et al., Int J Antimicrob Agents, 13(/):57-60 (1999); y Robinson,
W.E., Jr., J Leukoc Biol, 63(7).:94- 100(1998). Las ensefianzas
completas de estas referencias, particularmente los péptidos vy
polipéptidos que se describen alli, estan incorporadas aqui mediante
referencia. Estos péptidos y polipéptidos son ejemplos de farmacos
que se pueden utilizar en las composiciones, fusiones de farmaco,
conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes de la
presente invencion.

El farmaco de polipéptido también puede ser una citocina o
factor de crecimiento o porcién soluble de un receptor (por ejemplo,
un receptor de citocina, factor de crecimiento receptor, receptor de
hormona) u otro polipéptido tal como los polipéptidos mencionados
anteriormente. Por ejemplo, los farmacos de polipéptido apropiados

también incluyen agonistas de receptor (por ejemplo, receptor de
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factor de crecimiento, receptor de citocina, receptor de hormona)
agonistas y antagonistas, tal como el antagonista del receptor de
interleucina 1 (Eisenberg et al, Nature 343:341-346 (1990)),
agonistas del receptor de trombopoyetina (por ejemplo, GW395058
(de Serres et al, Stem Cells 17:316-326 (1999)), antagonistas del
receptor de melanocortina (por ejemplo, antagonistas de MCR-4
(Cepoi et al., Brain Res. 1000:64-71 (2004)), anginex, 6DBF7 (Mayo
et al., J. Biol. Chem. 278:45746-45752 (2003)), imitadores de
quimioquina (por ejemplo, imitadores de RANTES (Nardese et al.,
Nat. Struct. Biol. 8 : 611 -615 (2001)), hormona del crecimiento (por
ejemplo, hormona del crecimiento humana), analogos de hormona del
crecimiento y secretagogos de hormona del crecimiento (por ejemplo,
CP-424,391 (MacAndrew et al.,, Eur. J. Pharmacol. 432:195-202
(2001)), imitadores de hormona Iliberadora de hormona del
crecimiento (por ejemplo, MK-677 (Chapman et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 82:3455-3463 (1997)), inhibidores de
interacciones de molécula de adhesién celular (por ejemplo, LFA-1
/ICAM-1, VLA-1/VCAM-1 (Yusuf-Makagiansar et al.,, Med. Res. Rev.
22:146-167 (2002)), imitadores de interferén (por ejemplo, SYR6
(Sato et al., Biochem. J. 371(Pt.2):603-608 (2003), imitadores de
herceptina (Nature Biotechnol. 18:137 (2000)), inhibidores de
presentacién de antigenos (Bolin et al., J. Med. Chem. 43:2135-2148
(2000)), antagonistas de GPIB/IIIA (por ejemplo, FK633 (Aoki et al.,
Thromb. Res. 81:439-450 (1996)), antagonistas alfavbeta3 (por

ejemplo, SC56631 (Engleman et al., J. Clin. Invest. 99:2284-2292
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(1997)), imitadores de eritropoyetina (por ejemplo, EMPI (Johnson et
al., Biochemistry 37:3699-3710 (1998)), antagonistas del receptor
opioide (por ejemplo, [(2S, 3R)-TMT1]DPDPE (Liao et al., J. Med.
Chem. 41:4767-4776 (1998)), factores hematopoyéticos (por ejemplo,
eritropoyetina (EPO), factor estimulador de colonia de granulocitos
(GM-CSF)).

Otros péptidos y farmacos de polipéptidos apropiados incluyen
antagonistas de péptido que enlazan al receptor de IL-1 de tipo 1
humano (por ejemplo, AF 11377 (FEWTPGYWQPYALPL, SEQ ID
NO:56), AF11869 (FEWTPGYWQJYALPL, SEQ ID NO:57 (J = acido
1-azetidina-2-carboxilico), FEWTPGYWQJY (SEQ |ID NO:58),
FEWTPGWYQJY (SEQ ID NO:59), FEWTPGWYQJYALPL (SEQ ID
NO:.60), o cualquiera de las secuencias anteriores que opcionalmente
contiene un terminal amino acilado y/o un terminal carboxilo aminado
(Akeson et al, J. Biol. Chem. 271:30517-305123 (1996)),
antagonistas de péptido de citotoxicidad mediada por FNT-alfa (por
ejemplo, los que se describen en Chirinos-Rojas et al, J. Immunol.
161:5621-5626 (1998)), agonistas de péptido del receptor de
eritropoyetina (por ejemplo, los que se describen en McConnel et al,
Biol. Chem. 379:1279-1286 (1998) o en Wrighton et al, Science
273:458-464 (1996)), péptido 1 similar al glucagén (GLP-1, por
ejemplo, GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida y andlogos de ellos (Véase
por ejemplo, Ritzel U. et al, J. Endocrinology 159:93- 102 (1998)), e
interferones (por ejemplo, INF-a, INF-B, INF-A). Otros polipéptidos y

farmacos de péptidos apropiados inciuyen inhibidores de integrina

169

(3



10

15

20

25

90

(por ejemplo, péptidos RGD, tales como H-Glu[ciclo(Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Lys)], (Janssen, M.L., et al, Cancer Research 62:6146-6151
(2002)), ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys) (Kantlehner M., et al, Agnew.
Chem. Int. Ed. 38:560 (1999)), ciclo(Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys)
(Haubner, R., et al, J. Nucl. Med. 42:326-336 (2001)), proteinas
inactivadoras de ribosoma (RIPs) tales como la Saporina (por
ejemplo, SEQ ID NO:67), inhibidores de matriz metaloproteinasa (por
ejemplo, patente estadounidense numero 5,616,605), y péptidos vy
polipéptidos antivirales, tales como los inhibidores de fusién de VIH
(por ejemplo, T-1249 y T-20 (FUZEON® (enfuvirtide); Trimeris Inc.),
y los antagonistas del receptor soluble tales como |las
immunoadhesinas (por ejemplo, LFA3-1g, CTLA4-1g).

Los polipéptidos y farmacos de péptidos antimicrobianos
también son apropiados para su uso en la invencién. Los ejemplos
de polipéptidos y farmacos de péptidos apropiados incluyen
adenoregulina, dermcidina-1L, catelicidinas (por ejemplo, péptido
similar a l|a catelcidina, LL-37/hCAP-18 humano), defensinas,
incluyendo a-defensinas (por ejemplo, péptido 1 neutréfilo humano
(HNP-1), HNP-2, HNP-3, HNP-4, defensina 5 humana, defensina 6
humana), B-defensinas (por ejemplo, B-defensin-1 humana, 8-
defensina-2 humana), y 6-defensinas (por ejemplo, 6-defensina-1),
histatinas (por ejemplo, histatina 1, histatina 3, histatina 5), péptido
derivado de lactoferrina y péptidos relacionados (Véase Tomita M.,
et al, Acta Paediatr. Jpn. 36:585-591 (1994) y Strom, M.B., et al

Biochem Cell Biol 80:65-74 (2002)). En una modalidad preferida de la

(37



10

15

20

25

91

invencién, los farmacos son farmacos insulinotrépicos.

Los ejemplos de farmacos insulinotrépicos apropiados incluyen
GLP-1, derivado de GLP-1, analogos de GLP-1 o un derivado de un
analogo de GLP-1. Ademas incluyen exedina 4, analogos de exedina-
4 analogos y derivados de exedina 4 y exedina 3, derivados de
exedina 3 derivados y analogos de exedina 3.

Otros farmacos apropiados incluyen péptido YY (3-36) o sus
analogos. El péptido YY (PYY) es un péptido amida de 36 residuos
aislado originalmente de intestino porcino, y localizado en las células
endocrinas del tracto gastrointestinal y del pancreas (Tatemoto, et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. 79:2514, 1982). EIl péptido YY tiene amidas
tirosina en el terminal N y en el terminal C; de acuerdo con esto,
estas dos tirosinas le dan su nombre al PYY (Y representa el
aminoacido tirosina en la nomenclatura de péptidos). Ademas, el
PYY comparte una cantidad de papeles reguladores central y
periférico con su péptido homélogo neuropéptido Y (NPY), el cual
originalmente se aisl6 de cerebro porcino (Tatemoto, Proc. Natl.
Acad. Sci. 79:5485, 1982). En contraste con la ubicacién celular del
de PYY, el NPY esta presente en neuronas submucosas vy
mientéricas que inervan las capas de mucosas y de musculos lisos,
respectivamente (Ekblad et al. Neuroscience 20:169, 1987). Se cree
que tanto el PYY como el NPY inhiben la motilidad intestinal y el
flujo sanguineo (Laburthe, Trends Endocrinol. Metab. 1:168, 1990), y
también se piensa que atenua la secreciéon basal (Cox et al Br. J.

Pharmacol. 101 :247, 1990) e intestinal inducida por secretagogo en
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las ratas (Lundberg et al Proc. Natl. Acad. Sci USA 79:4471, 1982),
asi como también estimulan la absorcion neta (MacFadyen et al.
Neuropeptides 7:219, 1986). Tomadas juntas, estas observaciones
sugieren que el PYY y el NPY son liberados en la circulacion
después de una comida (Adrian et al. Gastroenterology 89:1070,
1985; Balasubramaniam et al. Neuropeptides 14:209, 1989), y por
ello juega un papel fisiolégico en regulaciéon de la secreciéon y la
absorcién intestinal.

Un sistema receptor de PYY de alta afinidad que muestra una
afinidad ligeramente mas alta para el PYY que para el NPY ha sido
caracterizado en epitelio intestinal de rata (Laburthe et al
Endocrinology 118:1910, 1986) y demuestra que estd acoplado
negativamente a la adenilato ciclasa (Servin et al. Endocrinology
124:692, 1989). Los estudios de actividad estructural que utilizan
varias secuencias parciales han conducido a la identificacion de
PYY(22-36) como el sitio activo para interactuar con receptores
intestinales de PYY (Balsubramaniam et al. Pept. Res. 1 :32, 1988).

Ademas, el PYY ha estado implicado en una cantidad de
actividades fisiolégicas que incluyen absorcién de nutrientes
(Bilcheik et al. Digestive Disease Week 506:623, 1993), proliferacién
celular (Laburthe, Trends Endocrinol. Metab. 1:168, 1990; Voisin et
al. J. Biol. Chem, 1993), lipolisis (Valet et al, J. Clin. Invest. 291,
1990), y vasoconstriccién (Lundberg et al, Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 79: 4471, 1982).

WO 03/057235 y WO 03/026591 describen métodos para
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disminuir la absorcién de calorias, la absorcién de alimentos y el
apetito mediante la administracién de PYY o un agonista y GLP-1.
Estas publicaciones estan incorporadas aqui mediante referencia en
su totalidad, en particular para proporcionar ejemplos de PYY y
farmacos de GLP-1 y a métodos que se pueden utilizar en la
presente invencién.

Otros farmacos mas que son apropiados para uso en la
invencién, incluyen insulina, resistina, leptina, antagonista de
MC3R/MC4R, antagonista de AgRP, apolipoproteina A-1V,
enterostatina, péptido liberador de gastrina (GRP), IGF1, BMP-9, IL-
22, ReglV, interferon alfa, péptido INGAP, somatostatina, amilina,
neurulina, interferon beta, hibridos de interferén, adiponectina,
endocanabinoides, péptido C, WNT10b, orexina-A,
adrenocorticotropina, enterostatina, colecistoquinina, oxintomodulina,
hormonas estimuladores de melanocito, melanocortina, hormona
concentradora de melanina, BB-2, agonistas de NPY Y2,
antagonistas de NPY Y5/Y1, OXM, antagonistas de Gal-1R,
antagonistas de MCH-IR, agonistas de MC-3/4, agonistas de BRS-3,
polipéptido pancreatico, fragmento anticuerpo anti-Grelina, factor
neurotréfico de origen cerebral, hormona de crecimiento humana,
hormona paratiroides, hormona estimuladora de foliculo, péptido
inhibitorio gastrico o un andlogo de él.

Fusiones de farmaco

Las fusiones de farmaco de la invencién son proteinas de

fusion que contienen una cadena continua de polipéptido, dicha
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cadena que contiene un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que se une a albumina de suero como una primera
fraccidén, enlazadas a una segunda fraccién que es un farmaco de
polipéptido. La primera y segunda fracciones pueden estar unidas
directamente una a la otra a través de una unién peptidica, o
enlazadas a través de un aminoacido, o péptido o enlazante
polipéptido apropiado. Otras fracciones (por ejemplo, tercera, cuarta)
y/o secuencias enalzantes, pueden estar presentes segun sea
apropiado. La primera fraccién puede estar en una ubicacién en el
terminal N, en una ubicacién en el terminal C o interna con relacién a
la segunda fraccion (es decir, el farmaco polipéptido). En ciertas
modalidades, cada fraccién puede estar presente en mas de una
copia. Por ejemplo, la fusién de farmaco puede contener dos o mas
primeras fracciones cada una que contengan un fragmento de enlace
a antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero (por
ejemplo, un V4 que se une a albumina de suero humana y un V_ que
enlaza a albumina de suero humana o dos o mas Vy o V_ que
enlazan a albumina de suero humana).

En algunas modalidades, la fusién de farmaco es una cadena
continua de polipéptido que tiene la férmula:

a-(X)n1-b-(Y)n2-c-(Z)ns-d o a-(Z)a3-b-(Y)n2-c-(X)a1-d;

en donde X es un farmaco de polipéptido que tiene
especificidad de enlace para un primer objetivo;

Y es un fragmento de enlace a antigeno de cadena simple, de

un anticuerpo que tiene especificidad de enlace para albumina de
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suero;

Z es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de
enlace para un segundo objetivo;

a, b, c y d estdan ausentes cada uno independientemente o son
desde uno hasta aproximadamente 100 residuos de aminoacido;

n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;

n2 es desde uno hasta aproximadamente 10; y

n3 es cero hasta aproximadamente 10,

con la condiciéon de que cuando n1y n2 son ambos uno y n3 es
cero, X no contenga una cadena de anticuerpo o un fragmento de
una cadena de anticuerpo.

En una modalidad, ni X ni Z contienen una cadena de
anticuerpo o un fragmento de una cadena de anticuerpo. En una
modalidad, n1 es uno, n3 es uno y n2 es dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho o nueve. Preferiblemente, Y es un dominio variable
de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy) que tiene especificidad
de enlace para albiumina de suero, o un dominio variable de cadena
ligera de inmunoglobulina (V) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero. Mas preferiblemente, Y es un dAb (por ejemplo,
un Vy, VK o V,) que se une a albiumina de suero humana, en una
modalidad particular, X o0 Z es GLP-1 humano o un derivado de GLP-
1 o analogo de él.

En ciertas modalidades, Y contiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:10,

SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ

1
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ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En otras
modalidades, Y contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID
NO:22 y SEQ ID NO:23.

En otras modalidades, la fusion de farmaco contiene las
fracciones X'y Y', en donde X' es un farmaco de polipéptido, con la
condicién de que X' no contenga una cadena de anticuerpo o un
fragmento de una cadena de anticuerpo; y Y' es un fragmento de
enlace a antigeno de cadena simple, de un anticuerpo que tiene
especificidad de enlace para albimina de suero. Preferiblemente, Y'
es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy)
que tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero. Mas
preferiblemente, Y' es un dAb (por ejemplo, un V4, Vk o V,) que
enlaza a albumina de suero humana. X' se puede ubicar amino
terminalmente con respecto a Y', o Y' se puede ubicar amino
terminalmente con respecto a X'.

En algunas modalidades, X' y Y' estan separados por un
aminoacido, o por un péptido o enlazante polipéptido que contiene
desde dos hasta aproximadamente 100 aminoacidos. En wuna
modalidad particular, X’ es GLP-1 o derivado de GLP-1 humano o
analogos de ellos.

En ciertas modalidades, Y' contiene una secuencia de
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aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26. En otras
modalidades, Y' contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23.

En modalidades particulares, la fusién de farmaco contiene un
dAb que se une a albiumina de suero e IL-1ra humana (por ejemplo,
SEQ ID NO: 28). Preferiblemente, el dAb se enlaza a albumina de
suero humana y contiene regiones de entramado humanas.

En otras modalidades, la fusion de farmaco o conjugado de
farmaco contiene una variante funcional de IL-1ra humana que tiene
al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%,
o al menos aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente
95%, o al menos aproximadamente 96%, o al menos
aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente 98%, o al
menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la forma madura de 152 aminoacidos de la IL-1ra
humana y antagoniza al receptor de tipo 1 de interleucina 1. (Véase
Eisenberg et al., Nature 343:341-346 (1990)). La variante puede
contener uno o mas aminoacidos adicionales (por ejemplo, contener
153 0 154 0 mas aminoacidos).

Las fusiones de farmaco de la invencién se pueden producir

usando cualquier método apropiado. Por ejemplo, algunas
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modalidades se pueden producir mediante la insercién de un acido
nucleico que codifica la fusiéon de farmaco en un vector de expresion
apropiado. Luego se introduce la construccién resultante en una
célula hospedera apropiada para la expresién. Con la expresién, se
puede aislar la proteina de fusién o purificarse a partir de un lisado
celular o preferiblemente del medio de cultivo o periplasma, usando
cualquier método apropiado. (Véase por ejemplo, Current Protocols
in Molecular Biology (Ausubel, RM. et al, eds., Vol. 2, Suppl. 26, pp.
16.4.1-16.7.8 (1991)).

En una modalidad adicional la fusién de farmaco o conjugado
de farmaco contiene un agente insulinotrépico, en una modalidad
preferida la fusién de farmaco o conjugado de farmaco contiene GLP-
1, o un analogo o péptido de GLP-1. En una modalidad mas
preferida, la fusion de farmaco o conjugado de farmaco contiene
Ser?GLP-1 (7-36) amida.

En una modalidad adicional, la fusién de farmaco o conjugado
de farmaco contiene un analogo de GLP-1 que tiene una o mas de
las siguientes sustituciones: Val® o Pro°.

Preferiblemente, el analogo de GLP-1 es Pro®GLP-1 (7-36) o
Pro’GLP-1 (7-37). Adicionalmente, el analogo o péptido de GLP-1
puede incluir cualquiera de las siguientes extensiones de terminal C:
PSS, PSSGAP o PSSGAPPPS.

En otra modalidad, la fusién de farmaco o conjugado de
farmaco contiene un analogo de GLP-1 que contiene la secuencia de

la Formula |.
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His’-Xaa®-Xaa®-Gly'®-Xaa''-Phe'?-Thr'*-Xaa'*-Asp'°-Xaa'®-
Xaa'’-Xaa'®-Xaa'®-Xaa?°-Xaa?'-Xaa,,-Xaa??-Xaa?*-Xaa?*-Xaa?®-Xaa?'-
Phe?®-1le?®*-Xaa*’-Xaa®'-Xaa’?-Xaa®*-Xaa**-Xaa®*-Xaa’*-Xaa®"-Xaa’?-
Xaa®*-Xaa“*’-Xaa*'-Xaa*?-Xaa“*?-Xaa**-Xaa*®

Formula | - SEQ ID NO:171

en donde:

Xaa en la posicién 8 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 9 es Glu, o Asp;

Xaa en la posicién 11 es Thr, Ala, Gly, Ser, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posiciéon 14 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lie, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 16 es Val, Ala, Gly, Ser, Thr,. Leu, lie, Tyr,
Glu, Asp, Trp, o Lys;

Xaa en la posicién 17 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 18 es Ser, Ala, Gly, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, Trp, Tyr, o Lys;

Xaa en la posicion 19 es Tyr, Phe, Trp, Glu, Asp, Gin, o Lys;
Xaa en la posicién 20 es Leu,

Ala, Gly, Ser, Thr, lle, Val, Glu, Asp, Met, Trp, Tyr, o Lys; Xaa
en la posiciéon 21 es Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 22 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Giu,

Asp, o Lys;
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Xaa en la posicién 23 es GIn, Asn, Arg, Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posiciéon 24 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Arg,
Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 25 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 26 es Lys, Arg, GIn, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posiciéon 27 es Leu, Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 30 es Ala, Gly, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicion 31 es Trp, Phe, Tyr, Glu, Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 32 es Leu, Gly, Ala, Ser, Thr, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 33 es Val, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 34 es Asn, Lys, Arg, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posicién 35 es Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val, Glu,
Asp, o Lys;

Xaa en la posicién 36 es Gly, Arg, Lys, Glu, Asp, o His;

Xaa en la posicion 37 es Pro, Gly, Ala, Ser, Thr, Leu, lle, Val,
Glu, Asp, o Lys, o esta eliminada,;

Xaa en la posiciéon 38 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, o His, o esté
eliminada;

Xaa en la posicion 39 es Ser, Arg, Lys, Glu, Asp, o His, o esta
eliminada;

Xaa en la posicién 40 es Gly, Asp, Glu, o Lys, o esta
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eliminada;

Xaa en la posiciéon 41 es Ala, Phe, Trp, Tyr, Glu, Asp, o Lys, o
esta eliminada,

Xaa en la posicion 42 es Ser, Pro, Lys, Glu, o Asp, o esta
eliminada,;

Xaa en la posicion 43 es Ser, Pro, Glu, Asp, o Lys, o esta
eliminada,

Xaa en la posicion 44 es Gly, Pro, Glu, Asp, o Lys, o esta
eliminada; y

Xaa en la posicion 45 es Ala, Ser, Val, Glu, Asp, o Lys, o esta
eliminada,;

siempre que cuando el aminoacido en la posicién 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, o 44 esté eliminado, entonces cada corriente de
aminoacido de ese aminoacido también esté eliminada.

En otra modalidad la fusién de farmaco o conjugado de farmaco
contiene un analogo de GLP-1 que contiene la secuencia de
aminoacidos de la formula (11):

Xaa’-Xaa®-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Xaa'®-Ser-Xaa'®-
Xaa'®-Xaa?°-Glu-Xaa??-Xaa??-Ala-Xaa?®-Xaa?*-Xaa?’ -Phe-lle-Xaa®*°-
Trp-Leu-Xaa®3-Xaa®*-Xaa®®-Xaa®-Xaa’’-Xaa®8-Xaa®-Xaa*’-Xaa*'-
Xaa“?-Xaa*?-Xaa**-Xaa**-Xaa*®

Formula (II) - SEQ ID NO: 172

en donde Xaa7 es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina,
2-amino-histidina, (3-hidroxi-histidina, homohistidina, Na-acetil-

histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-
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piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaa8

es Ala, Gly, Val, Leu, He, Lys, Aib, acido

(1-

aminociclopropil)carboxilico, acido (1-aminociclobutil)carboxilico,

acido

(1-aminociclopentil)carboxilico, acido

(1-

aminociclohexil)carboxilico, acido (1-aminocicloheptil)carboxilico, o

acido (1-aminociclooctil)carboxilico;

Xaa'®

Xaa'®

Xaa

Xaa’®

Xaa®’

Xaad®

Xaa®®

Xaa*®

Xaa*'

es Val o Leu;

es Ser, Lys o Arg;

es Tyr o Gin ;

es Leu o Met;

es Gly, Glu o Aib;

es GlIn, Glu, Lys o Arg;

es Ala o Val;

es Lys, Glu o Arg;

es Glu o Leu;

es Ala, Glu o Arg;

es Val o Lys;

es Lys, Glu, Asn o Arg;

es Gly o Aib;

es Arg, Gly o Lys;

es Gly, Ala, Glu, Pro, Lys, amida o esta ausente;
es Lys, Ser, amida o esta ausente.
es Ser, Lys, amida o esta ausente;
es Gly, amida o esta ausente;

es Ala, amida o esta ausente;

et
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Xaa®*? es Pro, amida o esta ausente;
Xaa*? es Pro, amida o esta ausente;
Xaa** es Pro, amida o esta ausente;
Xaa“*® es Ser, amida o esta ausente;

Xaa*t

es amida o esta ausente; siempre que si Xaa®® Xaa®®,
Xaa*®, Xaa*', Xaa‘*?, Xaa*’, Xaa*’, Xaa*® o Xaa*® estd ausente,
entonces también estd ausente cada corriente de residuo de
aminoacido.

En otra modalidad de la invencion, la fusion de farmaco o
conjugado de farmaco contiene un péptido GLP-1 que contiene la
secuencia de aminoacidos de formula (l11):

Xaa’-Xaa®-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Xaa'®-Tyr-
Leu-Glu-Xaa??-Xaa??-Ala-Ala-Xaa?®-Glu-Phe-lle-Xaa*°-Trp-Leu-Val-
Xaa’*-Xaa’®-Xaa®®*-Xaa®'-Xaa®®

Formula (Iil) - SEQ ID NO: 173

En donde

Xaa’ es L-histidina, D-histidina, desamino-histidina, 2-amino-
histidina, B-hidroxi-histidina, homohistidina, N'1-acetil-histidina, a-
fluorometil-histidina, a-metil-histidina, 3-piridilalanina, 2-
piridilalanina o 4-piridilalanina;

Xaa® es Ala, Gly, Val, Leu, He, Lys, acido a-aminoisobutirico
(Aib), acido (1-aminociclopropil)carboxilico, acido (1-
aminociclobutil)carboxilico, acido (1-aminociclopentil)carboxilico,
acido (1-aminociclohexil)carboxilico, acido (1-

aminocicloheptil)carboxilico, o acido (1-aminociclooctil)carboxilico;
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es Ser, Lys o Arg;

Xaa?? es Gly, Glu o Aib;

Xaa?® es GlIn, Glu, Lys o Arg;
Xaa®® es Lys, Glu o Arg;
Xaa®° es Ala, Glu o Arg;
Xaa®* es Lys, Glu o Arg;

Xaa®® es Gly o Aib;

Xaa es Arg o Lys;

Xaa®’ es Gly, Ala, Glu o Lys;

Xaa es Lys, amida o esta ausente.

En todavia otra modalidad de la invencion el péptido GLP-1 se
selecciona del grupo que consiste en: GLP-1 (7-35), GLP-1 (7-36),
GLP-1 (7-36)-amida, GLP-1 (7- 37), GLP-1 (7-38), GLP-1 (7-39),
GLP-1 (7- 40), GLP-1 (7-41) o un analogo o péptido de ellos.

En todavia otra modalidad de la invencion, el péptido GLP-1 es
GLP-1 (A-B) en donde A es un entero desde 1 hasta 7 y B es un
entero desde 37 hasta 45 o un analogo de él que contiene un residuo
de enlace a albumina unido por medio de un separador hidrofilico al
residuo de aminoacido en el terminal C y, opcionalmente, un
segundo residuo de enlace a albiumina unido a uno de los otros
residuos de aminoacido.

En otra modalidad el péptido GLP-1 contiene no mas de quince
residuos de aminoacido que han sido intercambiados, afadidos o
eliminados en comparaciéon con GLP-1 (7- 37) o no mas de diez

residuos de aminoacido que han sido intercambiados, afadidos o
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eliminados en comparacién con GLP-1 (7-37).

En otra modalidad el péptido GLP-1 contiene no mas de seis
(preferiblemente, no mas de 5, 4, 3, 2 o 1) residuos de aminoéacido
que han sido intercambiados, afiadidos o eliminados en comparacion
con GLP-1 (7-37).

En otra modalidad, el péptido GLP-1 contiene no mas de 4
preferiblemente, no mas de 3, 2 o 1) residuos de aminoacido que no
estan codificados por el cédigo genético.

En otra modalidad, el péptido GLP-1 es un péptido GLP-1
protegido con DPPIV.

En otra modalidad, el agente insulinotréopico es DPPIV
estabilizado.

En otra modalidad, el péptido GLP-1 contiene un residuo de
acido a-aminoisobutirico (Aib) en la posicién 8.

En otra modalidad, el residuo de aminoacido en la posicién 7
de dicho péptido GLP-1 se selecciona del grupo que consiste en D-
histidina, desamino-histidina, 2-amino-histidina, B-hidroxi-histidina,
homohistidina, Na-acetil-histidina, a-fluorometil-histidina, a-metil-
histidina, 3-piridilalanina, 2-piridilalanina y 4- piridilalanina.

En otra modalidad el péptido GLP-1 se selecciona del grupo
que consiste en: Arg®**GLP-1 (7-37), Arg®®*%Lys*®*GLP-1 (7-38),
Arg?®%4Lys®®GLP-1 (7-38)-OH, Lys*°Arg?®3*GLP-1 (7-36), Aib®??3
GLP-1  (7-37), Aib*3°GLP-1  (7-37), Aib®?2GLP-1  (7-37),
Aib®2235Arg2834 ys38GLP-1 (7-38), Aib®3°Arg?®-*‘Lys**GLP-1(7-38),

Aib%?2Arg?®-**Lys® GLP-1 (7-38), Aib®2235Arg2¢34Lys3®GLP-1 (7-38),

34
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Aib®35Arg?%-*Lys?**GLP-1 (7-38), Aib®?*3°Arg®°Lys®*GLP-1 (7-38),
Aib®3°Arg®°Lys**GLP-1 (7-38), Aib®??Arg®°Lys**GLP-1 (7-38),
Aib®223%Arg®Lys® GLP-1  (7-38), Aib®*°Arg®‘Lys’**GLP-1 (7-38),
Aib®22Arg®Lys®®*GLP-1  (7-38), Aib®?2%°Ala*’Lys®*GLP-1  (7-38),
Aib®*°Ala® Lys**GLP-1 (7-38), Aib®2%Ala*" Lys**GLP-1 (7-38),
Aib® 2233 Lys® " GLP-1 (7-37), Aib®3°Lys* GLP-1 (7-37),
Aib®Arg?®34Glu??- 223 ys**GLP-1 (7-38), Gly®Arg?®%‘Lys**GLP-1 (7-
37), Aib®Arg?® 3 Lys**GLP-1 (7-38), Aib®Lys**GLP-1 (7-38),
Gly®Arg?®34Lys®*GLP-1(7-38), GLP-1 (7-37)amida, GLP-1 (7-37)
amida, Aib®Arg?®**Lys*GLP-1 (7-37), Arg®®?*'Lys**GLP-1 (7-37),
Gly®Arg?®34Lys®**GLP-1 (7-37), Aib%3°Lys®’ GLP-1 (7-37)-OH,
Ala®Arg?®**Lys**GLP-1 (7-38), Aib®22:35 yg?SGLP-1 (7-38),
Aib®Arg?®-*4Lys®®GLP-1 (7-36), Gly®Arg?®%*Lys®**GLP-1 (7-37)-OH,
Aib®??23%Lys®"GLP-1 (7-37)-NH., Aib%Arg®**GLP-1 (7-37)-OH, Gly®
Arg?®**Lys**GLP-1 (7-38), Arg**GLP-1 (7-37)-OH,
Gly®Glu?2:23:30Arg1826.34 ys38GLP-1 (7-38), acido imidazolilpropidnico
"Asp'®Aib22-*°Lys* GLP-1 (7-38), acido imidazolil-
propidnico’ Aib??:3°Lys®* GLP-1 (7-38), [3-(5-imidazoil)-
propionil’ Aib®Arg?®3‘Lys*®*GLP-1 (7-38), y Aib®22Lys*’'GLP-1 (7-38).

En otra modalidad, el péptido GLP-1 est4d unido a un separador
hidrofilico por medio del residuo de aminoacido en la posicién 23, 26,
34, 36 o 38 del GLP-1 natural o GLP-1 analogo.

En otra modalidad el agente insulinotrépico es Lys?°exendina
4(1-39)-NH,.

En otra modalidad el péptido GLP-1 es
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HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPSKKKKKK
-amida - SEQ ID NO: 174.

En otra modalidad el péptido GLP-1 es

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGX - SEQ ID NO: 175

en donde X =P oY, o un fragmento o un analogo de él.

En otra modalidad de la invencién, el péptido GLP-1 es Arg'®,
Leu?®, GIn®*, Lys®® (Ne-(y-aminobutiroil(Na-hexadecanoil)))Exendin-
4-(7-45)-amida o Arg*®*, Leu?’, GIn**, Lys'® (Neg-(&gamma;-
aminobutiroil(Na-hexadecanoil)))Exendin-4-(7-45)-amida.

Los ejemplos de agentes insulinotrépicos que pueden ser utiles
como analogos de GLP-1 o derivados o farmacos similares a GLP-1
de acuerdo con la presente invencion, se describen en la solicitud de
patente internacional No. WO 87/06941 (The General Hospital
Corporation), la cual se refiere a un fragmento de péptido que
contiene GLP-1 (7-37) y derivados funcionales de él, y a su uso
como un agente insulinotrépico (incorporada aqui mediante
referencia, particularmente a manera de ejemplos de farmacos para
su uso en la presente invencién).

Otros analogos de GLP-1 se describen en la solicitud de
patente internacional No. 90/11296 (The General Hospital
Corporation), la cual se refiere un fragmento de péptidos que
contiene GLP-1 (7-36) y derivados funcionales de él, y que tiene una
actividad insulinotropica que sobrepasa la actividad insulinotrépica
de GLP-1 (1-36) o GLP-1 (1-37) y a su uso como agentes

insulinotrépicos (incorporada aqui mediante referencia,
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particularmente a manera de ejemplos de farmacos para su uso en la
presente invencién).

La solicitud de patente internacional No. WO 91/11457
(Buckley et al..) describe analogos de los péptidos activos GLP-1 7-
34, 7-35, 7-36, y 7-37 que también pueden ser utiles como farmacos
de GLP-1 de acuerdo con la presente invencién (incorporada aqui
mediante referencia, particularmente a manera de ejemplos de
farmacos para su uso en la presente invencion).

Otros analogos de exendina que son utiles para la presente
invencién se describen en las publicaciones de patente del TCP WO
99/25728 (Beeley et al.), WO 99/25727 Beeley et al.), WO 98/05351
(Young et al.), WO 99/40788 (Young et al.), WO 99/07404 (Beeley et
al.), y WO 99/43708 (Knudsen et al) (todas incorporadas aqui
mediante referencia, particularmente a manera de ejemplos de
farmacos para su uso en la presente invencién).

Los vectores de expresién apropiados pueden contener una
cantidad de componentes, por ejemplo, un origen de replicacién, un
gen marcador seleccionable, uno o mas elementos de control de
expresion, tales como un elemento de control de transcripcién (por
ejemplo, promotor, potenciador, terminador), y/o una o mas sefales
de traduccién, una secuencia sefal o secuencia conductora, y
similares. Los elementos de control de expresién y una secuencia
senal, si estan presentes, pueden ser proporcionados por el vector o
por otra fuente. Por ejemplo, se puede usar secuencias de control

transcripcional y/o traduccional de un acido nucleico clonado que
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codifica una cadena de anticuerpo para dirigir la expresion.

Se puede proporcionar un promotor para expresiéon en una
célula hospedera deseada. Los promotores pueden ser constitutivos
o inducibles. Por ejemplo, un promotor puede estar ligado
operativamente a un 4&cido nucleico que codifica un anticuerpo,
cadena de anticuerpo o porcién de ella, de tal forma que dirija la
transcripcion del acido nucleico. También esta disponible una
variedad de huéspedes apropiados para el promotor procariético (por
ejemplo, lac, tac, T3, T7 promotores para E. coli) y eucariético (por
ejemplo, promotor temprano o tardio de virus de simio 40, promotor
tardio de adenovirus).

Ademas, los vectores de expresién tipicamente incluyen un
marcador seleccionable para la seleccién de células hospederas
portadoras del vector, y en el caso de un vector de expresién
replicable, un origen o replicacién. Los genes que codifican
productos que confieren resistencia a antibiéticos o al farmaco son
marcadores seleccionables comunes, y se pueden utilizar en células
procari6ticas (por ejemplo, gen lactamasa (resistencia a ampicilina),
gen Tet para resistencia a tetraciclina) y en células eucariéticas (por
ejemplo, neomicina (G418 o geneticina), gpt (acido micofendlico),
ampicilina, o genes de resistencia a la higromicina). Los genes
marcadores de dihidrofolato reductasa permiten la seleccién con
metotrexato en una variedad de huéspedes. Los genes que codifican
el producto genético de marcadores auxotréficos del huésped (por

ejemplo, LEU2, URA3, HIS3) con frecuencia se usan como

(29

[/



10

15

20

25

marcadores seleccionables en levadura. EI uso de vectores virales
(por ejemplo, baculovirus) o vectores de fagos, y de vectores que
son capaces de integrarse en el genoma de la célula hospedera,
tales como vectores retrovirales, también estan contemplados. Los
vectores de expresién apropiados para su expresién en células
procariéticas (E. coli), células de insecto (células de Drosophila
Schnieder S2, Sf9) y levadura (P. methanolica, P. pastoris, S.
cerevisiae) son bien conocidos en la técnica.

Se proporciona células hospederas recombinantes que
expresan una fusién de farmaco y un método para preparar una
fusion de farmaco como se describe aqui. La célula hospedera
recombinante contiene un acido nucleico recombinante que codifica
una fusién de farmaco. Las fusiones de farmaco se pueden producir
mediante la expresién de un Aacido nucleico recombinante que
codifica la proteina en una célula hospedera apropiada, o usando
otros métodos apropiados. Por ejemplo, las construcciones de
expresion descritas aqui pueden ser introducidas en una célula
hospedera apropiada, la célula resultante se puede mantener (por
ejemplo, en cultivo, en un animal) bajo condiciones apropiadas para
la expresion de las construcciones. Las células hospederas
apropiadas pueden ser procariéticas, incluyendo células bacterianas
tales como las de E. coli, B. subtilis y/u otras bacterias apropiadas;
eucarioticas, tales como células de hongos y de levaduras (por
ejemplo, de Pichia pastoris, Aspergillus species, Saccharomyces

cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa), u

14°

L.



10

15

20

25

111

otras células eucari6ticas inferiores, y células de eucariotas
superiores, tales como las de insectos (por ejemplo, células de
insecto Sf9 (WO 94/26087 (O'Connor)) o de mamiferos (por ejemplo,
células COS, como COS-1 (Numero de acceso a ATCC CRL-1650) y
COS-7 (Numero de acceso a ATCC CRL-1651), CHO (por ejemplo,
Numero de acceso a ATCC CRL-9096), 293 (Numero de acceso a
ATCC CRL- 1573), HeLa (Numero de acceso a ATCC CCL-2), CV1
(Numero de acceso a ATCC CCL-70), WOP (Dailey et al, J. Virol.
54:739-749 (1985)), 3T3, 293T (Pear et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 90:8392-8396 (1993)), células NSO, SP2/0, células HuT 78, y
similares (véase por ejemplo, Ausubel, F.M. et al, eds. Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y John
Wiley & Sons Inc., (1993)).

La invenciéon también incluye un método para producir una
fusién de farmaco, que comprende mantener una célula hospedera
recombinante de la invencién bajo condiciones apropiadas para la
expresion de una fusién de farmaco. El método puede comprender
ademas el paso de aislar o recubrir la fusién de farmaco, si se
desea, en otra modalidad, los componentes de la fusién de farmaco
(por ejemplo, dAb que se une a albumina de suero humana y |L-1ra)
estan ensambilados quimicamente para crear una cadena continua de
polipéptido.

Conjugados

En otro aspecto, la invencién proporciona conjugados que

contienen un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que

14

[(/3



10

15

20

25

se une a albumina de suero que se une a un farmaco. Estos
conjugados incluyen "conjugados de farmaco", que contienen un
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a
albumina de suero, a la cuél esta unido un farmaco de manera
covalente, y "conjugados de farmaco no covalentes", los cuales
contienen un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que
se une a albumina de suero, al cual estd unido un farmaco de
manera no covalente.

Preferiblemente, los conjugados son lo suficientemente
estables como para que el fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que se une a albumina de suero y el farmaco
permanezcan sustancialmente unidos (ya sea covalente o no
covalentemente) uno al otro bajo condiciones in vivo (por ejemplo,
cuando se administra a un ser humano). Preferiblemente, no mas de
aproximadamente 20%, no mas de aproximadamente 15%, no mas de
aproximadamente 10%, no mas de aproximadamente 9%, no mas de
aproximadamente 8%, no mas de aproximadamente 7%, no mas de
aproximadamente 6%, no mas de aproximadamente 5%, no mas de
aproximadamente 4%, no mas de aproximadamente 3%, no mas de
aproximadamente 2%, no mas de aproximadamente 1%, o
sustancialmente ninguno de los conjugados se disocia o se divide
para liberar el farmaco y fragmento de enlace a antigeno bajo

condiciones in vivo. Por ejemplo, la estabilidad bajo condiciones "in
vivo" puede evaluarse convenientemente incubando conjugado de

farmaco o conjugado de farmaco no covalente durante 24 horas en
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suero (por ejemplo, suero humano) a 37 °C. En un ejemplo este
método, cantidades iguales de un conjugado de farmaco y el farmaco
no conjugado se diluyen en dos frascos de suero diferentes. La mitad
del contenido de cada frasco se congela inmediatamente a -20 °C, y
la otra mitad se incuba durante 24 horas a 37 °C. Luego se puede
analizar las cuatro muestras usando cualquier método apropiado, tal
como SDS-PAGE y/o deteccién Western. Las detecciones Western se
pueden sensibilizar usando un anticuerpo que se une al farmaco.
Todos los farmacos en las lineas de conjugado de farmaco correran
al tamafo del conjugado de farmaco si no hubiera disociacién. Se
puede usar muchos otros métodos apropiados para evaluar la
estabilidad bajo condiciones "in vivo", por ejemplo, analizando
muestras preparadas como se describié anteriormente aquf, usando
métodos analiticos, tales como cromatografia (por ejemplo, de
filtracion en gel, de intercambio i6nico, y de fase inversa), ELISA,
espectroscopia de masa y similares.

Conjugados de farmaco

En otro aspecto, la invencién proporciona un conjugado de
farmaco que contiene un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que tiene especificidad de enlace para albumina de suero,
y un farmaco que estd unido covalentemente a dicho fragmento de
enlace a antigeno, con la condicién de que el conjugado de farmaco
no esa una sola cadena de polipéptido continua.

En algunas modalidades, el conjugado de farmaco contiene un

dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (V4) que
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tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero, y un farmaco que
esta unido covalentemente a dicho VH o V., con la condicién de que
el conjugado de farmaco no sea una sola cadena de polipéptido
continua. Preferiblemente, el conjugado de farmaco contiene un solo
V4 que se une a albumina de suero o un solo V, que se une a
albumina de suero. En ciertas modalidades, el conjugado de farmaco
contiene un dAb VK que se une a albiumina de suero humana y
contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25
y SEQ ID NO:26. En otras modalidades, el conjugado de farmaco
contiene un dAb V4 que se une a albumina de suero humana y
contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

Los conjugados de farmaco pueden contener cualquier farmaco
deseado, y se pueden preparar usando cualesquiera métodos
apropiados. Por ejemplo, el farmaco puede unirse al fragmento de
enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero
directamente o indirectamente a través de una fraccién enlazante
apropiada en una o mas posiciones, tal como el terminal amino, el

terminal carboxilo o a través de cadenas laterales de aminoacidos.
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En una modalidad, el conjugado de farmaco contiene un dAb que se
une a albumina de suero humana y un farmaco de polipéptido (por
ejemplo, IL-1ra humana o una variante funcional de IL-1ra humana),
y el terminal amino del farmaco polipéptido (por ejemplo, IL-1ra
humana o una variante funcional de IL-1ra humana) esta unido al
terminal carboxilo del dAb directamente o a través de una fraccion
enlazante apropiada. En otra modalidad, el conjugado de farmaco
contiene un dAb que se une a albumina de suero humana y un
farmaco insulinotrépico (por ejemplo, GLP-1 o un analogo de GLP-1)
y el terminal amino del farmaco insulinotrépico es libre (es decir no
esta acoplado o enlazado en el conjugado) y el terminal carboxilo
esta unido al terminal amino del dAb directamente o a través de una
fraccién enlazante apropiada.

En otras modalidades, el conjugado de farmaco contiene un
dAb que se une a albumina de suero humana y dos o mas farmacos
diferentes que estan unidos covalentemente al dAb. Por ejemplo, un
primer farmaco puede estar unido covalentemente (directamente o
indirectamente) al terminal carboxilo del dAb y un segundo farmaco
puede estar unido covalentemente (directamente o indirectamente) al
terminal amino o a través de un grupo amino de cadena lateral (por
ejemplo, un grupo amino de lisina). En una modalidad preferida el
terminal amino del farmaco insulinotrépico (por ejemplo GLP-1 o0 un
analogo de GLP-1) es libre. Estos conjugados de farmaco se pueden
preparar usando metodos bien conocidos de acoplamiento selectivo.

(Véase por ejemplo, Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques,

48
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Academic Press: San Diego, CA (1996).)

Se puede usar una variedad de métodos para conjugar
farmacos a un fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que
tiene especificidad de enlace para albimina de suero. El método
particular seleccionado dependera del farmaco que va a ser
conjugado. Si se desea, se puede utilizar enlazantes que contengan
grupos funcionales terminales para enlazar el fragmento de enlace a
antigeno y el farmaco. Generalmente, la conjugacién se lleva a cabo
haciendo reaccionar un farmaco que contiene a grupo funcional
reactivo (o que estda modificado para que contenga un grupo
funcional reactivo) con un enlazante, o directamente con un
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a
albumina de suero. Los enlaces covalentes se forman haciendo
reaccionar un farmaco que contiene (0 o que esta modificado para
que contenga) una fraccion quimica o grupo funcional que puede
reaccionar, bajo condiciones apropiadas, con un segundo grupo
quimico, formando asi un enlace covalente. Si se desea, se puede
afadir un grupo quimico reactivo apropiado al fragmento de enlace a
antigeno o a un enlazante usando cualquier método apropiado.
(Véase por ejemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques,
Academic Press: San Diego, CA (1996).) Muchas combinaciones
apropiadas de grupos quimicos reactivos son conocidas en la
técnica, por ejemplo un grupo amina puede reaccionar con un grupo
electrofilico tal como tosilato, mesilato, halo (cloro, bromo, fluoro,

yodo), éster N-hidroxisuccinimidilico (NHS), y similares. Los tioles
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pueden reaccionar con maleimida, yodoacetilo, acrilolilo, piridil
disulfuros, acido 5-tiol-2-nitrobenzoico tiol (TNB-tiol), y similares. Un
grupo funcional aldehido puede estar acoplado a moléculas que
contienen amina o hidrazida, y un grupo azida puede reaccionar con
un grupo fosforoso trivalente para formar enlaces fosforamidato o
fosforimida. Los métodos apropiados para introducir grupos
activadores en moleculas son conocidos en la técnica. (Véase, por
ejemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic
Press: San Diego, CA (1996)).

En algunas modalidades, el fragmento de enlace a antigeno de
un anticuerpo que tiene especificidad de enlace para albumina de
suero esta unido a un farmaco mediante reaccion de dos tioles para
formar un enlace disulfuro. En otras modalidades, el fragmento de
enlace a antigeno de un anticuerpo que tiene especificidad de enlace
para albumina de suero esta unido a un farmaco mediante reaccién
de un grupo isotiocianato y una amina primaria para producir una
unién isotiourea.

Las fracciones enlazantes apropiadas pueden ser lineales o
ramificadas, e incluyen, por ejemplo, tetraetilen glicol, C,-C;;
alquileno, -NH-(CH;),-NH- o -(CH;),-NH- (en donde p es desde uno
hasta doce), -CH,-O-CH,-CH,-0-CH,-CH,-O-CH-NH-, una cadena de
polipéptido que contiene desde uno hasta aproximadamente 100
(preferiblemente desde uno hasta aproximadamente 12) aminoacidos
y similares.

Conjugado de farmaco no covalentes

9%
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Algunos enlaces no covalentes (por ejemplo, enlaces
hidrégeno, interacciones de van der Waals) pueden producir
conexiones intermoleculares estables, altamente especificas. Por
ejemplo, las interacciones de reconocimiento molecular logradas a
través de multiples enlaces no covalentes entre compafneros de
enlace complementarios, apoyan muchas interacciones biolégicas
importantes, tales como el enlace de enzimas a sus sustratos, el
reconocimiento de antigenos por los anticuerpos, la unién de
ligandos a sus receptores, y la estabilizacién de la estructura
tridimensional de proteinas y péptidos. De acuerdo con esto, estas
interacciones débiles no covalentes (por ejemplo, uniéon hidrégeno,
interacciones de van Der Waals, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofébicas y similares) se pueden utilizar para
enlazar un farmaco al fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que tiene especificidad de enlace para albumina de suero.

Preferiblemente, la unién no covalente que enlaza el fragmento
de enlace a antigeno y el farmaco es de resistencia suficiente como
para que el fragmento de enlace a antigeno y el farmaco
permanezcan sustancialmente unidos uno al otro bajo condiciones in
vivo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano).
Generalmente, la unién no covalente que enlaza el fragmento de
enlace a antigeno y el farmaco tiene una resistencia de al menos
aproximadamente 10'°M"".

En modalidades preferidas, la resistencia de la unién no

covalente es de al menos aproximadamente 10''M™', al menos
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aproximadamente 10'2M™', al menos aproximadamente 10'* M al
menos aproximadamente 10'“M' o al menos aproximadamente
10'°M"'. Se sabe que las interacciones entre biotina y avidina y entre
biotina y estreptavidina son muy eficientes y estables bajo muchas
condiciones, y como se describe aqui, se puede utilizar enlaces no
covalentes entre biotina y avidina o entre biotina y estreptavidina
para preparar un conjugado de farmaco no covalente de la invencién.

La unién no covalente se puede formar directamente entre el
fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo que tiene una
especificidad para albumina de suero y farmaco, o se puede formar
entre compaferos de enlace complementarios apropiados (por
ejemplo, biotina y avidina o estreptavidina) en donde un companero
esta unido covalentemente al farmaco y el compafero de enlace
complementario esta unido covalentemente al fragmento de enlace a
antigeno. Cuando se emplea compaferos de enlace
complementarios, uno de los compafieros de enlace puede estar
unido covalentemente al farmaco directamente o a través de una
fraccion enlazante apropiada, y el compafero de enlace
complementario puede estar unido covalentemente al fragmento de
enlace a antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero
directamente o a través de una fraccién enlazante apropiada.

Los compaferos de enlace complementarios son pares de
moléculas que se unen selectivamente uno al otro. Muchos
companeros de enlace complementarios son conocidos en la técnica,

por ejemplo, anticuerpo (o un fragmento de enlace a antigeno de él)
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y su antigeno o epitopo cognado, enizmas y sus sustratos, y
receptores y sus ligandos. Los compaferos de enlace
complementarios preferidos son biotina y avidina, y biotina y
estreptavidina.

La unién covalente directa o indirecta de un miembro de un par
de enlace complementario a un fragmento de enlace a antigeno que
tiene especificidad de enlace para albumina de suero o un farmaco,
se puede realizar como se describié anteriormente, por ejemplo,
haciendo reaccionar a compafero de enlace complementario que
contiene un grupo funcional reactivo (o que estd modificado para que
contenga un grupo funcional reactivo) con un fragmento de enlace a
antigeno de un anticuerpo que se une a albumina de suero, con o sin
el uso de un enlazante. El método particular seleccionado dependera
de los compuestos (por ejemplo, farmaco, compafnero de enlace
complementario, fragmento de enlace a antigeno de un anticuerpo
que se une a albumina de suero) que van a ser conjugados. Si se
desea, se puede utilizar enlazantes (por ejemplo, enlazantes
homobifuncionales, enlazantes heterobifuncionales) que contengan
un grupo funcional terminal reactivo para ligar el fragmento de
enlace a antigeno y/o el farmaco a un compafiero de enlace
complementario.

En una modalidad, se puede utilizar un enlazante
heterobifuncional que contiene dos fracciones reactivas distintas. El
enlazante heterobifuncional se puede seleccionar de tal forma que

una de las fracciones reactivas reaccionard con el fragmento de
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enlace a antigeno de un anticuerpo que tiene especificidad de enlace
para albumina de suero o el farmaco, y la otra fracciéon reactiva
reaccionara con el compafero de enlace complementario. Se puede
utilizar cualquier enlazante apropiado (por ejemplo, enlazante
heterobifuncional), y muchos de estos enlazantes se conocen en la
técnica y estan disponibles en fuentes comerciales (por ejemplo,
Pierce Biotechnology, Inc., IL).

Composiciones y métodos terapéuticos y de diagnéstico

Se proporciona composiciones que contienen composiciones de
farmacos de la invencién (por ejemplo, conjugados de farmaco,
conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco),
incluyendo composiciones farmacéuticas o fisiolégicas (por ejemplo,
para administracion humana y/o veterinaria). Las composiciones
farmacéuticas o fisiolégicas contienen una o mas composiciones de
farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente, fusién de farmaco), y un portador aceptable
farmacéutica o fisiolégicamente. Tipicamente, estos portadores
soluciones, emulsiones o} suspensiones acuosas o}
alcohélicas/acuosas, incluyendo salina y/o medio tamponado. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio y lactado de Ringer.
Los adyuvantes apropiados, aceptables fisiolégicamente, si son
necesarios para mantener un complejo de polipéptidos en
suspensién, pueden escogerse de espesantes, tales como

carboximetilcelulosa, polivinil pirrolidona, gelatina y alginatos. Los
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vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de nutrientes y
reabastecedores de electrolitos, tales como los que se basan en
dextrosa de Ringer. También pueden estar presentes conservadores
y otros aditivos, tales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes
quelatantes 'y gases inertes (Mack  (1982) Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16a. Edicién).

Las composiciones pueden contener una cantidad deseada de
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco). Por ejemplo
las composiciones pueden contener aproximadamente 5% hasta
aproximadamente 99% de conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente o fusién de farmaco por peso. En modalidades
particulares, la composicién puede contener desde aproximadamente
10% hasta aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 20%
hasta aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 30% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 40% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 50% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 60% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 70% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 80% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 90% hasta
aproximadamente 99%, o desde aproximadamente 95% hasta
aproximadamente 99% de composiciéon de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de

farmaco), por peso. En un ejemplo, la composicién es secada por
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congelacion (liofilizada).

Las composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de
farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de
farmaco), descritas aqui, tipicamente encontraran uso en prevenir,
suprimir o tratar estados inflamatorios (por ejemplo, enfermedades
inflamatorias agudas y/o crénicas), tales como enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (por ejemplo, bronquitis crénica, bronquitis
obstructiva crénica, enfisema), hipersensibilidad alérgica, cancer,
infeccion bacteriana o viral, neumonia, tal como neumonia bacteriana
(por ejemplo, neumonia estafilocécica)), trastornos autoinmunitarios
(los cuales incluyen, sin limitarse a ellos, diabetes de tipo 1,
esclerosis multiple, artritis (por ejemplo, osteoartritis, artritis
reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis psoriasica, lupus
artritico, espondiloartropatia (por ejemplo, espondilitis
anquilosante)), lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria
intestinal (por ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa),
sindrome de Behcet y miastenia gravis), endometriosis, psoriasis,
adhesiones abdominales (por ejemplo, cirugia post abdominal),
asma, y choque séptico.

Las composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de
farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de
farmaco), descritas aqui, se pueden utilizar para prevenir, suprimir o
tratar dolor, tal como dolor traumatico crénico o agudo, dolor
neuropatico crénico o agudo, dolor musculo esquelético crénico o

agudo, dolor canceroso crénico o agudo y similares. Las
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composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de farmaco,
conjugado de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco), descritas
aqui también se pueden administrar para propésitos terapéuticos.

Los canceres que pueden ser prevenidos, suprimidos o
tratados usando las composiciones de farmacos (por ejemplo,
conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes,
fusiones de farmaco), descritos aqui, incluyen linfomas (por ejemplo,
linfoma de células B, linfoma mieloide agudo, linfoma de Hodgkin,
linfoma que no es de Hodgkin), mielomas (por ejemplo, mieloma
multiple), cancer de pulmén (por ejemplo, carcinoma pulmonar de
células pequefias, carcinoma pulmonar de células no pequefas),
cancer colorectal, cancer de cabeza y cuello, cancer pancreatico,
cancer hepatico, cancer de estémago, cancer de mama, cancer
ovarico, cancer de vejiga, leucemias (por ejemplo, leucemia
mielogenosa aguda, leucemia mielogenosa crénica, leucemia
linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, adrenocarcinomas,
cancer renal, canceres hematopoyéticos (por ejemplo, sindrome
mielodisplasico, trastorno mieloproliferativo (por ejemplo, vera
policitemia, trombocitemia esencial (o primaria), mielofibrosis
idiopatica), y similares.

Las composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de
farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco)
descritas aqui también son apropiadas para su uso en prevenir,
suprimir o tratar endometriosis, fibrosis, infertilidad, parto prematuro,

disfuncion eréctil, osteoporosis, diabetes (por ejemplo, diabetes de
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tipo Il), trastornos de crecimiento, infeccién por VIH, sindrome de
distensién respiratoria, tumores e incontinencia nocturna.

En una modalidad preferida, la presente invencién se refiere al
uso de un compuesto de acuerdo con la invenciéon para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de hiperglicemia,
diabetes de tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa, diabetes de tipo
1, obesidad, hipertension, sindrome X, dislipidemia, (apoptosis de
células B, deficiencia de células B, infarto al miocardio, sindrome
inflamatorio intestinal, dispepsia, trastornos cognitivos, por ejemplo
mejoramiento cognitivo, neuroproteccion, ateroesclerosis,
enfermedad cardiaca coronaria y otros trastornos cardiovasculares.
En modalidades especificas para estas indicaciones, el farmaco se
selecciona de un agente insulinotrépico, e incretina, un péptido 1
similar al glucagén, un péptido GLP-1, un analogo de GLP-1, un
derivado de GLP-1, PYY, un péptido PYY, un analogo de PYY, un
derivado de PYY, exendina 3, un péptido exendina 3, un analogo de
exendina 3, un derivado de exendina 3, exendina 4, un péptido
exendina 4, un analogo de exendina 4, un derivado de exendina 4 o
una combinacion de dos o mas de estos (por ejemplo, péptido GLP-1
y un péptido PYY).

En otra modalidad, |la presente invencién se refiere al uso de
un compuesto de acuerdo con la invencién para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de sindrome de intestino pequefio,
sindrome inflamatorio intestinal o enfermedad de Crohn. En

modalidades especificas para estas indicaciones, el farmaco se
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selecciona de un agente insulinotrépico, e incretina, un péptido 1
similar al glucagoéon, un péptido GLP-1, un analogo de GLP-1, un
derivado de GLP-1, PYY, un péptido PYY, a analogo de PYY, un
derivado de PYY, exendina 3, un péptido exendina 3, un analogo de
exendina 3, un derivado de exendina 3, exendina 4, un péptido
exendina 4, un analogo de exendina 4, un derivado de exendina 4 o
una combinacién de dos o mas de estos (por ejemplo, péptido GLP-1
y un péptido PYY).

En otra modalidad, |la presente invencién se refiere al uso de
un compuesto de acuerdo con la invencidén para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de hiperglicemia, diabetes de tipo
1, diabetes de tipo 2 o deficiencia de células B.

En modalidades especificas para estas indicaciones, el
farmaco se selecciona de un agente insulinotréopico, e incretina, un
péptido 1 similar al glucagén, un péptido GLP-1, un analogo de GLP-
1, un derivado de GLP-1, PYY, un péptido PYY, a analogo de PYY,
un derivado de PYY, exendina 3, un péptido exendina 3, un analogo
de exendina 3, un derivado de exendina 3, exendina 4, un péptido
exendina 4, un analogo de exendina 4, un derivado de exendina 4 o
una combinaciéon de dos o mas de estos (por ejemplo, péptido GLP-1
y un péptido PYY).

El tratamiento con un compuesto de acuerdo con la presente
invencién también se puede combinar con una segunda o mas
sustancias activas farmacolégicamente, que pueden o no ser parte

del conjugado o fusiéon de farmaco . Por ejemplo, un ingrediente
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activo seleccionado de agentes antidiabéticos, agentes antiobesidad,
agentes reguladores del apetito, agentes antihipertensores, agentes
para el tratamiento y/o prevencién de complicaciones resultantes de
o asociadas con diabetes y agentes para el tratamiento y/o
prevencién de complicaciones y trastornos resultantes de o
asociados con obesidad. En el contexto de la presente la expresién
"agente antidiabético" incluye compuestos para el tratamiento y/o
profilaxis de resistencia a la insulina y enfermedades en donde la
resistencia a la insulina es el mecanismo patofisiolégico.

Ejemplos de estas sustancias activas farmacolégicamente son:
insulina, agonistas de GLP-1, sulfonilureas (por ejemplo tolbutamida,
glibenclamida, glipizida y gliclazida), biguanidas, por ejemplo
metformina, meglitinidas, inhibidores de glucosidasa (por ejemplo
acorbosa), antagonistas de glucagén, inhibidores de DPP-IV
(dipeptidil peptidasa [|V), inhibidores de enzimas hepaticas
involucradas en la estimulacion de gluconeogenesis y/o
glicogendlisis, moduladores de absorcién de glucosa,
tiasolidinodionas, tales como troglitazona y ciglitazona, compuestos
que modifican el metabolismo de lipidos, tales como agentes
antihiperlipidémicos como inhibidores de HMG CoA (estatinas),
compuestos que disminuyen la absorcién de alimentos, agonistas de
RXR y agentes que actuan sobre el canal de potasio dependiente de
ATP de las células B, por ejemplo glibenclamida, glipizida, gliclazida
y repaglinida; colestiramina, colestipol, clofibrato, gemfibrozil,

lovastatina, pravastatina, simvastatina, probucol, dextrotiroxina,

7/09



10

15

20

25

298

128

neteglinida, repaglinida; bloqueadores [ tales como alprenolol,
atenolol, timolol, pindolol, propranolol y metoprolol, ACE (enzima
convertidora de angiotensina) inhibidores tales como benazepril,
captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, alatriopril, quinapril vy
ramipril, bloqueadores del canal de calcio, tales como nifedipina,
felodipina, nicardipina, isradipina, nimodipina, diltiazem y verapamil,
y a-bloqueadores, tales como doxazosin, urapidil, prazosin and
terazosin; agonistas de CART (transcripto regulado de cocaina vy
anfetamina) agonists, antagonistas de NPY (neuropéptido Y),
agonistas de MC4 (melanocortina 4), antagonistas de orexina,
agonistas de TNF (factor de necrosis tumoral), agonistas de CRF
(factor de liberacion de corticotropina), antagonistas de CRF BP
(proteina enlazadora de factor de liberacion de corticotropina)
agonistas de wurocortina, agonistas de B3, agonistas de MSH
(hormona estiuladora de melanocitos), antagonistas de MCH
(hormona concentradora de melanocitos), agonistas de CCK
(colecistoquinina), inhibidores de reabsorcién de serotonina,
inhibidores de reabsorcién de serotonina y noradrenalina,
compuestos mixtos de serotonina y noradrenérgicos, agonistas de
SHT (serotonina), agonistas de bombesina, antagonistas de galanina,
hormona del crecimiento, compuestos liberadores de hormona del
crecimiento, agonistas de TRH (hormona liberadora de tireotropina),
moduladores de UCP 2 o 3 (proteina desacopladora 2 o 3), agonistas
de leptina, agonistas de DA (bromocriptina, doprexina), inhibidores

de lipasa/amilasa, moduladores de RXR (receptor del retinoide X),
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agonistas de TR B, antagonistas de histamina.

Adicionalmente, la insulina puede tener la forma de uno de los
siguientes analogos: AspB28-insulina humana, LysB28, ProB29-
insulina humana, LysB3 GIluB29-insulina humana, GlyA21, ArgB31,
ArgB32-insulina humana y des (B30) insulina humana.

Otros farmacos activos adicionales incluyen hormona del
crecimiento humana o un analogo de ella, hormona paratiroidea o un
analogo de ella, un factor de crecimiento tal como factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de
transformacién a (TGF-a), factor de crecimiento de transformacién B
(TGF-B), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), una somatomedina tal como
factor de crecimiento | de insulina (IGF-1), factor de crecimiento Il
de insulina (IFG-Il), eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO) o
angiopoyetina, interferén, prouroquinasa, uroquinasa, activador de
plasminégeno tisular (t-PA), inhibidor de activador de plasminégeno
1, inhibidor de activador de plasminégeno 2, factor de von
Willebrandt, una citocina, por ejemplo una interleucina, tal como
interleucina (IL) 1, IL-1 Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-12,
IL-13, 1IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-20 o IL-21, un factor de
estimulacién de colonia (CFS) tal como GM-CSF, factor de célula
madre, un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-a, linfotoxina-a,
linfotoxina-B, CD40L, o CD30L, un inhibidor de proteasa, por ejemplo
aprotinina, hormona estimuladora de foliculo humana o un analogo

de ella, una enzima tal como superéxido dismutasa, asparaginasa,
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arginasa, arginina desaminasa, adenosina desaminasa, ribonucleasa,
catalasa, wuricasa, bilirubin oxidasa, tripsina, papaina, fosfatasa
alcalina, (3-glucuronidasa, purina nucledsido fosforilas o
batroxobina, un opioide, por ejemplo endorfinas, encefalinas u
opioides no naturales, una hormona o neuropeptido, por ejemplo
calcitonina, glucagén, gastrinas, hormona adrenocorticotréopica
(ACTH), colecistoquininas, hormona luteinizante, hormona liberadora
de gonadotropina, gonadotropina coridénica, factor de liberacién de
corticotropina, vasopresina, oxitocina, hormonas antidiuréticas,
hormona estimuladora de tiroides, hormona liberadora de tirotropina,
relaxina, prolactina, péptido YY, neuropéptido Y, polipéptido
pancreatico, leptina, CART (transcripto regulado de cocaina vy
anfetamina), un péptido relacionado con CART, perlipina,
melanocortinas, (hormonas estimuladoras de melanocitos), tales
como MC-4, hormonas concentradoras de melanina, péptidos
natriuréticos, adrenomedulina, endotelina, secretina, amilina, peptido
intestinal vasoactivo (VIP), polipéptido activador de adenilato ciclasa
pituitaria, CD4 soluble, factor de |liberacién hipotalmico,
melanotoninas y analogos de ellas.

El conjugado de farmaco o fusién de farmaco descrito aqui
también se puede administrar para propdsitos terapéuticos o como
un agente para formacién de imagenes.

En la presente solicitud, el término "prevencién" implica la
administracion de la composicidon protectora antes de la induccién de

la enfermedad. “Supresion” se refiere a la administraciéon de la
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composicion después de un evento inductivo, pero antes de la
aparicién clinica de la enfermedad. “Tratamiento” implica la
administracion de la composicién protectora después de que los
sintomas de la enfermedad se hacen manifiestos.

Los sistemas de modelo en animales que se pueden utilizar
para explorar la efectividad de las composiciones de farmacos (por
ejemplo, conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no
covalentes, fusiones de farmaco) para proteger contra la enfermedad
o para tratarla, estan disponibles. Los métodos para la prueba de
lupus eritematoso sistémico (SLE) en ratones susceptibles son
conocidos en la técnica (Knight et al. (1978) J. Exp. Med., 147: 1653;
Reinersten et al. (1978) New Eng. J. Med., 299:. 515). La miastenia
gravis (MG) se somete a prueba en ratones hembras SJL/J
induciendo la enfermedad con proteina AchR soluble de otra especie
(Lindstrom et al. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La artritis es
inducida en una cepa de ratones susceptible, mediante inyeccioén de
colageno tipo Il (Stuart et al. (1984) Ann. Rev. Immunol., 42: 233).
Un modelo mediante el cual se induce la artritis en ratas susceptibles
mediante inyeccién de proteina micobacterial de choque térmico, ha
sido descrito (Van Eden et al. (1988) Nature, 331: 171). La
efectividad para tratar osteoartritis se puede evaluar en un modelo
murino en el cual la artritis es inducida mediante inyeccién intra
articular de colagenasa (Blom, A.B. et al., Osteoarthritis Cartilague
12:627-635 (2004). La tiroiditis se induce en ratones mediante

administraciéon de tirolglobulina, segun se describe (Maron et al.

AL

273



10

15

20

25

132

(1980) J. Exp. Med., 152: 1115). La diabetes mellitus dependiente de
insulina (IDDM) aparece de manera natural o puede ser inducida en
ciertas cepas de ratones tales como las descritas por Kanasawa et
al. (1984) Diabetologia, 27: 113. La EAE en ratén y rata sirve como
un modelo para la MS en seres humanos. En este modelo, la
enfermedad desmielinizante es inducida mediante la administracion
de proteina basica de mielina (véase Paterson (1986). Textbook of
Immunopathology, Mischer et al, eds., Grune and Stratton, New York,
pp. 179-213; McFarlin et al. (1973) Science, 179: 478: y Satoh et al.
(1987) J Immunol, 138: 179).

Las composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de
farmaco, conjugados de farmaco no covalentes, fusiones de farmaco)
de la presente invencién, se pueden utilizar como composiciones
administradas separadamente o en conjunto con diversos farmacos
inmunoterapéuticos, tales como ciclosporina, metotrexato,
adriamicina o cisplatino, inmunotoxinas y similares. Las
composiciones farmacéuticas pueden incluir "cocteles" de diversos
agentes citotéxicos u otros agentes, en conjunto con la composicién
de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente, fusién de farmaco) de la presente invencién, o
combinaciones de composiciones de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusiones
de farmaco) de acuerdo con la presente invencion que contiene
farmacos diferentes.

Las composiciones de farmacos (por ejemplo, conjugados de
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farmaco, conjugados de farmaco no covalentes,, fusiones de
farmaco) se pueden administrar a cualquier individuo o sujeto de
acuerdo con cualesquiera técnicas apropiadas. Una variedad de vias
de administracion es posible, incluyendo, por ejemplo, vias de
administracién oral, dietaria, tépica, transdérmica, rectal, parenteral
(por ejemplo, inyeccién intravenosa, intra arterial, intramuscular,
subcutanea, intradérmica, intraperitoneal, intratecal, intra articular),
e inhalacién (por ejemplo, inhalacién intrabronquial, intranasal u
oral, gotas intranasales), dependiendo de la composicién de
farmacos y la enfermedad o condicién que va a ser tratada. La
administracién puede ser local o sistémica segun se indique. La
forma de administracion preferida puede variar dependiendo de la
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) escogida
(por ejemplo, enfermedad) que esta siendo tratada. La dosis y
frecuencia de administraciéon dependera de la edad, sexo y condicion
del paciente, de la administracién concurrente de otros farmacos,
contraindicaciones y otros parametros que deben ser tomados en
cuenta por el médico. Se administra una cantidad efectiva
terapéuticamente de una composicion de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de
farmaco). Una cantidad efectiva terapéuticamente es una cantidad
suficiente para lograr el efecto terapéutico deseado, bajo las
condiciones de admiﬁistracién.

En una modalidad preferida de la invencién, las composiciones
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farmacéuticas que contienen un farmaco GLP-1 o analogo o derivado
de GLP-1 de acuerdo con la presente invencién, se pueden
administrar por via parenteral a pacientes que necesitan de este
tratamiento.

La administracion parenteral se puede realizar mediante
inyeccién subcutanea, intramuscular o intravenosa por medio de una
jeringa, opcionalmente una jeringa similar a pluma.
Alternativamente, la administraciéon parenteral se puede realizar por
medio de una bomba de infusién. Una opcién adicional es una
composicién que puede ser un polvo o un liquido para la
administracion del farmaco de GLP-1 o analogo o derivado de GLP-1
en la forma de un atomizador nasal o pulmonar. Como todavia una
opcion adicional, el farmaco de GLP-1 o anélogo o derivado de GLP-
1 de la invencién, se puede administrar también por via
transdérmica, por ejemplo desde un parche, opcionalmente un
parche iontoforético, o por via transmucosa, por ejemplo,
bucalmente. En otras modalidades, las composiciones se administran
por via oral, por ejemplo, como una pildora, capsula, bebida (por
ejemplo, comercializada como una bebida para perder peso en el
tratamiento de obesidad).

Una composicién para administracién parenteral de
Compuestos de GLP-1 se puede preparar por ejemplo, tal como se
describe en WO 03/002136 (incorporada aqui mediante referencia).

Una composicién para la administracién nasal de ciertos

peéptidos, se puede preparar por ejemplo tal como se describe en la
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patente europea No. 272097 (de Novo Nordisk A/S) o en WO
93/18785 (todas incorporadas aqui mediante referencia).

El término ‘"sujeto” o "individuo" se define aqui como
incluyendo animales tales como mamiferos, incluyendo, sin limitacién
a ellos, primates (por ejemplo, seres humanos), vacas, ovejas,
cabras, caballos, perros, gatos, conejos, cerdos de Guinea, ratas,
ratones u otras especies bovinas, ovinas, equinas, caninas, felinas,
de roedores o0 murinas.

La composicién de farmacos (por ejemplo, conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusion de farmaco) se
puede administrar como un compuesto neutro o como una sal. Las
sales de compuestos (por ejemplo, composiciones de farmacos,
conjugados de farmaco, conjugados de farmaco no covalentes,
fusiones de farmaco) que contienen una amina u otro grupo basico
se pueden obtener, por ejemplo, haciéndolos reaccionar con un acido
organico o inorgéanico apropiado, tal como cloruro de hidrégeno,
bromuro de hidrégeno, acido acético, acido perclérico y similares.
Los compuestos con un grupo amonio cuaternario también contienen
un anién de carga contraria, tal como cloruro, bromuro, yoduro,
acetato, perclorato y similares. Las sales de compuestos que
contienen un acido carboxilico u otro grupo funcional acido se
pueden preparar haciéndolos reaccionar con una base apropiada, por
ejemplo, una base hidréxido. Las sales de grupos funcionales acidos
contienen un catién de carga contraria, tal como sodio, potasio y

similares.
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La invencién también proporciona un estuche para su uso en la
administracion de una composicién de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de
farmaco) a un sujeto (por ejemplo, paciente), que contiene una
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,
conjugado de farmaco no covalente, fusion de farmaco), un
dispositivo para el suministro del farmaco, y opcionalmente,
instrucciones para su uso. La composicion de farmacos (por ejemplo,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de
farmaco) se puede proporcionar como una formulacién, tal como una
formulacion secada por congelacion. En ciertas modalidades, el
dispositivo para suministro de farmaco es seleccionado del grupo
que consiste en una jeringa, un inhalador, un dispositivo para
administracién intranasal u ocular (por ejemplo, un nebulizador,
gotero oftalmico o nasal), y un dispositivo para inyeccién sin aguja.

La composicién de farmacos (por ejemplo, conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) de
esta invenciéon puede ser liofilizada para su almacenamiento vy
reconstituida en un portador apropiado antes de su uso. Se puede
emplear cualquier método apropiado para liofilizacion (por ejemplo,
secado por pulverizacién, secado en torta) y/o técnicas de
reconstitucién. Las personas habiles en la técnica se daran cuenta
de que la liofilizaciéon y la reconstitucién pueden conducir a grados
variables de pérdida de actividad de anticuerpos (por ejemplo, con

inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a
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tener mayor pérdida de actividad que los anticuerpos 1gG) y que los
niveles de uso pueden tener que ser ajustados para compensarlo. En
una modalidad particular, la invencién proporciona una composicién
que contiene una composicién de farmacos liofilizada (secada por
congelacién) (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente, fusion de farmaco) como se describe aqui.
Preferiblemente, la composicién de farmacos liofilizada (secada por
congelacién) (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de
farmaco no covalente, fusién de farmaco) pierde no mas de
aproximadamente 20%, o no mas de aproximadamente 25%, o no
mas de aproximadamente 30%, o no mas de aproximadamente 35%,
0 no méas de aproximadamente 40%, o no mas de aproximadamente
45%, o no mas de aproximadamente 50% de su actividad (por
ejemplo, actividad de enlace a albumina de suero) cuando se
rehidrata. La actividad es la cantidad de composicién de farmacos
(por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no
covalente, fusién de farmaco) requerida para producir el efecto de la
composicion de farmacos antes de que fuera liofilizada. Por ejemplo,
la cantidad de conjugado de farmaco o fusién de farmaco necesaria
para lograr y mantener una concentracién en suero deseada durante
un periodo de tiempo deseado. La actividad de la composicién de
farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco
no covalente, fusién de farmaco) se puede determinar usando
cualquier método apropiado antes de la liofilizacién, y la actividad se

puede determinar usando el mismo método después de la
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rehidrataciéon para determinar la cantidad de actividad perdida.

Las composiciones que contienen la composicién de farmacos
(por ejemplo, conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no
covalente, fusion de farmaco) o un coctel de ellas, se pueden
administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En
ciertas aplicaciones terapéuticas, una cantidad suficiente para lograr
el efecto terapéutico o profilactico deseado, bajo las condiciones de
administracién, tales como al menos inhibicién parcial, supresién,
modulacion, eliminacién o cualquier otro parametro mensurable, de
una poblaciéon de células seleccionadas, se define como “cantidad o
dosis efectiva terapéuticamente”. Las cantidades necesarias para
lograr esta dosis dependeran de la gravedad de la enfermedad y del
estado general del propio sistema inmunitario del paciente y de su
estado de salud general, pero generalmente abarcan desde
aproximadamente 10 pg/kg hasta aproximadamente 80 mg/kg, o
desde aproximadamente 0.005 hasta 5.0 mg de conjugado de
farmaco o fusién de farmaco por kilogramo de peso corporal, siendo
la dosis mas usada, desde 0.05 hasta 2.0 mg/kg/dosis. Por ejemplo,
una composicién de farmacos (por ejemplo, fusién de farmaco,
conjugado de farmaco, conjugado de farmaco no covalente) de la
invencién se puede administrar diariamente (por ejemplo, hasta
cuatro administraciones por dia), cada dos dias, cada tres dias, dos
veces semanalmente, una vez semanalmente, una vez cada dos
semanas, una vez al mes, o una vez cada dos meses, en una dosis,

por ejemplo, desde aproximadamente 10 pg/kg hasta
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aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 100 pg/kg hasta
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 20 mg/kg , aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 ug/kg hasta
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 pg/kg hasta

aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 pg/kg hasta

aproximadamente 2.5 mga/kg, aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg,

aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o
aproximadamente 10 mg/kg.

Para aplicaciones profilacticas, las composiciones que
contienen la composicién de farmacos (por ejemplo, conjugado de
farmaco, conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) o
cocteles de ellas, también pueden ser administradas en dosis
similares o ligeramente menores. Una composicion que contiene una
composicion de farmacos (por ejemplo, conjugado de farmaco,

conjugado de farmaco no covalente, fusién de farmaco) de acuerdo
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con la presente invencién se puede utilizar en entornos profilacticos
y terapéuticos para ayudar en la alteracidn, inactivacién, eliminacién
o extraccién de una poblacién de células objetivo seleccionada en un
mamifero.
Ejemplos

El antagonista del receptor de interleucina 1 (IL1-ra) es un
antagonista que bloquea la actividad biolégica de la [L-1 inhibiendo
completamente el enlace de la IL-1 al receptor de tipo 1 de
interleucina 1 (IL-1RI). La produccién de IL-1 es inducida en
respuesta a estimulos inflamatorios y media diversas respuestas
fisiologicas incluyendo respuestas inflamatorias e inmunolégicas. La
IL-1 tiene una gama de actividades, incluyendo degradacion de
cartilago y estimulacion de resorcién 6sea. En pacientes con artritis
reumatoide, la cantidad de IL-1 producida localmente es elevada, y
los niveles de IL1-ra de origen natural son insuficientes para
competir con estas cantidades anormalmente aumentadas. Hay arios
tratamientos disponibles para la RA, incluyendo farmacos
antirreumaticos que modifican la enfermedad (DMARDS) tales como
metotrexato, y sustancias biolégicas tales como KINERET®
(Anakinra, Amgen).

El KINERET® (Anakinra, Amgen) es una forma recombinante,
no glicosilada del antagonista del receptor de interleucina 1 humana
que esta constituido por 153 aminoacidos y tiene un peso molecular
de 17.3 kiloDalton. (La secuencia de aminoacidos de KINERET®

(Anakinra, Amgen) corresponde a los 152 aminoacidos en IL-1ra de
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origen natural y un terminal adicional N metionina). El KINERET®
(Anakinra, Amgen) estad indicado para la reduccién de signos vy
sintomas de artritis reumatoide de moderada a grave en pacientes de
18 afnos de edad en quienes ha fallado uno o mas DMARD. La dosis
es una inyeccion subcutanea de uno solo uso diaria, con 100 mg de
farmaco. El Tgy,2 es de 4 a 6 horas y 71% de los pacientes desarrolla
reacciones en el sitio de la inyeccion en 14 a 28 dias.

Aqui, nosotros demostramos que ligando un polipéptido
terapéutico a un Ab que enlaza a albumina de suero, se obtiene
como resultado un compuesto que (i) tiene actividad similar a la del
polipéptido terapéutico solo, y (ii) también se enlaza a albiamina de
suero. Adicionalmente, la presente invenciéon proporciona un método
para crear una versién del polipéptido terapéutico con vida media
larga. Por ejemplo, hemos ligado un dAb con enlace a albumina de
suero a IL1-ra, lo que da como resultado un compuesto con una vida
media en suero mas larga que la IL-1ra sola.

Ejemplo 1. Selecciéon de anticuerpos de dominio que enlazan a

albumina de suero de ratén, rata y humana

Este ejemplo explica un método para elaborar un solo
anticuerpo de dominio (dAb) dirigido contra albumina de suero. Se
describe la seleccion de dAb contra la albimina de suero de ratén
(MSA), albumina de suero humana (HSA) y albumina de suero de
rata (RSA).

Los dAb contra la albumina de suero de ratéon fueron

seleccionados tal como se describe en WO 2004/003019 A2. Se
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utilizaron tres bibliotecas de anticuerpo con exhibicién de fago.
Cada biblioteca se bas6é en un entramado humano solo para V4 (V3-
23/DP47 y Judb) o V, (012/02/DPK9 y Jk1) con diversidad de cadenas
laterales codificadas por codones NNK incorporados en regiones
determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3).

Biblioteca 1 (V):

Diversidad en las posiciones: H30, H31, H33, H35, H50, H52,
H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98.

Tamarfo de biblioteca: 6.2 x 10°

Biblioteca 2 (Vu):

Diversidad en las posiciones: H30, H31, H33, H35, H50, H52,
H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98, H99, H100, H100A,
H100B. Tamafo de biblioteca: 4.3 x 10°

Biblioteca 3 (Vk):

Diversidad en las posiciones: L30, L31, L32, L34, L50, L53,
L91, L92, L93, L94, L96

Tamaifio de biblioteca: 2 x 10°

Las bibliotecas de V4 y Vk han sido preseleccionadas para
unirse a proteinas de ligando genéricas A y proteina L
respectivamente, de tal forma que la mayoria de los clones en las
bibliotecas seleccionadas fueron funcionales. Los tamafos de las
bibliotecas mostrados anteriormente corresponden a los tamahos
después de la preseleccién.

Dos rondas de seleccién se realizaron en albumina de suero

usando cada una de las bibliotecas por separado. Para cada
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seleccion, se recubrio el antigeno en un inmunotubo (nunc) en 4 mL
de PBS con una concentracién de 100 ug/mL. En |la primera ronda de
seleccion, cada una de las tres bibliotecas fue encapsulada por
separado contra HSA (Sigma) o MSA (Sigma). En la segunda ronda
de seleccion, fagos de cada una de las seis selecciones de la
primera ronda fueron encapsulados contra (i) el mismo antigeno
contra (por ejemplo primera ronda MSA, 2da. ronda MSA) y (ii)
contra el antigeno reciproco (por ejemplo primera ronda MSA, 2da.
ronda HSA) dando como resultado un total de doce selecciones en
2da. ronda. En cada caso, después de la ronda de seleccién, 48
clones fueron sometidos a prueba para determinar el enlace de HSA
y MSA. Los fragmentos de dAb solubles fueron producidos como se
describié por fragmentos scFv por Harrison et al, Methods Enzymol.
1996, 267: 83-109 y se sigui6é el procedimiento estandar para ELISA
(Hoogenboom et al. (1991) Nucleic acids Res., 19: 4133) excepto
porque se utilizé 2% de Tween PBS como un regulador bloqueador y
los anticuerpos dAb enlazados fueron detectados con cualquier
proteina L-HRP (Sigma) (para los Vk) y proteina A-HRP (Amersham
Pharmacia Biotech) (para los Vy).

Los dAb que dieron una sefial por encima de la de fondo,
indicando enlace a MSA, HSA o ambos, fueron sometidas a prueba
en forma insoluble en ELISA para determinar su enlace a plastico
solo, pero todos fueron especificos para albumina de suero. Los
clones fueron secuenciados luego (véase la Tabla 1), revelando que

21 secuencias de dAb Unicas habian sido identificadas. La similitud
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minima (en el nivel de aminoacidos) entre los clones Vk de dAb
seleccionados fue de 86.25% ((69/80) X100; el resultado cuando
todos los residuos diversificados son diferentes, por ejemplo, los
clones 24 y 34). La similitud minima entre los clones V4 de dAb
seleccionados fue de 94 % ((127/136) X100).

Luego, los dAb que enlazaron a albumina de suero fueron
sometidos a prueba para determinar su capacidad de capturar
antigeno biotinilado de la solucién. Se siguié el procedimiento
ELISA (como anteriormente), excepto porque la placa ELISA se
recubrié con 1 pg/mL de proteina L (para los clones Vk) y 1 ug/mL de
proteina A (para los clones Vy). Se capturé dAb de la solucién como
en el procedimiento y deteccién fue con MSA o HSA biotinilado y
estreptavidina HRP. Los MSA y HSA han sido preparados de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, con el objetivo de lograr un
promedio de 2 biotinas por molécula de albumina de suero. Se
identificaron veinticuatro clones que capturaron MSA biotinilado de
la solucién en el ELISA. Dos de estos (clones 2 y 38 mas abajo)
también capturaron HSA biotinilado. A continuacién, los dAb fueron
sometidos a prueba para determinar su capacidad de enlazarse a
MSA recubierto sobre un chip Biacore CM5. Se encontré que otro
clones que enlazaron al MSA en el Biacore.

Los dAb contra la albimina de suero humana y albumina de
suero de rata fueron seleccionados como se describié previamente
para los dAb anti-MSA, excepto porque se hicieron las siguientes

modificaciones al procedimiento: La biblioteca de fagos de dominios
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de V4 sintético fue la biblioteca 4G, la cual esta basada en un Vu3
humano que comprende la linea germinal DP47 y el segmento Ju4.
La diversidad en las siguientes posiciones especificas fue
introducida por mutagénesis (usando codones NNK; numeracién de
acuerdo con Kabat) en CDR1: 30, 31, 33, 35; en CDR2: 50, 52, 52a,
53, 55, 56; y en CDR3: 4-12 residuos diversificados: por ejemplo
HO5, H96, H97, y H98 en 4G H11 y H95, H96, H97, H98, H99, H100,
H100a, H100b, H100c, H100d, H100e y H100f en 4G H19. Los
ultimos tres residuos CDR3 son FDY, de tal forma que las longitudes
de CDR3 varian desde 7 hasta 15 residuos. La biblioteca contiene
>1x10'® clones individuales.

Un subconjunto de las bibliotecas de Vy y VK se habia
seleccionado previamente para su enlace a ligandos genéricos
proteina A y proteina L respectivamente, de manera que la mayor
parte de los clones en las bibliotecas no seleccionadas fueron
funcionales. Los tamafios de las bibliotecas que se muestran arriba
corresponde a los tamanos después de la preseleccién.

Se realizaron dos rondas de seleccién en albumina de suero
humana y de rata, usando subconjuntos de las bibliotecas de V4 y Vk
por separado. Para cada seleccidon, el antigeno fue (i) recubierto en
inmunotubo (nunc) en 4 mL de PBS con una concentracién de 100
Hg/mL, o (ii) biotinilado y luego utilizado para seleccién soluble,
seguida por captura en perlas de estreptavidina (en la primera ronda)
y perlas de neutravidina (en la segunda ronda). (Véase Tabla 1 para

detalles de la estrategia de seleccién utilizada para aislar cada clon).
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En cada caso, después de la segunda ronda de seleccion, los 24
clones de fago fueron sometidos a prueba para determinar su enlace
a HSA o RSA.

Si una proporcién significativa de los clones en una de las
selecciones fue positiva en el ELISA de fagos, entonces el ADN de
esta seleccién se clond en un vector de expresidén para la producciéon
de dAb soluble, y se escogieron colonias de individuos. Los
fragmentos de dAb fueron producidos como se describe para los
fragmentos scFv por Harrison et al (Methods Enzymol. 1996;267:83-
109) y se siguidé el procedimiento estandar para ELISA (Hoogenboom
et al. (1991) Nucleic acids Res., 19: 4133) excepto porque se utilizé
2% de TWEEN PBS como un regulador bloqueador y se detectaron
los dAb enlazados con anti-myc-HRP. Los clones que fueron
positivos en ELISA en donde fueron seleccionados por su unién a
MSA, RSA o HSA usando un instrumento de resonancia con plasma
en superficie BIACORE (Biacore AB). Los dAb que enlazaron a MSA,
RSA o HSA fueron analizados adicionalmente. Los clones fueron
secuenciados luego y se identificaron secuencias Unicas de dAb.

Tabla 1. Procedimientos de selecciéon para dAb _que enlazan a

albumina de suero

dAb Biblioteca| Seleccién R1 | Seleccion R2 | Fijacién

Biacore

DOM7r-1 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de RSA

10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7r-3 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de RSA

10 pg/mL 10 yg/mL
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DOM7r-4 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de |[RSA, MSA
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7r-5 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de RSA
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7r-7 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de |[RSA, MSA
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7r-8 4G Vk RSA tubo de | RSA tubo de |[RSA, MSA
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7h-1 | 4G Vk | HSA tubo de | HSA tubo de | HSA
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7h-2 4G Vk HSA 100 nM HSA 50 nM HSA
soluble soluble

DOM7h-3 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de -
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7h-4 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de -
10 pg/mL 10 pg/mL

DOM7h-6 4G Vk

DOM7h-7 4G Vk

DOM7h-8 4G Vk HSA 200 nM HSA 50 nM |HSA, RSA,
soluble soluble MSA

DOM7r-13 | 4G Vk HSA 200 nM HSA 50 nM |RSA, MSA
soluble soluble

DOM7r-14 | 4G Vk HSA 200 nM HSA 50 nM [RSA, MSA
soluble soluble
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DOM7h-21| 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pg/mL 100 pg/mL
DOM7h-22 | 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pug/mL 100 pg/mL
DOM7h-23 | 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pg/mL 100 ug/mL
DOM7h-24| 4G Vk | HSA tubo de | HSA tubo de | HSA
100 pg/mL 100 pg/mL
DOM7h-25| 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pg/mL 100 ug/mL
DOM7h-26 | 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pg/mL 100 pg/mL
DOM7h-27 | 4G Vk HSA tubo de | HSA tubo de HSA
100 pg/mL 100 ug/mL

Los dAb que enlazaron a albimina de suero en un chip
BIACORE (Biacore AB) se analizaron adicionalmente para obtener
informacién de afinidad. E! anélisis se realiz6 usando un chip CM5
(matriz dextran carboximetilada) que se recubrié con albuamina de
suero. La célula de fluido 1 era un control negativo bloqueado no
recubierto, la célula de fluido 2 se recubrié con HSA, la célula de
fluido 3 se recubrié con RSA y la célula de fluido 4 se recubrié con
MSA. Las albuminas de suero se inmovilizaron en regulador acetato

con pH 5.5 usando el recubrimiento BIACORE Wizard, el cual estaba
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programado para dirigirse a 500 unidades de resonancia (RU) de
material recubierto. Cada dAb de interés fue expresado en el
periplasma de E. coli en una escala de 200 mL-500 mL y purificada
del supernadante usando absorcién de lote a proteina A-resina de
afinidad con flujo laminar (Amersham, UK) para los Vy y para la
resina de afinidad de proteina L-agarosa (Affitech, Noruega) para los
V. , seguido por eluciéon con glicina con un pH de 2.2 y cambio del
regulador por PBS. Se preparé una gama de concentraciones de
dAb (en el rango desde 5nM hasta 5/yM) mediante diluciéon en
regulador BIACORE HBS-EP y se hizo fluir a través del chip
BIACORE.

Se calculé la afinidad (KD) a partir de los restos de BIACORE,
ajustando las curvas de tasa de activacién y tasa de desactivacién a
los restos generados por las concentraciones de dAb en la regién de
la KD. Se identificaron los dAb con una gama de diferentes
afinidades con albumina de suero. Las afinidades de DOM7h-8 para
HSA, DOM7h-2 para HSA y DOM7r-1 para RSA, estuvieron incluidas
en el rango de 10-100 nM. Las afinidades de DOM7h-7 para HSA,
DOM7h-8 para RSA y DOM7h-26 para HSA, estuvieron incluidas en
el rango de 100 nM hasta 500 nM. Las afinidades de DOM7h-23 para
HSA y DOM7h-1 para HSA, estuvieron incluidas en el rango de 500
nM hasta 5§ uM. Los ejemplos de restos estan incluidos en las
figuras 6A-6C.

Ejemplo 2. Formateo de anticuerpos anti-albamina de suero

como una fusién con antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra)
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Este ejemplo describe un método para elaborar una proteina de
fusién que contiene IL-1ra y un dAb que enlaza a albumina de suero.
Se elaboraron dos fusiones, una con el dAb en el terminal N de IL-
1ra (MSA161L-1ra) y una con el dAb en el terminal C de la IL-1ra (ILI-
raMSA 16). Las secuencias de las fusiones y el vector se muestran
en la figura 2C and 2D. También se produjo una fusién de control
que no se enlaza a MSA, y su secuencia se muestra en la figura 2E.

El KINERET (Anakinra, Amgen) tiene una vida media corta de
4-6 horas, y el régimen de dosificacién recomendado contempla
inyecciones diarias. Este régimen conduce a reaccién en el sitio de
inyeccién en 14-28 dias en 71% de los casos. Por lo tanto, una
forma de IL-1ra humana que tenga una vida media en suero podria
ser beneficiosa y podria aumentar la eficacia y reducir la frecuencia
de dosificacién. Ambas son propiedades deseables para una
sustancia farmacéutica.

Clonacién

De manera resumida, se designaron dos sitios de clonacién
multiple (MCS) segun se detalla mas abajo y se insertaron en un
vector de expresién con un promotor T7. Los sitios de restriccion
fueron disefiados para la insercién de IL11-ra, dAb, GAS conductor y
enlazante. Un (MCS 1+3) codifica una proteina con el dAb del
terminal N de la IL-1ra, y el otro (MCS 2+4) codifica una proteina con
el dAb del terminal C de la IL-1ra.

Sitio de clonacién 1+3 para la fusién de dAblIL1-ra

Ndel, rellenador, Sa1l, Notl, rellenador, Xhol, BamHl|
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gcgcatatgttagtgcgtcgacgtcaaaaggccatagcgggcggccgctgcaggtctce
gagtgcgatggatcc (SEQ ID NO:35)

Sitio de clonacidén 2+4 para la fusién ILI-radAb

Ndel, rellenador, StUl, Sacl, rellenador, Sa1l, Notl, TAA TAA
BamHlI

gcgcatatgttaagcgaggccttctggagagagctcaggagtgtcgacggacatccag
atgacccaggcggccgctaataaggatccaatge (SEQ ID NO:36)

El, conductor GAS se insertdé luego en cada vector digiriendo el
MCS usando las enzimas de restriccién apropiadas y ligando
sensibilizadores apareados que codifican el conductor. Luego, la
codificacién del ADN enlazante para el enlazante, fue insertada en
una forma similar. La codificacién del ADN para IL-1ra se obtuvo
mediante PCR (usando sensibilizadores disefiados para afadir los
sitios de restriccidn requeridos) de un clon de ADNc y se inserté en
un vector de clonacion TOPO. Después de confirmar la secuencia
correcta mediante secuenciacion de acido nucleico, la codificacién
de ADN para IL-1ra fue extraida del vector TOPO y ligada en los
vectores que contenian conductor y enlazante. Finalmente, la
codificacion de ADN para el dAb fue extraida del vector de expresiéon
de dAb e insertada en los vectores mediante digestion con Sa1l/Noti
del inserto (purificado mediante purificacion en gel) y del vector.

Expresion y purificacion

El MSA16IL-1ra, ILI-raMSA16 y la IL-1ra ficticia fueron
expresados en el periplasma de E. coli y purificados del

supernadante utilizando absorcién en lote para la resina de afinidad
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de proteina L-agarosa (Affitech, Noruega) seguida por eluciéon con
glicina con un pH de 2.2. Los dAb purificados fueron analizados
luego mediante electroforesis en gel SDS-PAGE seguida por tincién
con Coomassie. Para una de las proteinas (IL-1raMSA 16), > 90% de
la proteina fue del tamafo esperado, y por lo tanto fue analizada
para determinar su actividad sin purificacién adicional. Las otras
proteinas (MSAI 6IL 1-ra y IL-1ra ficticia) estuvieron contaminadas
por una banda mas pequefia y por lo tanto fueron purificadas
adicionalmente mediante cromatografia de intercambio iénico FPLC
en la columna de intercambio i6nico RESOURSEQ con un pH de 9.
La proteina se eluyé usando un gradiente de sal lineal desde 0 hasta
500 mM de NaCl. Después del analisis mediante electroforesis en
gel con SDS-PAGE , las fracciones que contenian una proteina del
tamafno esperado fueron combinadas para producir una fraccion
combinada de >90% de pureza. Esta proteina se utilizé para anélisis
adicionales.

Ejemplo 3. Determinacion de la actividad .de |la fusion dAb IL1-ra

in vitro

Analisis de MRC-5 IL-8

Se sometieron a prueba las fusiones de MSA16 IL-1ra, para
determinar su capacidad para neutralizar la inducciéon de secrecion
de IL-8 por IL-1 en células MRC-5s (NUmero de acceso a ATCC CCL-
171; American Type Culture Collection, Manassas, VA). El método es
adaptado de Akeson, L. et al (1996) Journal of Biological Chemistry

271, 30517-30523, el cual describe la induccién de IL-8 por IL-1 en
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HUVEC, se utilizaron células MRC-5 e lugar de la linea celular
HUVEC. De manera resumida, células MRC-5 colocadas en placas
para microtitulacién se incubaron de un dia para otro con proteinas
de fusién dAblL-1ra o IL-1ra control, y con IL-1 (100 pg/mL).
Después de la incubacion, se aspird el supernadante de las células y
se midié la concentracién de IL-8 por medio de un ELISA en
sandwich (R&D Systems).

La actividad de IL-1ra en las proteinas de fusién condujo a una
reduccion en la secrecién de IL-8. La reduccién de secrecion de |L-8
resultante de la actividad de la fusién de MSA16lL1-ra y de la
actividad de l|a fusion de IL-1raMSA16 fue comparada con la
reduccién observada con la IL-1ra de control (lIL-1ra humana
recombinante, R&D systems). La dosis de neutralizacién 50 (NDsy)
de cada una de las proteinas sometidas a prueba se determiné y se
presenta en la Tabla 2.

Tabla 2

Proteina NDsg

IL-1ra 0.5 nM

MSA 16IL-ra 2 nM

IL.17ra MSA 16 | 8 nM

Los resultados demuestran que la IL-1ra permaneci6é activa
como parte de una construcciéon de fusién con un dAb anti-albumina
de suero. La proteina MSA16IL-1ra fue estudiada adicionalmente

para tener acceso a su farmacocinética (estudio PK).
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Albumina de suero, ELISA en sandwich anti IL-1ra

Tres fusiones de dAb/IL-1ra fueron sometidas a prueba para
determinar su capacidad para unirse a albumina de suero vy
simultdneamente ser detectadas por un anticuerpo monoclonal anti-
IL1ra. Las fusiones sometidas a prueba fueron MSA16IL-1ra, IL-
1raMSA16 y IL-1ra ficticia. De manera resumida, se recubrié la placa
para ELISA de un dia para otro con albumina de suero de ratén en
10 pg/mL, se lavé 5 x con Tween PBS al 0.05% y luego se bloqueé
durante 1 hora con Marvel PBS al 4%. Después del bloqueo, la placa
se lavo 5 x con Tween PBS al 0.05% y luego se incubé durante 1
hora con cada dAb, la fusién de IL-1ra se diluy6 en MPBS al 4%.
Cada fusiéon se incub6é en una concentracién de 1 uyM y en 7
diluciones secuenciales de 4 veces (es decir 60 pM). Después de la
incubacién, se lavaron las placas 5 x con Tween PBS al 0.05% y
luego se incub6 durante 1 hora con la dilucién recomendada por los
fabricantes de un anticuerpo policlonal de conejo (ab-2573) para el
antagonista del receptor de IL-1 humano (Abeam, UK) diluido en
MPBS al 4%. Después de esta incubacién, se lavaron las placas 5 x
con Tween PBS al 0.05% y luego se incubo durante 1 h con una
diluciéon 1/2000 de anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo-HRP)
diluido en MPBS al 4%. Después de la incubacion con el anticuerpo
secundario, se lavaron las placas 3 x con Tween PBS al 0.05% y 2 x
con PBS, y luego se desarrollaron con 50 puL por receptaculo de
sustrato peroxidasa con micro receptaculos TMB (KPL, MA) y se

detuvo la reaccién con 50 pL por receptdculo de HCL. Se leyé la
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absorcion a 450 nM.

Tanto la proteina MSA16IL-1ra como la proteina IL-1raMSA16
fueron detectadas a un nivel de fondo de mas de 2x en una
concentracion de 1 uyM en la ELISA en sandwich. La proteina
MSA16IL-1ra fue detectada en diluciones de 2x el nivel de fondo, o
mayores, disminuyendo hasta 3.9 nM, mientras que la proteina IL-
1raMSA16 fue detectada en 2x el fondo solamente, bajando hasta
500 nM. E! enlace de la fusién de MSA16IL-1ra a la albumina de
suero demostré ser especifica para la albumina de suero, mientras
que la construccién de control (IL-1ra ficticia) no se enlaz6 a la

albumina de suero.

Ejemplo 4. Determinacion de vida media en suero de fusiones de

farmaco estudios PK de ratdn.

A. Determinacion de la vida media en suero en ratén de una

proteina de fusién con_etiqueta de epitopo dAb/HA de enlace a

MSA.

La proteina de fusién con etiqueta de epitopo dAb/HA de
enlace a MSA fue expresada en el periplasma de E. coli y purificada
usando absorcién de lote a resina de afinidad de proteina L-agarosa
(Affitech, Noruega) seguida por elucion con glicina con un pH de 2.2.
La vida media en suero de la proteina de fusién se determiné en el
ratbn después de una sola inyeccién intravenosa (i.v.)
aproximadamente en 1.5 mg/kg en animales machos de la cepa CD1.
El analisis de los niveles en suero se realizé mediante ELISA usando

captura en anti-HA de cabra (Abeam, UK) y deteccién en proteina L-

2%
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HRP (Invitrogen, USA), la cual estaba bloqueada con Marvel al 4%.
El lavado se realizé6 con Tween-20 al 0.05%, PBS. Las curvas
estandar de concentraciones conocidas de enlace a MSA de la fusién
de dAb/HA se determinaron en la presencia de suero de ratén 1x
para asegurar la comparabilidad con las muestras de prueba. EI
modelado con un modelo de 1 compartimiento (Software WinNonlin,
Pharsight Corp., USA) mostré que la proteina de fusiéon con etiqueta
de epitopo dAb/HA de enlace a MSA tenia una fase terminal t 1/2 de
29.1 horas y un area bajo la curva de 559 h.ug/mL. Esto demuestra
una gran mejora sobre la vida media predi'cha para un péptido con
etiqueta de epitopo HA solo, que podria ser tan corta como de
solamente varios minutos.

Los resultados de este estudio usando la etiqueta de epitopo
HA como un modelo de farmaco, demuestran que la vida media en
suero in vivo de un farmaco puede ser extendida cuando el farmaco
se prepara como una fusién de farmaco o conjugado de farmaco con
un fragmento de enlace a antigeno de (por ejempio, dAb) de un
anticuerpo que se une a albimina de suero.

También se evalué la vida media in vivo en ratones del
DOM7m-16 y DOM7m-26 del dAb anti-MSA, y un dAb de control que
no se enlaza a MSA. De nuevo el DOM7m-16, el DOM7m-26 y el dAb
de control contenian una etiqueta de epitopo HA, la cual sirve como
modelo para un farmaco (por ejemplo, un farmaco de péptido). En
este estudio, el dAb de control, que no se enlaza a MSA, tuvo una

vida media in vivo de 20 minutos, mientras que las vidas medias in

254
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vivo de DOM7m-16 y DOM7m-26 fueron extendidas
significativamente (figura 12). En estudios adicionales, se encontré
que el DOM7m-16 tiene una vida media in vivo en ratones de 29.5
horas.

En otro estudio, la vida media in vivo (t1/2 B) de DOM7h-8 que
contenia una etiqueta de epitopo HA, se evalué en ratones. EI
modelado con un modelo de 2 compartimientos (Software WinNonlin,
Pharsight Corp., USA) mostré que el DOM7h-8 tuvo una t 1/2 B de
29.1 horas.

Los resultados de cada uno de estos estudios usando l|a
etiqueta de epitopo HA como modelo para un farmaco (por ejemplo,
un farmaco de péptido), demuestran que la vida media en suero in
vivo de un farmaco puede extenderse considerablemente cuando el
farmaco se prepara como una fusion de farmaco o conjugado de
farmaco con un fragmento de enlace a antigeno (por ejemplo, dAb)
de un anticuerpo que se une a albumina de suero.

B. Determinacion de la vida media en suero en raton de enlace a

MSA de proteina de fusiéon dAb/IL-1ra.

El enlace a MSA de la proteina de fusién dAb/IL-1ra (MSA16IL-
1ra) se expres6 en el periplasma de E. coli y se purificé usando
absorcién de lote para resina de afinidad de proteina L-agarosa
(Affitech, Noruega) seguida por elucién con glicina con un pH de 2.2.
Se determiné la vida media en suero de MSA16lL-1ra (DOM7m-
16/TL-1ra), una fusién de IL-1ra con un dAb que no se enlaza a MSA

(dAb/IL-1ra ficticio), y un dAb anti-MSA fusionado a la etiqueta de

2%
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epitopo HA (DOM7m-16 etiqueta HA), en ratones después de una
sola inyecciéon i.v. en aproximadamente 1.5 mg/kg en animales
machos de la cepa CD1.

El analisis de los niveles en suero se realiz6 mediante ELISA
en sandwich de IL-1ra (R&D Systems, USA). Las curvas estandar de
concentraciones conocidas de fusién de dAb/iL-1ra se establecieron
en la presencia de suero de ratén 1x para asegurar la comparabilidad
con las muestras de prueba. El modelado se realizé utilizando el
software para farmacocinética WinNonlin (Pharsight Corp., USA).

Se esperaba que la fusién de [L-1ra con el dAb anti-MSA
pudiera aumentar considerablemente la vida media en suero en
comparacién con el control que tenia una fusién de un dAb que no se
enlazaba a MSA dAb con IL-1ra. Se pronosticé que el control de
fusion de dAb/iL-1ra sin enlace a MSA tendria una vida media corta
en suero.

Los resultados del estudio se presentan en la Tabla 3, y
muestran que la fusién de IL-1ra con dAb anti-MSA (DOM7m-16/IL-
1ra) tuvo una vida media en suero que fue aproximadamente 10
veces mayor que la de la fusién de IL-1ra con un dAb que no se
enlaza a MSA (dAb/IL-1ra ficticio). Los resultados también revelaron
que hubo una mejora (aumento) de > 200 veces en el area bajo la
curva de concentracién en el tiempo para el DOM7m-16/IL-1ra (AUC:

267 h.yg/mL) en comparacién con la IL-1ra ficticia (AUC: 1.5

h.ug/mL)
Tabla 3
Agente Vida media en suero
DOM7m-16/IL-1ra 4.3 horas
ficticio/lL-1ra 0.4 horas
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etiqueta DOM7m-16 HA 29 horas

Los resultados de estos estudios demuestran que la vida media
en suero in vivo y el AUC de un farmaco puede ser extendida
significativamente cuando el farmaco se prepara como una fusién de
farmaco o conjugado de farmaco con un fragmento de enlace a
antigeno (por ejemplo, dAb) de un anticuerpo que se une a albumina
de suero.

Ejemplo 5. Determinacién de la vida media en suero en ratas, de

proteinas de fusion con epitopo dAb/HA que enlazan a RSA

Los dAb anti-albumina de suero de rata fueron expresados con
etiquetas HA del terminal en el periplasma de E. coli y purificados
usando absorcién en lote para resina de afinidad de proteina L-
agarosa (Affitech, Noruega) para dAb Vk y absorcién en lote para
resina de afinidad de proteina A para dAb VH, seguida por elucion
con glicina con un pH de 2.2. Con el fin de determinar la vida media
en suero, se le administré una sola inyeccion i.v. a grupos de 4 ratas
en 1.5 mg/Kg de DOM7r-27, DOM7r-31, DOM7r-16, DOM7r-3 o un
dAb de control (HEL4) que se une a un antigeno irrelevante. Las
muestras de suero se obtuvieron mediante extracciones de sangre en
serie de la vena de la cola durante un periodo de 7 dias y se

analizaron mediante ELISA en sandwich usando anti-HA de cabra
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(Abeam, Cambridge UK) recubierto sobre una placa ELISA, seguida
por deteccidén con proteina A-HRP (para el dAb Vy) o proteina L-HRP
(para el dAb VK). Las curvas estandar de concentraciones conocidas
de dAb se establecieron en la presencia de suero de rata 1x para
asegurar la comparabilidad con las muestras de prueba. El modelado
con un modelo de 2 compartimientos (usando el software para
farmacocinética WinNonlin (Pharsight Corp., USA)) se usé para

calcular 11/2/3 y el area bajo la curva (AUC) (Tabla 4).

Tabla 4
Armazon | Afinidad (KD) para albumina AUC
Agente T1/2B

proteinico de suero en ratas (Hg.h/mL)
DOM7r-3 Vk 12 nM 13.7 horas 224
DOM7r-16 Vk 1 UM 34.4 horas 170
DOM7r-27 Vy 250 nM " | 14.8 horas 78.9
DOM7r-31 Vi 5uM 5.96 horas 71.2

Los resultados de este estudio en ratas usando la etiqueta de
epitopo HA como modelo para un farmaco (por ejemplo, un farmaco
de péptido), demuestran que la vida media .en suero in vivo de un
farmaco puede extenderse considerablemente cuando el farmaco se
prepara como una fusién de farmaco o conjugado de farmaco con un
fragmento de enlace a antigeno de (por ejemplo, dAb) de un
anticuerpo que se une a albuamina de suero.

Prediccion de vida media en seres humanos.

La vida media in vivo de un dAb, fusion de farmaco o

20
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conjugado de farmaco en seres humanos se puede estimar a partir
de los datos de vida media obtenidos en animales usando escalado
alométrico. El log de las vidas medias in vivo determinado en 3
animales se grafica contra el log del peso del animal. Se dibuja una
linea a través de los puntos graficados y se utiliza la pendiente y el
intercepto de la linea en Y para calcular la vida media in vivo en
seres humanos, utilizando la férmula log Y = log(a) + b log(W), en la
cual Y es la vida media in vivo en seres humanos, log(a) es el
intercepto en y, b es la pendiente, y W es el peso de un ser humano.
La linea se puede producir usando los datos de vida media in vivo
vida media obtenidos en animales que pesan aproximadamente 35
gramos (por ejemplo, ratones), aproximadamente 260 gramos (por
ejemplo, ratas) y aproximadamente 2,710 gramos. Para este calculo,
se puede considerar que el peso de un ser humano es de 70,000
gramos.

Ejemplo 6. Eficacia de la fusién de farmaco dAb/iL-1ra anti-SA en

un modelo de artritis reumatoide en ratén inducida por colageno.

Se evalu6 la eficacia de la fusion DOM7m-16/IL-1ra y la
eficacia de IL-1ra en un modelo de artritis reumatoide reconocida en
ratén (artritis inducida por colageno tipo Il (CIA) en ratones DBA/1).
Durante el estudio, se mantuvo a los ratones en una instalacién de
prueba en jaulas estandar de tipo 2 que estaban alojadas en un
gabinete Scantainer filtrado con HEPA a 20-24 °C con un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se les proporcioné alimento

(dieta universal Harlan-Teklad 2016) y agua esterilizada con rayos

q Ml
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UV ad libitum. Los ratones fueron importados a la instalacién de
prueba al menos 7 dias antes de iniciar el estudio para asegurarse
de la aclimatacion adecuada.

Se inyectd a los ratones DBA/1 a las 7-8 semanas de edad
(obtenidos de Taconic M and B, Domholtveg, Dinamarca) una vez
con una emulsién de adyuvante Arthrogen-CIA y colageno Arthrogen-
CIA (ambos de MD Biosciences) emulsificados en una proporcién de
1:1 hasta que la emulsién estuvo estable. [La emulsién se consideré
estable cuando una gota de la emulsién anadida a un vaso de
precipitados con agua formé un grumo sélido. Luego se le inyectd la
emulsién a los ratones.

Veintiun dias después de que se inyecté la emulsién, los 20
animales con la enfermedad artritica més avanzada fueron
eliminados del estudio, y los ratones restantes fueron divididos en
grupos de 10 animales (cada grupo contenia 5 machos y 5 hembras).
Los ratones fueron tratados como se muestra en la Tabla 5, y todos
los tratamientos fueron suministrados en wuna concentracién

calculada de tal forma que se administraron 10 mL/kg.

Tabla 5
Grupo Tratamiento
1 IL-1ra, a mg/Kg (bolo intraperitoneal (ip.))
2 IL-1ra, a mg/Kg (bolo ip.)
3 DOM7m-16/IL-1ra, 1 mg/Kg (bolo ip.)
4 DOM7m-16/IL-1ra, 10 mg/Kg (bolo ip.)
5 ENBREL® (ENTARECEPT; IMMUNEX CORPORATION),
5mg/Kg (bolo ip.)
6 Salina (control negativo), 10 m'I/Kg (bolo ip.)
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7 Dexametasona (control positivo) '0.4 mg/kg (inyeccion

subcutanea)

Se registraron las puntuaciones clinicas para la gravedad de la
artritis 3 veces por semana desde el dia 21 hasta dia 49. Se
eutanizaron los ratones el dia 49. Ratones individuales fueron
eutanizados antes si presentaban una puntuacién artritica de 12 o
mas, o tenian serios problemas de movimiento.

Para la puntuacién clinica, se le asigné puntuacién a cada pata
de acuerdo con los criterios siguientes, y se afadieron las
puntuaciones para las cuatro patas para producir la puntuacién total
para el ratén. Este método dio como resultado una puntuacién de O
a 16 para cada ratén. Los criterios de puntuacién fueron: 0 =
normal; 1 = enrojecimiento leve pero definido a inflamacién del talén
0 muieca, o enrojecimiento aparente e inflamacién limitada a dedos
individuales, sin considerar la cantidad de dedos afectados; 2 =
enrojecimiento moderado e inflamacién de talén y mufieca; 3 = fuerte
enrojecimiento e inflamacién de la pata completa, incluyendo los
dedos; 4 = pata inflamada al maximo con involucramiento de
multiples articulaciones.

Las puntuaciones artriticas promedio del grupo fueron

calculadas para cada grupo de tratamiento en cada dia de
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tratamiento, usando puntuaciones clinicas de ratones individuales. A
cualesquiera animales que habian sido sacados del estudio por
razones éticas se les asigndé la puntuacion maxima de 16. Las
puntuaciones artiticas promedio del grupo fueron graficadas contra el
tiempo (figura 13).

El analisis estadistico analisis de las puntuaciones artriticas
promedio del grupo fue realizado utilizando la prueba Wilcoxon. EI
analisis estadistico revel6 que los dos grupos tratados con DOM7m-
16/IL-1ra (en 1 mg/Kg o 10 mg/Kg (Grupos 3 y 4)) tuvieron
puntuaciones artriticas mejoradas significativamente el dia 49 (en los
niveles de significancia P <1% y P <0.05% respectivamente)
comparadas con las del grupo de control con salina (Grupo 6). En
contraste, el tratamiento con IL-1ra en 1 mg/Kg (Grupo 1) no dio
resultado un mejoramiento significativo estadisticamente en el dia
49, mientras que el tratamiento con IL-1ra en 10 mg/Kg (Grupo 2) dio
como resultado una mejora significativa en el nivel de significancia P
<5%. EI tratamiento con ENBREL® (Entarecept; Immunex
Corporation) (Grupo 5) dio como resultado una mejora significativa
en la puntuacién artritica el dia 49 en el niel de significancia P
<10%.

El tratamiento con DOM7m-16/IL-1ra con la dosis de 10 mg/kg
(Grupo 4), fue efectivo para mejorar la calificacién artritica el dia 49
(significativa en el nivel P<0.5%) comparada con el tratamiento
estandar con ENBREL® (Entarecept; Immunex Corporation) en

5mg/Kg (Grupo 5). Adicionalmente, el tratamiento con DOM7m-
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16/IL-1ra en la dosis inferior de 1 mg/kg (Grupo 3), fue mas eficaz
para mejorar la calificacién artritica el dia 49 que el tratamiento con
IL-1ra sola en la misma dosis (Grupo 1) (significativo en el nivel
P<10%).

Los resultados del estudio muestran que en ciertas dosis, el
DOM7m-16/IL-1ra fue mas efectivo que la IL-1ra o el ENBREL®
(Entarecept; Immunex Corporation) en este estudio. La respuesta a
IL-1ra fue dependiente de la dosis, como se esperaba, y la respuesta
a DOM7m-16/TL-1ra también fue dependiente de la dosis. Las
puntuaciones promedio para el tratamiento con DOM7m- 16/IL-1ra en
1 mg/Kg fueron consistentemente inferiores que las puntuaciones
promedio obtenidas mediante el tratamiento con IL-1ra en 10 mg/kg.
Estos resultados graficados (figura 13) indican que el tratamiento
con DOM7m-16/IL-1ra fue aproximadamente 10 veces mas efectivo
que con IL-1ra en este estudio.

Esta eficacia superior de DOM7m-16/iL-1ra se observé aun a
pesar de que la proteina de fusién DOM7-16/IL-1ra contiene
aproximadamente la mitad de la cantidad de epitopos de enlace al
receptor de IL-1 que a la IL-1ra con base en el peso (por ejemplo, 1
mg de DOM7m-16/IL-1ra (PM 31.2 kD) contiene aproximadamente la
mitad de la cantidad de epitopos de enlace al receptor de IL-1 que 1
mg de IL-1ra (PM 17.1 kD).

Los resultados de este estudio demuestran que un dAb que se
une a albumina de suero se pueden enlazar a IL-1ra (una terapia

probada clinicamente para la RA) y que la fusiéon resultante de
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farmaco tiene tanto propiedades de vida media en suero larga
(conferidas por el dAb) como propiedades de enlace al receptor de
IL-1 (conferidas por la IL-1ra). Debido al tiempo de residencia en
suero de la fusién de farmaco, la dosis de DOM7-16/IL-1ra que fue
efectiva para tratar la CIA fue reducida drasticamente con relacién a
la IL-1ra.

Los resultados de este estudio demuestran que ademas de los
beneficios de vida media extendida y AUC aumentada, los farmacos
preparados como fusiones de farmaco o conjugados de farmaco con
un fragmento de enlace a antigeno (por ejemplo, dAb) de un
anticuerpo que se une a albumina de suero, son agentes
terapéuticos altamente efectivos que proporcionan ventajas sobre el
farmaco solo. Por ejemplo, tal como se demostré en el modelo con
raton CIA, una dosis més baja de fusién de farmaco fue efectiva e
inhibié la inflamacién de articulaciones y el dafio en articulaciones
ocasionado por la IL-1 durante un periodo de tiempo mas largo en
comparacién con la IL-1ra sola, y proporcioné mayor proteccion
contra el avance de la enfermedad.

Ejemplo 7. Conjugado de farmaco no covalente dAb/Saporina

Anti-SA

La proteina inactivadora de ribosoma saporina (un farmaco
anticanceroso) es altamente estable a los desnaturalizantes vy
proteasas, y se ha utilizado como una toxina apuntada a linfocitos T.
Se preparé6 un conjugado de farmaco covalente mediante

acoplamiento de Saporina a DOM7h-8 por medio de un enlace
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biotina-estreptavidina. Los resultados obtenidos con este conjugado
de farmaco no covalente demuestran que el DOM7h-8 mantiene sus
caracteristicas de enlace a albumina de suero cuando se acopla a un
farmaco.

Una variante de DOM7h-8 denominada DOM7h-8cys, en la cual
la arginina del terminal C en la posicién 108 (aminoacido 108 de la
SEQ ID NO: 24) fue reemplazada con un residuo de cisteina
mediante expresién de un acido nucleico recombinante en células
HB2151. Las células se cultivaron y se indujeron a 30°C en mezcla
lista TB para autoinduccién de expresién de un dia para otro (Merck
KGa, Alemania) durante 72 horas antes de recuperar el supernadante
mediante centrifugacién. Se purific6 el DOM7h-8cys del
supernadante usando captura por afinidad en proteina L-agarosa.
Luego se lavé la resina con 10 volimenes de columna de 2 x PBS, y
se eluy6é el DOM7h-8cys con 0.1 M de glicina pH2. El DOM7h-8cys
eluido fue neutralizado con volumen de 0.2 x de Tris con pH 8 y se
concentré hasta 1 mg/mL (usando un concentrador CENTRICON de
20 mL (Millipore Corp., MA).

Al DOM7h-8cys concentrado se le cambié el regulador por PBS
usando una columna de desalinizacion NAP5 (GE Healthcare/
Amersham Biosciences, NJ) y se determiné la concentracion. Luego
se biotinilé el dAb (por medio de aminas primarias) usando EZ-LINK
sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce Biotechnology Inc., [IL). EI dAb
biotinilado fue mezclado con estreptavidina-saporina en una

proporcion molar 1:1.
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Con el fin de confirmar que el complejo dAb/saporina se habia
formado, se usé una prueba ELISA en sandwich para detectar
complejos intactos. Se recubrié con albiumina de suero humana
(HAS) la mitad de los receptaculos de una placa para ELISA (Nunc,
NY) de un dia para otro a 10 uyg/mL en un volumen de 100 pL por
receptaculo. Después de incubacién de un dia para otro, se lavé la
placa 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y luego se bloquéo la placa
completa durante 2 horas con 2% PBS. Después del bloqueo, se lavé
la placa 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y luego se incubé durante
1 hora con conjugado de DOM7h-8/saporina no covalente diluido
hasta 0.5 pM en Tween PBS al 2%. Como controles en la misma
placa para ELISA, se incubaron saporina no acoplada en 0.5 pyM y
DOM7h8 no acoplado en 0.5 uM se incubaron en Tween PBS al 2%.
Los controles adicionales fueron las mismas tres proteinas diluidas
incubadas en receptaculos de la placa para ELISA no recubierta con
HSA y bloqueada con Tween al 2%. Después de la incubacién, se
lavo la placa 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y luego se incubd
durante 1 hora con una dilucién 1/2000 de anticuerpo policlonal anti-
saporina de cabra (Advanced Therapeutic Systems) diluido en Tween
PBS al 2%. Después de la incubacién, se lavé la placa 3 veces con
PBS, Tween al 0.05% y luego se incubé durante 1 hora con la
deteccion del anticuerpo secundario (de cohjugado anti-lg HRP de
cabra 1/2000). Después de la incubacién, se lavd la placa 3 veces
con PBS, Tween al 0.05% y una vez con PBS y se secd con

golpecitos sobre papel. El ELISA se desarroll6 con 100 uL de
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3,3',5,5'-tetrametilbencidina como sustrato y se detuvo la reaccién
con 50 pL de acido clorhidrico 1M. La presencia de conjugados no
covalentes de DOM7h-8 y saporina se confirmé comparando la

OD600 del conjugado con Ila de cualquiera de las partes no

conjugadas.
Tabla 6
DOM7h- DOM7h-8 solo | Saporina sola
! 8/saporina
OD600 (placa : 0.311 0.060 0.079
recubierta con HAS) |
OD600 (placa 0.078 0.068 0.075
bloqueada con PBS-
Tween al 2%)

Los resultados de este estudio demuestran que un farmaco
puede estar conjugado con un fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que se une a albumina de suero, y que el fragmento de
enlace a antigeno conjugado mantiene la actividad de enlace a
albumina de suero. Ademas, debido a Ila estabilidad y resistencia de
la interaccion biotina-estreptavidina, los resultados muestran que los
conjugados unidos covalentemente y no covalentemente se pueden
preparar de forma tal que mantengan la actividad de enlace a
albumina de suero del fragmento de enlace a antigeno de un
anticuerpo que se une a albumina de suero.

Eiemplo 8. Conjugado de dAblFIt_joresfceina-:Anti-SA

El isocianato de fluoresceina (FITC) puede estar entrecruzado

s,
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con grupos amino, sulfhidrilo, imidazolilo, tirosilo o carbonilo en una
proteina. Tiene un peso molecular de 389 Da, el cual es comparable
en tamafio a muchos farmacos. Los resultados obtenidos con este
conjugado demuestran que el dAb anti-sa mantiene sus
caracteristicas de enlace a albumina de suero cuando se acopla a
una entidad quimica pequefa, e indica que los farmacos de molécula
pequefia pueden ser conjugados con dAb anti-SA.

Se preparé6 DOM7h-8cys concentrado como se describe en el
Ejemplo 7. Al dAb concentrado se le cambié el regulador a 50 mM
de borato con pH 8 (regulador de acoplamiento) usando una columna
desalinizante NAPS5 (GE Healthcare/ Amersham Biosciences, NJ) y
luego se concentré6 hasta 2.3 mg/mL usando un concentrador
CENTRICON de 2 mL (Millipore Corp., MA). El FITC (Pierce
Biotechnology Inc.) se diluy6 hasta 10 mg/mL en dimetil formamida
(DMF) de acuerdo con las instrucciones el fabricante y luego se
mezclé con el dAb en regulador de acoplamiento en una proporcion
molar de 24:1 de FITC:dAb. Luego se dejoé proseguir la reaccion
durante 30 minutos. En este punto, se elimin6 de la reaccién el
exceso de FITC que no reacciond, usando una columna desalinizante
PD10 (GE Healthcare/ Amersham Biosciences, NJ) que fue
equilibrada previamente con PBS, y se eluyé el conjugado de
DOM7h-8cys/FITC con PBS.

Con el fin de confirmar que la reaccion de acoplamiento de
FITC/dAb fuera exitosa, se us6 una prueba ELISA en sandwich para

detectar el dAb acoplado. Se recubrié con albumina de suero humana
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(HSA) la mitad de los receptaculos de una placa para ELISA (Nunc,
NY) de un dia para otro a 10 uyg/mL en un volumen de 100 pL por
receptaculo. Después de la incubacién de un dia para otro, se lavé 3
veces la placa completa con PBS, Tween al 0.05% y luego todos los
receptaculos fueron bloqueados durante 2 horas con Tween PBS al
2%. Después del bloqueo, se lavé la placa 3 veces con PBS, Tween
al 0.05% y luego se incubé durante 1 hora con DOM7h-8cys/FITC
diluido hasta 1 pM en Tween PBS al 2%. Como controles en la misma
placa para ELISA, se incubd un anticuerpo acoplado a FITC en 1 uM
y DOM7h-8 no acoplado en 1 uM en Tween PBS al 2%. Otros
controles adicionales fueron las mismas tres proteinas diluidas
incubadas en receptaculos de la placa para ELISA no recubierta con
HSA y bloqueada con Tween al 2%. Después de la incubacion, se
lavé la placa 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y luego se incubé
durante 1 hora con una dilucién 1/500 de anticuerpo anti FITC de
rata (Serotec) diluido en Tween PBS al 2%. Después de la
incubacién, se lavé la placa 3 veces con PBS, Tween al. 0.05%, y
luego se incubé durante 1 hora con el anticuerpo de deteccién
secundaria diluido en Tween PBS al 2% (conjugado de anti-lIg de rata
HRP 1/5000 ). Después de la incubacién, se lavé la placa 3 veces
con PBS, Tween al 0.05% y una vez con PBS se sec6 sobre papel
con golpecitos de los dedos. El ELISA se desarrolié con 100 pL por
receptaculo de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina como sustrato, y se
detuvo la reaccién con 50 pL por receptaculo de acido clorhidrico

1M. La presencia de conjugados de DOM7h-8 y FITC se confirmo

23)
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comparando la OD600 del conjugado con la de cualquiera de las

partes no conjugadas.

Tabla 7

Anticuerpo

acoplado a
DOM7h-8/FITC | DOM7h-8 solo
FITC (control

negativo)
OD600 (placa
recubierta con 0.380 0.042 0.049
HAS)
OD600 (placa
- blogqueada con 0.041 0.041 0.045
| PBS-Tween al 2%)

Ejemplo 9. Conjugados de dAb/péptido anti-SA

Muchos peéeptidos tienen efectos terapéuticos. Los péptidos
modelo con una cisteina en el terminal N o C pueden ser acoplados a
un dAb anti-albumina de suero.

En este caso, para diferentes péptidos se usara: péptido 1
YPYDVPDYAKKKKKECC (SEQ ID NO:68); péptido 2 CKKKKKKYPYD
VPDYA (SEQ ID NO:69); péptido 3 HHHHHHKKKKKKC (SEQ ID
NO:70) y péptido 4: CKKKKKKHHHHHH (SEQ ID NO:71). Los
peptidos 1 y 2 incluyen la secuencia de la etiqueta hemaglutinina

(etiqueta HA) y los péptidos 3 y 4 incluyen la secuencia de la

235
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etiqueta His. Los DOM7h-8cys concentrados se prepararan como se
describe en el Ejemplo 7.

El dAb concentrado sera reducido con 5 mM de ditiotreitol y
luego se le cambiara el regulador por regulador de acoplamiento (20
mM de BisTris con pH 6.5, 5 mM de EDTA, glicerol al 10%) usando
una columna de desalinizacién NAPS (GE Healthcare/ Amersham
Biosciences, NJ). Las cisteinas seran bloqueadas (para evitar que el
dAb se dimerice con si mismo) usando una concentracién final de 5
mM de ditiodipiridina, la cual sera afadida a la solucién de dAb de
una solucién madre de 100 mM de ditiodipiridina en DMSO. EI dAb y
la ditiodipiridina se dejaran acoplar durante 20-30 minutos. Luego se
eliminara la ditiopiridina que no ha reaccionado usando una columna
de desalinizacion PD10 y el dAb sera eluido en regulador de
acoplamiento (20 mM de BisTris con pH 6.5, 5 mM de EDTA, glicerol
al 10%). La proteina resultante serd congelada entonces hasta que
sea requerido.

Los péptidos 1-4 seréan disueltos individualmente en agua con
una concentracién de 200 uM, seran reducidos usando 5 mM de DTT
y luego seran desalados usando una columna de desalinizacién
NAP5 (GE Healthcare/Amersham Biosciences, NJ). Cada péptido se
anadira luego a una soluciéon de dAb reducida y bloqueada en una
proporcion de 20:1, para que ocurra el acoplamiento péptido-dAb.
Con el fin de confirmar el éxito de las reacciones de acoplamiento
péptido, dAb, se utilizara un ELISA en sandwich para detectar

conjugados de dAb/péptido anti-SA .
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La albumina de suero humana sera recubierta en una placa
ELISA (Nunc, NY) de un dia para otro a 10 yg/mL en un volumen de
100 pL por receptaculo. Después de incubacién de un dia para otro,
la placa se lavara 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y luego se
bloqueara durante 2 horas con Marvel PBS al 4%. Después del
bloqueo, la placa se lavarda 3 veces con PBS, Tween al 0.05% vy
luego se incubard durante 1 hora con conjugados de DOM7h-
8/péptido diluidos hasta 1 uM en Marvel PBS al 4%. Como controles
en la misma placa para ELISA, se incubara péptido no acoplado en
20 yM y DOM7h-8 no acoplado en 1 yM, en MPBS al 4%.

Después de la incubacién, la placa se lavara 3 veces con PBS,
Tween al 0.05% y luego se incubara durante 1 hora con una dilucién
1/2000 de anticuerpo de cabra anti-HA (Abeam) para los péptidos 1y
2, y una dilucién 1/2000 de Ni NTA-HRP (para los péptidos 3 y 4)
diluido en Marvel PBS al 4%. Después de la incubacién, la placa se
lavara 3 veces con PBS, Tween al 0.05% y los receptaculos con el
anticuerpo anti HA de cabra seran incubados durante 1h con
anticuerpo secundario anti-HRP de cabra diluido 1/2000 en MPBS al
4% (otros receptaculos fueron bloqueados durante 1h). Después de
la incubacién, la placa se lavara 3 veces con PBS, Tween al 0.05% vy
una vez con PBS y luego se secaran con golpecitos de los dedos
sobre papel. La prueba ELISA se desarrollara con 3,3'.55'-
tetrametilbencidina como sustrato, y la reaccién se detendra cbn
acido clorhidrico 1M. La presencia de conjugados de DOM7h-

8/péptido se confirmara comparando la OD600 del conjugado con la

Tabla 8 Péptidos anticancerosos

Categoria de péptido Secuencia de péptido ' Accion/Aplicacién

AL
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de cualquiera de las partes no conjugadas.

Agonistas y antagonistas

de LH-RH

SEQ ID NO: 89

p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-

Arg-Pro-Gly-NH2

Tratamiento de
enfermedades malignas
dependientes de hormona

sexual

Péptido liberador de

gastrina

SEQ ID NO:90
p-Glu-GIn-Arg-Leu-Gly-Asn-
Trp-Ala-Val_gly_his-Leu-Met-
NH2

Carcinoma de células

pequenas de pulmén

Somatostatina

SEQ ID NO: 31
p-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-

Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

Tumores (general)

SEQ ID NO: 92
GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu- | Tumor glioblastoma, tumor
GH-RH
psi(CH2-NH)-Leu-NH2 (RC- de préstata
3094
SEQ ID NO: 93 Carcinoma de colon
VEGF

Arg-Arg-Lys-Arg-Arg-Arg-Arg

humano

SEQ ID NO: 94

Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg

Proliferacién de células

tumorales

SEQ ID NO: 95
Arg-Thr-Glu-Leu-Asn-Val-Gly-
lle-Asp-Phe-Asn-Trp-Glu-Tyr-

Pro-Ala-Ser-Lys

Proliferacién y migracién de

células tumorales

SEQ ID NO: 96
His-His-Glu-Val-Val-Lys-Phe-

Mel-Asp-Val-Tyr-GIn

Inhibe respuestas de

células endoteliales
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SEQ ID NO: 97
Asn-lle-Thr-Val-Thr-Leu-Lys-

Lys-Phe-Pro-Leu

Inhibidor de antiogénesis

SEQ ID NO: 98

Inhibe la proliferacién de

EGF Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-
células basada en EGF
Val-Arg-Cys
SEQ ID NO: 99
Tyr-Cys-Asp-Gly-Phe-Tyr-Ala- Se fija a HER2
Cys-Tyr-Met-Asp-Val-Nh2
SEQ ID NO: 100
IL-6 Gly-Gly-Cys-Lys-Leu-Trp-Thr- |Inhibe el crecimiento celular
lle-Pro-Glu-Cys-Gly-Gly
SEQ ID NO: 101 Induccién de apoptosis y
IL-8
Ala-Val-Leu-Pro-Arg efecto antitumoral in vivo
SEQ ID NO: 102
Tyr-Gly-Arg-Pro-Arg-Glu-Ser- Inhibe el crecimiento de
PDGF
Gly-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg-Lys- glioma maligno
Arg-Leu-Lys-Pro-Thr
SEQ ID NO: 103
Inhibe el crecimiento
TNF

acCys-Pro-s-er-Glu-Gly-Leu-

Cys-NH2

tumoral

SEQ ID NO: 104
Ac-Cys-Pro-Ser-Glu-Gly-Thi-
Pro-Ser-Thr-His-Val-Leu-Cys—

NH2

SEQ ID NO: 105

Ac-Leu-Ala-Asn-Gly-Val-Glu

256
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SEQ ID NO: 106
Pro-Gin-Ala-Glu-Gly-GIn-Leu-

NH2

SEQ ID NO: 107
Val-Ala-Asn-Pro-Gln-Ala-Glu-

Gly-Gin-Leu

SEQ ID NO: 108
Lys-Gly-Asp-Gin-Leu-Ser

ciclica

SEQ ID NO: 109
Tyr-Ser-Cin-Val-Leu-Phe-Lys-

Gly ciclica

Proteina alfa-feto

SEQ ID NO: 110
Glu-Met-Thr-Pro-Val-Asn-Pro-

Gly

Inhibe células cancerosas
de mama dependientes de

estrégeno

Imitadores Sialil-Lewis

SEQ ID NO: 111

Ile-Glu-Leu-Leu-GIn-Ala-Arg

Inhibe colonizacién del
pulmén por células

tumorales

Activador de plasmindgeno

tipo uroquinasa

SEQ ID NO: 112
Cys-Val-Ser-Asn-Lys-Tyr-Phe-

Ser-Asn-lle-His-Trp-Cys

Antagonista de uPA/UPAR

SEQ ID NO: 113

Phe-X-X-Tyr-Lys-Trp

Antagonista de uPA/UPAR

SEQ ID NO: 114

Lys-Trp-X-X-Ar

Antagonista de uPA/UPAR

SEQ ID NO: 115
Leu-Asn-Phe-Ser-GIn-Tyr-Leu-

Trp-Tyr-Thr-NH2

Antagonista de uPA/UPAR

237
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SEQ IDNO: 116
Ac.Lys-Pro-Ser-Ser-Pro-Pro-

Glu-Glu-NH2

Inhibe el avancey la

angiogénesis tumoral

P53

SEQIDNO: 117
Ac-Met-Pro-Arg-Phe-Met-Asp-

Tyr-Trp-Glu-Gly-Leu-Asn-NH2

Inhibe la fijacion de HdmM2 y

p53

SEQID NO: 118
Met-Val Arg-Arg-Phe-Leu-Val-
Thrdeu-Arg-lle-Arg-Arg-Ala-

Cys-Gly-Pro-Pro-Arg-Val

Previene la ubiquitinacion

de p53

SEQIDNO: 119
Gly-Ser-Arg-Ala-His-Ser-Ser-
His-Leu-Lys-SerLys-Gly-GIn-
Ser-Thr-Ser-Arg-His-Lys-Lys-

Leu

Activa p53

P34cdc2

SEQ IDNO: 120

Cys-Ala-Phe-Tyr-lle

Inhibe la interaccion entre

p34/p33y pRb2y p107

SEQ IDNO: 121
Leu-Cys-Ala-Phe-Tyr-lle-Met-

Ala-Lys

SEQ IDNO: 122
Met-Cys-Ser-Met-Tyr-Gly-lle-

Cys-Lys

Cdk2

SEQ IDNO: 123
Tyr-Ser-Phe-Val-His-Gly-Phe-
Phe-Asn-Phe-Arg-Val-Ser-Trp-

Arg-Glu-Met-Leu-Ala

Inhibe la interaccién entre

Cdk2 e histona H1

259
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p21WAF1

SEQ ID NO: 124
Lys-Arg-Arg-GIn.Thr-Thr-Ser-
Met-Thr-Ala-Phe-Tyr-His-Ser-

Lys-Arg-Arg-Leu-lle-Phe-Ser

Induce la detencioén del

crecimiento de G1/S

SEQ ID NO: 125
Lys-Arg-Arg-Leu-lle-Phe-Ser-

Lys

SEQ ID NO: 126
Phe-Leu-Asp-Thr-Leu-Val-Val-

Leu-His-Arg

Trascripciéon de E2F/DP

SEQ ID NO: 127
Arg-Cys-Val-Arg-Cys-Arg-Arg-
Phe-Val-Val-Trp-lle-Gly-Leu-

Arg-Val-Arg-Cys-Leu-Val

Inhibi6 la funcién de E2F in

vitro

SEQ ID NO: 128
Leu-Asn-Trp-Ala-Trp-Ala-Ala-
Glu-Val-Leu-Lys-Val-Gin-Lys-

Arg-Arg-lle-Tyr-Asp-lle-Thr-

Asn-Val

SEQ ID NO: 129
Leu-Glu-Gly-ile-GIn-Leu-lle-Ala-

NH2

SEQ ID NO: 130

Phe-Trp-Leu-Arg-Phe-Thr

SEQ ID NO: 131

Trp-Val-Arg-Trp-His-Phe

SEQ ID NO: 132

Trp-Val-Arg-Trp-His

SO,
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SEQ ID NO: 133

Trp-His-Phe-lle-Phe-Trp

SEQ ID NO: 134
lle-Trp.Leu.Ser-Gly-leu-Ser-
Arg-GIy-VaI-Trp-VaI-Ser-F’he-

Pro

SEQID NO: 135
Gly-Ser-Arg-lle-Leu.Thr-Phe-
Arg-Ser-Gly-Ser-Trp-Tyr-Ala-

Ser

SEQ ID NO: 136
Asp-Glu-LeuLys-Arg-Ala-Phe-

Ala-Ala-Leu-Arg-Asp-Gin-lle

Bcl2

SEQ ID NO: 137
Lys-Lys-Leu-Ser-Glu-Cys-Leu-
Lys-Lys-Arg-lle-Gly-Asp-Glu-

Leu-ASp-Ser

Dispara la apoptosis en un

sistema libre de células

SEQ ID NO: 138
Gly-GIn-Val-Gly-Arg-GIn-Leu-
Ala-lle-lle-Gly-asp-Asp-lle-Asn-

Arg

SEQ ID NO: 139
Arg-Asn-lle-Ala-Arg-His-Leu-
Ala-GIn-Val-Gly-Asp-Ser-Met-

Asp-Arg

Integrinas

SEQ ID NO: 140

Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NH2

Inhibe la fijacién de células

tumorales a ECM

160
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SEQ ID NO: 141

Ac-Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NH2

SEQ ID NO: 142

Ac-Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-NHCH3

SEQ ID NO: 143
Ac-Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-

N(CH3)2

SEQ ID NO: 144
Phe(pNH2)-lle-Gly-Ser-Arg-

NH2

SEQ ID NO: 145
Ac-Tyr-lle-Gly-Ser-Arg-

NHCH(CH3)2

SEQ ID NO: 146
CO(Asp-Tyrlle-Gly-Ser-Arg-

NHPr)2

SEQ ID NO: 147

Arg-Gly-Asp

SEQ ID NO: 148

Tyr-lle-Gly-Ser-Arg

SEQ ID NO: 149
lle-Pro-Cys-Asn-Asn-Lys-Gly-
Ala-HisSer-Val-Gly-lL.eu-Met-

Trp-Trp-Met-leu-Ala-Arg

Analogos de Angiostatina

SEQ ID NO: 150
Ser-Pro-His-Arg-Pro-Arg-Phe-

Ser-Pro-Ala

863
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SEQ ID NO: 151
5 Ser-Pro-His-Ala-His-Gly-Tyr-lle-
Pro-Ser
SEQ ID NO: 152
Thr-Pro-His-Thr-His-Asn-Arg-
Thr-Pro-Glu
SEQ D NO: 153
10
Thr-Pro-His-Arg-His-Gin-Lys-
Thr-Pro-Glu
SEQ ID NO: 154
Glu-Pro-His-Arg-His-Ser-lle-
Phe-Thr-Pro-Glu
15 SEQ ID NO: 155
Caderinas Inhibidor de antiogénesis
Ac-Cys-His-Ala-Val-Cys-NH2
SEQ ID NO: 156
Cys-Glu-Lys-His-lle-Met-Glu-
Histona Desacetilasa Inhibicién de leucemia
Lys-lle-GIn-Gly-Arg-Gly-Asp-
Asp-Asp-Asp
20
SEQ ID NO: 157
MMP2 Cys-Thr-Thr-His-Trp-Gly-Phe- Metastasis tumoral
Thr-Leu-Cys
Ejemplo 10. Analisis de una composicion de farmacos con GLP
25

La potencia de un agente insulinotrépico se puede determinar

62
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calculando el valor de la EC50 a partir de la curva de dosis-
respuesta. Las membranas plasmaticas purificadas de una linea
celular transfectada estable, BHK467-12A (tk-tsi3), que expresa el
receptor de GLP-1, serdn estimuladas con GLP-1 y analogos de
péptido, y la potencia de la produccién de cAMP sera medida usando
el equipo para analisis de cAMP AlphaScreen™ de Perkin Elmer Life
Sciences.

Se preparara una linea celular transfectada estable y un clon
con alta expresién seleccionado para la deteccién. Luego las células
seran cultivadas en CO2 al 5% en DMEM, FCS al 5%, Pen/Strep al
1% y 0.5 mg/mL de G418. Las células en una confluencia aproximada
de 80% seran lavadas 2X con PBS y cosechadas con Versene,
centrifugadas 5 min a 1000 rpm y se eliminara el supernadante. Los
pasos adicionales se realizaran sobre hielo. Los granulos de células
seran homogeneizados mediante el Ultrathurax durante 20-30 seg en
10 mL de regulador 1 (20 mM de Na-HEPES, 10 mM de EDTA, pH
7.4), centrifugados durante 15 min a 20.000 rpm y los granulos seran
resuspendidos en 10 mL de regulador 2 (20 mM de Na-HEPES, 0.1
mM de EDTA, pH 7.4). La suspensién sera homogeneizada durante
20-30 seg, y centrifugada durante 15 min a 20.000 rpm. La
suspensién en regulador 2, homogenizacién y centrifugaciéon seran
repetidas una vez, y las membranas seran resuspendidas en
regulador 2 y estaran listas para analisis adicional o seran
almacenadas a -80°C.

El analisis del receptor funcional se llevard a cabo midiendo la
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produccién de cAMP inducida por el péptido mediante |la tecnologia
AlphaScreen. El principio basico de la tecnologia AlphaScreen es
una competencia entre la cAMP enddgena y la cAMP con biotina
afladida exdégenamente. La captura de cAMP se logra usando un
anticuerpo especifico conjugado con perlas aceptoras. La cAMP
formada sera contada y medida con un analizador de microplacas
Alpha Fusion. Los valores de EC50 se calcularan usando el software
Graph-Pad Prisme.

La resistencia de un péptido a la degradacién por dipeptidil
aminopeptidasa IV se puede determinar mediante el siguiente
analisis de degradacién: Se incubard alicuotas de los péptidos a 37
°C con una alicuota de dipeptidil aminopeptidasa IV purificada
durante 4-22 horas en un regulador apropiado con un pH de 7-8
(regulador que no sea albumina). Las reacciones enzimaticas se
terminaran mediante la adicién de acido trifluoroacético, y los
productos de degradacién del péptido seran separados vy
cuantificados usando analisis con HPLC o LC-MS. Las mezclas se
aplicaran en una columna Zorbax 300SB-C18 (poros de 30 nm,
particulas de 5 um) de 150 x 2.1 mm y serdn eluidas a una velocidad
de flujo de 0.5 mL/min con un gradiente lineal de acetonitrilo en
acido trifluoroacético al 0.1% (0%-100% de acetonitrilo durante 30
min). Los péptidos y sus productos de degradacién pueden ser
vigilados por su absorbancia a 214 nm (uniones de péptido) o 280
nm (aminoacidos aromaticos), y seran cuantificados mediante

integracion de sus areas pico. El patrén de degradacién se puede

264
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determinar usando LC-MS en donde los espectros de MS del pico se
puedan determinar por separado. E| porcentaje de compuesto
intacto/degradado en un momento dado se usa para la estimacion de
la estabilidad de los péptidos con la DPPIV.

Un péptido se define como estabilizado para la DPPIV cuando
éste es 10 veces mas estable que el péptido natural basado en el
porcentaje de compuesto intacto en un momento dado. Asi, un
compuesto de GLP-1 estabilizado para la DPPIV es al menos 10
veces mas estable que el GLP-1 (7-37).

Estimulaciéon de adenilato ciclasa

Se sembraron células BRIN-BD11 en placas de 24 receptaculos
(3x10°/receptaculo) y se cultivaron durante 48 h antes de ser pre
incubadas en medio complementado con adenina tritiada (2mCi)
durante 16 h. Las células seran lavadas dos veces con salina
tamponada de Hank (HBS) fria y se le afadird solucién de prueba
(400 wulL; 37 °C). Luego, las células seran expuestas a
concentraciones variables (10-10-10-5 M) de compuestos de GLP-1
en regulador HBS, en la presencia de 1TmM de IBMX y 5.6 mM de
glucosa (20 min; 37 °C). Después de la incubacién, se sacaran las
soluciones de prueba y se afiadira 300 uL de solucion para lisis (5%
de TFA, 3% de SDS, 5mM de ATP no marcado, y 300 uM de cAMP no
marcada). Se utilizarda Dowex y resinas de intercambio de alumina
para separar la cAMP de la adenina tritiada y del ATP en el lisado
celular, tal como se describe en (Miguel JC, et al. Biochem.

Pharmacol. 2003, 65:283).

<



10

15

20

25

186

Las respuestas secretorias de insulina pueden ser medidas en
las células B BRIN- células BD11. Las células se sembraran en
placas de 24 receptaculos multiples en wuna densidad de
1x10°/receptaculo, y se dejaran unir durante cultivo de un dia para
otro. Los estudios de liberacién de insulina aguda seran precedidos
por pre incubacion durante 40 min a 37 °C en 1.0 mL de regulador de
Krebs-Ringer bicarbonato (115 mM de NaCl, 4.7 mM de KCI, 1.28 mM
de CaCl,-2H,0, 1.2 mM de KH,PO,, 1.2 mM de MgSO,-H,0, 10 mM
de NaHCO, y 5 g/L de albumina de suero bovina, pH 7.4)
complementada con 1.1 mM de glucosa. Las incubaciones de prueba
seran realizadas a 37 °C en la presencia de 5.6 mM de glucosa con
una gama de concentraciones de compuestos de GLP-1 (10-12-10-6
M). Después de 20 min de incubacién, el regulador sera eliminada de
cada receptaculo y se almacenara alicuotas a -20 °C para la
medicién de insulina.

Disminucion de glucosa y actividad secretora de insulina en

ratones diabéticos obesos (ob/ob)

La actividad biolégica in vivo de los compuestos de GLP-1 se
puede evaluar en ratones diabéticos obesos (ob/ob) de 12 a 16
semanas de edad. Los animales seran alojados individualmente en
un cuarto con aire acondicionado a 22 + 2 °C con un ciclo de 12 h de
luz: 12 h de oscuridad. A los animales se les permitira beber agua ad
libitum y el acceso continuo a dieta de mantenimiento estandar para
roedores. Los ratones se someteran a ayuno durante 18 h y se les

administrara por via intraperitoneal 8 mL/kg de peso corporal de
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salina (9 g/L NacCl), glucosa sola (18 mM/kg de'peso corporal), o en
combinacién con un compuesto de GLP-1 (25 nM/kg de peso
corporal). Se recolectaran muestras de sangre en tubos micro
centrifugos con fluoruro/heparina enfriados inmediatamente antes de
la inyeccion, y a los 15, 30, y 60 min después de la inyeccion, y se
almacené el plasma obtenido a -20 °C.

Otros analisis

Se puede determinar los niveles de glucosa en plasma usando
un analizador de glucosa Analox (Hammersmith, London, UK), el cual
emplea el método de glucosa oxidasa (Stevens JF, Clin. Chim. Acta
1971, 32:199). Se puede analizar los niveles de insulina mediante
inmunoanalisis radiactivo con carbén recubierto con dextran (Flatt
PR y Bailey CJ, Diabetologia 1981,20:573). Se puede calcular las
areas incrementales bajo glucosa en plasma y las curvas de insulina
(AUC) usando el software GraphPad PRISM version 3.0 (Graphpad
Software, San Diego, CA, USA).

La actividad del compuesto de GLP-1 puede ser parte de la
composiciéon de farmacos de la presente invencién siempre que el
farmaco de GLP-1 sea capaz de enlazarse y de inducir sefalizacion
a través del receptor de GLP-1. El enlace al receptor de GLP-1y la
transduccion de la sefal se puede evaluar usando analisis in vitro
tales como los que estan descritos en Ejemplos 2, 3, y 4 de EP
619,322 y en los ejemplos 1, 2, y 3 de la patente estadounidense
namero 5,120,712, respectivamente (incorporada aqui mediante

referencia).
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Los estudios de farmacocinética se pueden realizar tal como se
describe en Ejemplo 7 de WO 02/46227 (incorporada aqui mediante
referencia).

Extension de la vida media de los derivados de GLP-1 después

de su administracién i.v. o0 s.c.

La extensién de la vida media de los anéalogos de GLP-1 se
puede determinar haciendo seguimiento a la concentraciéon en
plasma de ellos después de su administracion s.c. a cerdos
saludables. Para comparacién, se puede hacer seguimiento a la
concentracién en plasma de GLP-1 (7-37) (activa natural de la forma
de GLP-1 y usada como control) después de; su administracién s.c.

Las sustancias de prueba seran disueltas en un vehiculo
apropiado para su administracién subcutdnea o intravenosa. La
concentracion sera ajustada de tal forma que el volumen de
dosificacién sea de aproximadamente 1 mL. El estudio sera realizado
en 12 mini cerdos Gottingen machos de Ellegaard Gottingen Minipigs
ApS. Se permitird un periodo de aclimatacion de aproximadamente
10 dias antes de que los animales entren en el estudio. Al inicio del
periodo de aclimatacién los mini cerdos seran de aproximadamente 5
meses de edad, y tendran un rango de peso.de 8-10 kg.

El estudio sera realizado en una habitacién apropiada para los
animales con una temperatura ambiente establecida en 21-23°C y
humedad relativa de aproximadamente 50%. La habitacién sera
iluminada, para dar un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad. La luz serd desde las 06.00 hasta las 18.00 h. Los
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animales seran alojados en corral. Los animales tendran acceso
libre al agua de beber con calidad doméstica durante el estudio, pero
seran sometidos a ayuno desde aproximadamente 16.00 h el dia
anterior a la dosis hasta aproximadamente 12 horas después de la
dosis. Los animales seran pesados al llegar y en los dias de
dosificacién.

Los animales recibiran una sola inyecciéon intravenosa o
subcutanea. La inyeccién subcutanea sera proporcionada en el lado
derecho del cuello, aproximadamente 5-7 cm desde la orejay 7-9 cm
desde la mitad del cuello. Las inyecciones seran suministradas con
un tapén en la aguja, dejando que se introduzca 0.5 cm de la aguja.
Cada animal recibié una dosis de 2 nmol/kg de peso corporal. Seis
animales recibieron una dosis por semana, mientras que los seis
restantes descansaron.

Se obtendra un perfil completo de concentracién en plasma-
tiempo de cada animal. Se recolectardn muestras de sangre de
acuerdo con el siguiente programa: Después de administraciéon
intravenosa: Pre dosis (0), 0.17 (10 minutos), 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12,
24, 48, 72, 96, y 120 horas después de la inyeccién. Después de
administracién subcutanea: Pre dosis (0), 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24,
48, 72, 96, y 120 horas después de la inyeccién.

En cada momento de muestreo, se extraera 2 mL de sangre de
cada animal. Las muestras de sangre se recolectaran en tubos de
ensayo que contienen un regulador para su estabilizaciéon con el fin

de evitar la degradaciéon enzimatica de los analogos de GLP-1. EI
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plasma serad transferido inmediatamente a tubos micrénicos.
Aproximadamente 200 pL plasma seran transferidos a cada tubo
micrénico. El plasma se almacend a -20°C hasta ser analizado para
determinar el contenido de analogos de GLP-1 wusando un
inmunoanalisis.

Los perfiles de concentracion en plasma-tiempo seran
analizados mediante un analisis farmacocinético no compartimental.
Se calcularan los siguientes parametros farmacocinéticos en cada
ocasion: AUC, AUC/Dosis, AUCqy extrap, Cmaxs tmax, A2, ti2, CL, CL/f,
V., V. /fy MRT.

Las composiciones de la invencién también se pueden someter
a prueba en cerdos daneses Landrace.

Los cerdos (50% Duroc, 25% Yorkshire, 25% Danish Landrace,
aprox. 40 kg) seran sometidos a ayuno desde el inicio del
experimento. A cada cerdo se le administrara 0.5 nmol de
composicién de prueba por kg de peso corporal en una solucién
isotébnica de 50 pM (5 mM de fosfato, pH 7.4, Tween®-20 al 0.02%
(Merck), 45 mg/mL de manitol (libre de pirégenos, Novo Nordisk). Se
extrajeron muestras de sangre de un catéter en la vena yugular. Se
vaciaron 5 mL de las muestras de sangre en vasos enfriados que
contenian 175 pL de la siguiente soluciéon: 0.18 M de EDTA, 15000
KIE/mL de aprotinina (Novo Nordisk) y 0.30 mM de Valina-Pirrolidida
(Novo Nordisk), pH 7.4. Dentro de 30 min, las muestras seran
centrifugadas durante 10 min a 5-6000*g. La temperatura se

mantendra a 4 °C. El supernadante sera pipeteado en vasos

27°



10

15

20

25

191

diferentes y mantenido a menos 20°C hasta su uso.

Las concentraciones en plasma de péptidos seran
determinadas en una ELISA en sandwich o mediante RIA usando
diferentes anticuerpos mono o policlonales. La seleccién de
anticuerpos depende del analogo de GLP-1. EIl momento en el cual
se logra la concentracién pico en plasma. varia dentro de amplios
limites, dependiendo del andlogo de GLP-1 particular seleccionado.

Procedimiento general de analisis para sandwich ELISA en placa

para microtitulacién de 96 receptaculos

Regulador de recubrimiento (PBS): Salina fosfatada regulada,
pH7.2

Regulador de lavado (lavado con PBS): Salina fosfatada
regulada, 0.05 % v/v de Tween 20, pH 7.2

Regulador de anadlisis (regulador BSA): Salina fosfatada
regulada, 10 g/L de albumina de suero bovino (Fluka 05477), 0.05 %
v/iv de Tween 20, pH 7.2

Regulador de estreptavidina: Salina fosfatada regulada, 0.5 M
de NaCl, 0.05 % v/v de Tween 20, pH 7. 2

Patron: Compuestos individuales en una matriz de plasma.

A-TNP: Anticuerpo inverso

AMDEX: Estreptavidina-rabano picante-peroxidasa (Amersham
RPN4401V)

Sustrato TMB: 3,3',5,5'tetrametilbencidina (<0.02 %), perdéxido
de hidrégeno.

El  analisis se puede llevar a cabo como sigue
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(volumen/receptaculo):

1.) Recubrir con 100 uL de anticuerpo atrapador, en una
cantidad de 5 ug/mL en regulador PBS, incubar de un dia para otro,
a 4 °C, lavar 5x con PBS, bloqueado con tavado de duracién minima
de 30 minutos, luego vaciar la placa.

2. ) 20 uL de muestra + 100 ulL de anticuerpo detector
biotiniltado, en una cantidad de 1 ug/mL en regulador BSA con 10
ug/mL de A-TNP; incubar 2 h, a temperatura ambiente, en una
mezcladora; lavar 5x con PBS, luego vaciar la placa.

3.) 100 pL de AMDEX 1:8000 en regulador estreptavidina,
incubar 45-60 minutos, a temperatura ambiente, en una mezcladora,;
lavar 5x con PBS, luego vaciar la placa.

4.) 100 pL de sustrato TMB, incubar a temperatura ambiente en
una mezcladora; detener la reaccién con 100 yL de H;PO, 4 M. Leer
la absorbencia a 450 nm con 620 nm como referencia. La
concentracion en las muestras se puede calcular a partir de las

curvas estandar.

Procedimiento general de analisis para RIA.

Regulador DB: 80 mM de regulador fosfatado, 0.1 % de
albimina de suero humana, 10 mM de EDTA, 0.6 mM de tiomersal,
pH 7.5.

Regulador FAM: 40 mM de regulador fosfatado, albumina de
suero humana al 0.1 %, 0.6 mM de tiomersal, pH 7.5.

Carbén: 40 mM de regulador fosfatado, 0.6 mM de tiomersal,

plasma bovino al 16.7%, 15 g/L de carbén activado, pH 7.5 (mezclar

772
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la suspensién minimo durante 1 h antes de su uso a 4 °C)
Patrén: Compuestos individuales en una matriz de plasma.
El analisis se llevara a cabo tubos Minisorp de 12x75 mm

(volumen/tubo) como sigue:

Regulador | muestra | Anticuerpo | FAM | Trazador | Carbén | H,O
DB
Dia 1
Total | 100
NSB 330 ul 100 pl
muestra 300 pl 30l 100 pl ' 100 pl

Mezcla, incubada de un dia para otro a 4°C Dia 2

Total 1.5ml
NSB 1.5ml
muestra 1.5ml

Mezclar e incubar 30 min a 4 °C. Centrifugar a 3000 rpm
durante 30 min e inmediatamente después, transferir los
supernadantes a nuevos tubos, cerrar con tapén y contar en contador
gamma durante 1 minuto. La concentracién en las muestras se
calculara a partir de las curvas estandar individuales.

Analisis con radio receptor de GLP-1 (RRA):

El analisis con radio receptor de GLP-1 es un analisis de
enlace de ligando radiométrico usando particulas para formacién de
imagenes LEADseeker. El analisis estd compuesto de fragmentos de
membrana que contienen el receptor de GLP-1, analogos no

marcados de GLP-1, GLP-1 humana marcada con '?*| y particulas PS
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LEADseeker recubiertas con aglutinina de germen de trigo (WGA). La
GLP-1 fria y marcada con '?°| competird por la unién al receptor.
Cuando las particulas LEADseeker se afiaden, ellas se enlazaran a
residuos de carbohidratos en los fragmentos de membrana por medio
de los residuos de WGA. La proximidad entre las moléculas de '*°ly
las particulas de LEADseeker ocasiona la emisién de luz desde las
particulas. El LEADseeker formara la imagen de la luz emitida y ésta
sera correlacionada de manera reversible con la cantidad de analogo
de GLP-1 presente en la muestra.

Reactivos y materiales

Pre tratamiento de plasma animal: Se tratard el plasma animal
con calor durante 4 h a 56 °C y se centrifugard a 10,000 rpm durante
10 minutos. Después de esto, se anadird Val-Pyr (10 uM) vy
aprotenina (500 KIE/mL) y se almacenara a -18 °C hasta su uso.

Patrones de analogos de GLP-1: Se fortalecerd a los analogos
de GLP-1 en plasma tratado con calor para producir lineas de
dilucién que abarcan desde aproximadamente 1 yM hasta 1 pM.

Regulador para analisis RRA de GLP-1: 25 mM de Na-HEPES
(pH 7.5), 2.5 mM de CaCl;, 1 mM de MgCl,, 50 mM de NacCl, 0.1% de
ovalbumina, 0.003% de Tween 20, 0.005% de bacitracina, 0.05% de
NaN;.

Suspensién del receptor de GLP-1: Se purificara a los
fragmentos de membrana del receptor de GLP-1 de células de rifidn
de hamster bebé (BHK) que expresan el receptor de GLP-1 humano.

Se almacena a - 80°C hasta su uso.

244
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Perlas para formacién de imagenes LEADseeker de poliestireno
acopladas con WGA (RPNQO0260, Amersham): Las perlas seran
reconstituidas con regulador para analisis RRA de GLP-1 hasta una
concentracién de 13.3 mg/mL. La suspension de membrana del
receptor de GLP-1 se afadira entonces y se incubara fria (2-8 °C)
durante al menos 1 h antes de su uso.

Materiales

'25I_.GLP- 1 (7-36) amida (Novo Nordisk A/S). Almacenada a -
18°C hasta su uso.

Etanol 99.9% vol (De Dansk Sprotfabrikker A/S). Almacenado a
-18°C hasta su uso.

Multiscreen® Solvinert 0.45 pm placa hidrofébica PTFE
(MSRPNO0450, Millipore Corp.).

Placas de 384 receptaculos de polipropileno (No. de cat.
781075, Greiner Bio-One).

Aparatos:

Mezcla para placa horizontal

Centrifuga con un conjunto de rotor de placa para
microtitulacién con cubo oscilante.

Concentrador para muestras UltrVap, Drydown (Provair).

Sistema de formacién de imagenes multimodalidad
LEADseeker® (Amersham)

Procedimiento:

Preparacién de la muestra: Montar la placa para filtro

Multiscreen® Solvinert en una placa receptora comparable quimica

2
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(es decir, placas de polipropileno), para recolectar el filtrado.

Anadir 150 uL de etanol al 99.9% enfriado con hielo en los
receptaculos vacios de la placa con filtro MultiScreen Solvinert,
seguido por 50 uL de calibrador o muestra de plasma. Colocar la
tapa para almacenamiento en la placa filtrante e incubar durante 15
minutos a 18-22 °C en una mezcladora de placa horizontal.

El filtro y placa receptora ensamblados, con la tapa, s
colocaran en un conjunto de rotor de placa para microtitulacién con
cubo oscilante estandar. El filtrado sera recolectado en los
receptaculos vacios de la placa receptora a 1500 rpm durante 2
minutos. El filtrado se secard usando el UltraVap con N, calentado
(40°C) durante 15 minutos. El material seco sera reconstituido
afadiéndole 100 yL de regulador para analisis RRA de GLP-1 en
cada receptaculo. Esto serda incubado durante 5 minutos en una
mezcladora horizontal.

Radio analisis del receptor de GLP-1: Use el siguiente
esquema de pipeteo y placas de poliestireno blancas de 384
receptaculos:

1. 35uL de regulador para analisis RRA de GLP-1.

2. 5pL de filtrado reconstituido

3. 10 uL de '?°I-GLP-1 (7-36)amida. La solucién madre fue
diluida en regulador para analisis RRA de GLP-1 RRA hasta 20,000
cpm/receptaculo antes de su uso.

4. 15 uL de fragmentos de membrana del receptor de GLP-1

(0.5 pg/receptaculo) recubierto previamente en perlas para formacién
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de imagenes de WGA-poliestireno LEADseeker (0.2 mg/receptaculo).

Las placas seran selladas e incubadas de un dia para otro a
18-22 °C. La emisién de luz de cada receptaculo sera detectada
usando el sistema de formacion de imagenes multimodalidad
LEADseeker con una duracién de 10 minutos.

Estimulacion de formacién de cAMP en una linea celular que

expresa el receptor de GLP-1 humano clonado.

Se estimulara a membranas de plasma purificadas de una linea
celular transfectada estable, BHK467-12A (tk-tsl3), que expresa el
receptor de GLP-1 humano, con GLP-1 y analogos de péptido, y se
medira la potencia de la produccion de cAMP usando el equipo para
analisis de cAMP AlphaScreen™ de Perkin Elmer Life Sciences.

Se preparard una linea celular transfectada estable y se
seleccionara un clon con alta expresion para la exploraciéon. Las
células se cultivaran con 5% de CO, en DMEM, FCS al 5%,
Pen/Strep al 1% y 0. 5§ mg/mL de G418.

Las células con una confluencia aproximada de 80% seréan
lavadas 2X con PBS y recolectadas con Versene, se centrifugaran 5
min a 1000 rpm y se eliminara el supernadante. Los pasos
adicionales seran realizados todos en hielo. EIl granulado de células
sera homogeneizado por el Ultrathurax durante 20-30 seg. en 10 mL
de regulador 1 (20 mM Na-HEPES, 10 mM EDTA, pH 7.4), se
centrifugara 15 min a 20,000 rpm y se re suspendera el granulado en
10 mL de regulador 2 (20 mM de Na-HEPES, 0.1 mM de EDTA, pH

7.4). La suspensiéon serd homogeneizada durante 20-30 seg vy
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centrifugada 15 min a 20.000 rpm. La suspensién en regulador 2,
homogenizacién y centrifugacién, se repetiran una vez que las
membranas sean resuspendidas en regulador 2 y estén listas para
analisis adicional o almacenadas a -80 °C. El analisis de receptor
funcional se llevara a cabo midiendo la produccién de cAMP inducida
por el peéptido mediante la tecnologia AlphaScreen. El principio
basico de la tecnologia AlphaScreen es una competencia entre cAMP
enddégena y cAMP con biotina afiadida exégenamente. La captura de
cAMP se lograra utilizando un anticuerpo especifico conjugado con
perlas aceptoras. Las cAMP formadas seran contadas y medidas en
un analizador de microplacas Alpha Fusion. Los valores de ECs, se
calcularan usando el software Graph-Pad Prisme.

Ejemplo 11. Expresiéon bacteriana de una fusién genética de

péptido 1 similar al glucagén y de iDom7h-8 usando el conductor

GAS.

Se cloné GLP-1 (7-37), con el glutamato en la posicién 9
reemplazado por prolina ([Pro®] GLP-1(7-37)), como una fusién con
iDOM7h-8 (una mutacién P96E por numeracién Kabat en CDR3) en el
vector pET 12a con un conductor GAS (Véase WO 05/093074). EI
reemplazo del glutamato en el GLP-1 con prolina 9 reemplazo fue
con el fin de hacer al GLP-1 parte de la fusién resistente a la
degradacién por escision con dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) (Brian
D. Green et al. (2003) Metabolic Stability, Receptor Binding, cAMP
Generation, Insulin secretion and Antihyperglycaemic Activity de

Novel terminal N Glu9-substituted Analogues of Glucagon-like-

273



10

15

20

25

199

peptide-1 : Biol. Chem. (384) 1543-1555). En total, se elaboraron
tres construcciones, una sin enlazante, una con aminoacidos PSS
entre [Pro®]GLP-1(7-37) y iDOM7h-8 y una con aminoacidos PSSGAP
entre [Pro®]GLP-1(7-37) y iDOM7h-8 (se muestra en la figura 16
como la forma enlazadora a albumina Dom7h-8). La expresién fue en
células BL21 DE3 Plys S a 30°C durante 48 horas usando TB
Readymix (Novagen) para autoinduccién de expresién de un dia para
otro antes de la recuperacién del supernadante por centrifugacién.
La fusion de [Pro®JGLP-1(7-37) iDom7h-8 fue purificada a partir del
supernadante utilizando captura por afinidad sobre proteina L-
agarosa. Luego se lavé la resina con 10 volimenes de columna de
PBS y se enlazé la proteina eluida con 0.1 M de glicina con pH de 2.
La fusién de [Pro’]GLP-1(7-37)-iDom7h-8 se cargd luego en el
regulador glicina, en una columna de intercambio catiénico (columna
S de 1 mL, GE healthcare) que se equilibré previamente con 20 mM
de regulador citrato con un pH de 6.2. La elucién fue con un
gradiente de 0 - 50% del mismo regulador suplementado con NaCl 1
M. Se recolectaron los picos y se determiné el tamafo de las
proteinas mediante electroforesis con SDS PAGE. Los picos con
proteina del tamafio esperado fueron agrupados y se les cambié el
regulador por PBS. Se confirmé la identidad de la proteina mediante
espectrometria de masa y secuenciacién en el terminal N.

Ejemplo 12. Determinacion de la activida(j de la fusién de [Pro’]

GLP-1(7-37)-PSSGAP-iDOM7h-8 en GLP-1

Con el fin de confirmar que la fusién de [Pro®]GLP-1(7-37)-
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PSSGAP-iDOM7h-8 demostraba actividad en GLP-1, la fusién fue
sometida a dos diferentes analisis biolégicos. En el primer analisis,
la linea celular de insulinoma de rata RINm5f (desarrollada en 1980
por Gadzar et al. a partir de insulinoma de rata trasplantable
inducido con rayos X) se incub6é con concentraciones variables (10
pM hasta 0.1 uM) de GLP-1 y la fusién de [Pro®’]GLP-1(7-37)-
PSSGAP-iDOM7h-8 durante 60 min. Adicionalmente, se agregd un
analisis de un solo punto de exendina 4, un analogo de GLP-1
resistente a la degradacién por dipeptidil. peptidasa IV, y analisis
unico con regulador de un solo punto, como controles. Si bien las
células de rata RTNmS5f respondieron débilmente a la glucosa,
cuando se expusieron a nutrientes o a no secretagogos, mostraron
respuestas secretoras similares a las de las células beta. Por lo
tanto, los efectos de los compuestos en la proliferacién celular
fueron evaluados midiendo los niveles incorporados de 5-bromo-2'-
desoxiuridina (BrdU) durante sintesis de ADN en células
proliferantes usando el sistema ELISA para proliferacién de células
(Amersham, Little Chalfont, UK) véase la figura 17. Usando OD450
para medir los niveles de ADN, hubo un aumento en el nivel de ADN
dependiente de la dosis, con niveles aumentados de fusién de
[Pro’]GLP-1(7-37)-PSSGAP-iDOM7h-8 hasta una concentracién de
100 nM de la fusién. EI GLP-1 también demostré la respuesta
esperada dependiente de la dosis.

En el segundo analisis, se incubaron células RINm5f con

concentraciones variables (10 pM hasta 0.1 uM) de GLP-1 y la fusién

78°
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de [Pro®]GLP-1(7-37)-PSSGAP-iDOM7h-8 en 5.6 mM de glucosa
durante 60 min. Adicionalmente, un analisis de un solo punto de
exendina 4, un analogo de GLP-1 resistente a la degradacién por
DPPIV y un analisis unico de un solo punto con regulador Krebs-
Ringer bicarbonato (KRB) se agregaron como controles. La
secrecién de insulina se analizé después de la incubacién durante 60
min a 37 °C usando regulador GLP-1 suplementado con regulador
KRB, 3A23 o exendina 4. Se recolecté el medio, se centrifugd y el
supernadante se analizé para determinar la‘'concentracién de insulina
usando radioinmunoanalisis. La concentracion de insulina se
normalizé para la cantidad de células dentro de cada receptaculo.
Luego se graficé la concentracién de insulina (medida en ng/mL/h)
contra la concentracién del compuesto. Hubo un aumento
dependiente de |la dosis en la liberaciéon de insulina con dosis en
aumento de la fusiéon de [Pro’JGLP-1(7-37)-PSSGAP-iDOM7h-8 hasta
una concentraciéon de fusion de 10 nM (véase la figura 18). Esto

concuerda con los datos publicados sobre el. GLP-1 solo.

Ejemplo 13. Expresidon bacteriana de una fusién genética de

péptido 1 similar al glucagén y iDom7h-8 usando el conductor

OMP-T.

Se prepararon nuevamente las mismas tres construcciones
descritas en el ejemplo 11 (una sin enlazante, una con aminoacidos
PSS entre [Pro®’]GLP-1(7-37) y iDOM7h-8 y una con aminoé&cidos
PSSGAP entre [Pro®]JGLP-1(7-37) y iDOM7h-8) con el conductor

OMP-T. Para mayor claridad, el orden de los elementos en la
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construccion fue conductor OMP-T, [Pro®] GLP-1, enlazante (en
donde fuera apropiado) y el iDom7h-8. La expresién fue en las
celulas BL21 DE3 Plys S a 25 °C durante 4 horas en medio TB
inducido con 0.5 mM de IPTG con OD 16 antes de |la recuperacion de
las células del granulado de celulas por centrifugacion. Las
proteinas secretadas fueron recuperadas luego mediante preparacion
periplasmica. Las fusiones de GLP-1 iDom7h-8 fueron purificadas a
partir de la fracciéon periplasmatica usando captura por afinidad en
proteina L-agarosa. Luego se lavé la resina con 10 volumenes de
columna de PBS y la proteina enlazada se eluyé con 0.1 M de glicina
con pH 2. Luego se cargd la fusiéon de [Pro]®JGLP-1(7-37) en el
regulador de glicina, en una columna de intercambio catiénico
(columna S de 1 mL, GE Healthcare) que estaba equilibrada
previamente con 20 mM de regulador citrato con pH de 6.2. La
elucion fue con un gradiente de 0 - 50% del mismo regulador
complementado con NaCl 1M. En este caso, el lavado de la columna
con 20 mM de regulador citrato con un pH de 6.2 (0% NaCl) condujo
al fluido a través de de la banda del tamafio esperado, y por ello fue

concentrado usando una columna de 5K de vivaspina (Vivascience).

Ejemplo 14. Expresion de una fusiéon .genética de péptido 1

similar al glucagén y de iDom7h-8 en Pichia pastoris.

La construccién de fusion de [Prog]GLP-1-PSS-iDOM7h-8 (tal
como se describe en la figura 16b, pero usando iDom7h-8) seréa
clonada en el vector pPICza tanto solo como con una extensién

EAEA en el terminal N y transformada en KM71h de Pichia pastoris.
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La proteina serd expresada (i) usando induccién con metanol durante
4 dias a 30°C; y (ii) usando induccién con metanol durante 2 dias a
25°C. El supernadante sera recuperado mediante centrifugacion y se
verificara el tamafio de la proteina en un gel SDS PAGE.

Se espera que las fusiones tengan el tamafo correcto mediante
SDS Page y que sean activas en el analisis de GLP-1 tal como se
describe en Ejemplo 10 y en Ejemplo 12.

Ejemplo 15. Expresién de péptido 1 _similar al glucagén y de

iDom7h-8 en cuerpos de inclusién BL21 DE3 de E. coli.

Las mismas fusiones descritas en el ejemplo 11 serédn clonadas
en el vector de expresién pET21 (Novagen), el cual esta disefiado
para expresién de proteina en el citoplasma. Opcionalmente, se
incluira un sitio de escisién de proteasa en las construcciones entre
un término N sacrificial y el HAP... del [Pro°]JGLP-1(7-37). Esto
permitira que la proteina sea digerida para asegurar un término N
totalmente originario. Las enzimas que se podria utilizar para esto
incluyen Factor Xa, trombina o DPP1. Luego l|la proteina sera
expresada en altos niveles en células BL21(DE3) con induccién por
IPTG y se acumularan en cuerpos de inclusién intracelulares. Los
cuerpos de inclusién seran aislados de células BL21 y solubilizados
en guanidina HCI. Después de la reduccién, los cuerpos de inclusién
seran replegados en un sistema de regulacién con combinacién
redox (Buchner, J., Pastan, |. y Brinkmann, U. (1992). A method for
increasing the yield of properly folded recombinant fusion proteins.

Anal. Biochem. 205, 263-270. Después de replegarse, la proteina
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sera dializada y concentrada en una columna de vivaspina de 5K
(Vivascience) y purificada en una columna S (GE healthcare).

Se espera que las fusiones tendrdan el tamafo correcto
mediante SDS Page y seran activas en un analisis de GLP-1 tal como
se describe en el ejemplo 10 y en el ejemplo 12.

Ejemplo 16. Expresién de péptido 1 similar al glucagqén y de un

Dom7h-8 en mamiferos

La construccién de fusién de [Pro®’]GLP-1-PSS-DOM7h-8 (tal
como se describe en la figura 16b) sera clonada en el vector de
expresion PcDNA(-) usando péptido sefial secretora murino para
promover la secrecion de la proteina traducida en los medios, se
preparara 1 mg de ADN de E. coli usando lisis alcalina (equipo Mega
Prep, Qiagen, CA) y sera transfectada en 1.5 L de células HEK293
en medio de Eagle modificado con Dulbecco (Gibco) para una
expresion de proteina transitoria. La proteina se expresara
incubando el cultivo a 37° durante 5 dias y se recuperara el
supernadante (que contiene |a proteina expresada) por
centrifugacién. La fusién de [Pro®]GLP-1-PSS-DOM7h-8 sera
purificada a partir de la fraccién periplasmica usando captura por
afinidad en proteina L-agarosa. Luego la resina sera lavada con 10
volumenes de columna de PBS y la proteina enlazada sera eluida
con 0.1 M de glicina con pH2. Luego se cagara la proteina en el
regulador glicina, en una columna de intercambio catiénico (columna
S de 1 mL, GE healthcare) equilibrada previamente con 20 mM de

regulador citrato con un pH de 6.2. La elucidén sera con un gradiente
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de 0 - 50% del mismo regulador complementado con NaCl 1 M. La
proteina del tamario correcto en un gel SDS-PAGE sera concentrada
entonces usando una columna de vivaspina de 5K (Vivascience) y se
cambiara el regulador por PBS para analisis biolégico.

Ejemplo 17. expresion _de Péptido YY fusionado con un Dom7h-8

en E.coli

El péptido YY (3-36) (PYY: secuencié de aminoacidos ID No.
167 secuencia de acido nucleico ID No. 168
KPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY) inhibe la absorcién
de alimentos en seres humanos y tiene una vida media en plasma
corta (10-30min). Este se libera en respuesta a un alimento y actua
por medo del Y2R en el nucleo arqueado para regular
fisiologicamente la absorcién de alimentos. EIl PYY sera clonado en
el vector pET GAS (WO 05093074) colindante con el DOM7h-8
(véase las figuras 20a y 20b, las cuales muestran el péptido en el
terminal C y en el terminal N del DOM7h-8, respectivamente.) La
expresion sera en células BL21 DE3 Plys S a 25 °C durante 4 horas
en medio TB inducido con 0.5 mM de IPTG antes de la recuperaciéon
del granulado de células por centrifugacién. Las proteinas
secretadas seran recuperadas luego mediante preparaciéon
periplasmica. La fusion de PYY Dom7h-8 se purificara a partir de la
fraccion periplasmatica usando captura por afinidad en proteina L-
agarosa. Luego se lavara la resina con 10 volimenes de columna de
PBS y la proteina enlazada serd eluida con glicina 0.1 M conpH 2 y

se purificara adicionalmente mediante intercambio idnico. Se
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cambiara el regulador de la proteina purificada por PBS mediante
didlisis, concentrado en una columna de vivaspina de 5K
(Vivascience) y sometido a andlisis biolégico para medir la
estimulacion de liberacion de cAMP como se describe en (Goumain
et al. (2001) The peptide YY-Preferring Receptor Mediating Inhibition
de Small |Intestinal Secretion Is a Peripheral Y, Receptor:
Pharmacological Evidence and Molecular Cloning: Molecular
pharmacology: 60 124-134). De manera resumida, las células de la
cripta intestinal aisladas en 200 pg de proteina/mL seran incubadas
bajo agitacion continua durante 45 min a 15 °C en 0.5 mL de salina
regulada fosfatada, pH 7.0, con un contenido de 1.4% (w/v) de
albumina de suero bovino, 0.1% de acitracina, y 0.2 mM de 3-
isobutil-1-metilxantina (TBMX) como se describe en (Servin et al.
(1989): Peptide-YY and neuropeptide-Y inhibit vasoactive intestinal
peptide-stimulated adenosine 3',5'-monophosphate production in rat
small intestine: structural requirements of peptides for interacting
with PYY-preferring receptors. Endocrinology 124: 692- 700). Se
afadira PYY solo o fusién de PYY-Dom7h-8 junto con un potente
estimulante fisiolégico de produccién de cAMP en enterocitos (por
ejemplo, VIP). La reaccién se iniciard afiadiendo células y sera
detenida después de 45 min afadiéndole 50 pL de acido perclérico
11M. Después de centrifugacién durante 10 min a 4,000 g, la cAMP
presente en el supernadante sera succinilada, y su concentracién se
medira mediante radio inmunoanalisis como se describe en (Laburthe

et al., (1982) Alpha-adrenergic inhibition of cyclic AMP accumulation
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in epithelial cells isolated from rat small intestine. Biochim Biophys
Acta 721: 101-108).

Se espera que la fusion sea del tamafo esperado y que
mostrara actividad de PYY equivalente a |la de los controles que no
estan en fusion.

Ejemplo 18. Expresion de una fusiéon de péptido YY Dom7h-8

GLP-1, en E. coli

Una fusién de [Pro®]JGLP-1(7-37)-DOM7h-8-PYY (véase la
figura 19c) sera clonada en el vector pET GAS y luego expresada
como se describe para el PYY Dom7h-8 en el ejemplo 17. Después
de la purificacién, la fusién sera analizada para determinar la
actividad biolégica tanto de PYY como de GLP-1 de acuerdo con los
analisis descritos en el ejemplo 17 y en el ejemplo 12
respectivamente.

Se espera que las fusiones seran del tamafo esperado y que
mostraran actividad de PYY y de GLP-1 equivalente a la de los
controles que no estan en fusion.

Si bien esta invencién ha sido mostrada y descrita
particularmente con referencias a modalidades preferidas de ella, las
personas con habilidades en la técnica entenderdn que se puede
hacer diversos cambios en la forma y detalles en ella, sin apartarse
del alcance de la invencién comprendido por las reivindicaciones

anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una fusiéon de farmaco que tiene la férmula:
a'(x)m'b'(Y)nZ'c'(Z)n3'd o a'(z)ns'b'(Y)nZ‘c"(x)m'd.
en donde

X es un agente insulino trépico o un analogo de él;

Y es un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina
(Vu) que tiene especificidad de enlace para albiumina de suero, 0 un
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero;

Z es un farmaco de polipéptido que tiene especificidad de
enlace para un objetivo;

a, b, cydsonindependientemente un polipéptido que contiene
desde uno hasta aproximadamente 100 résiduos de aminoacido o
esta ausente;

n1 es desde uno hasta aproximadamente 10;

n2 es desde uno hasta aproximadamente 10; y

n3 es desde cero hasta aproximadamente 10.

2. La fusién de la reivindicacién 1, caracterizada ademas
porque el X o cada X es GLP-1(7-37), GLP-1(7-36) amida, [Ser®)GLP-
1(7-36)amida [Pro’]JGLP(7-37) o un analogo de él.

3. La fusién de cualquier reivindicacién precedente,
caracterizada ademas porque n1 y n3 son ambos uno, y n2 es desde
dos hasta aproximadamente 10.

4, La fusién de cualquier reivindicacién precedente,
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caracterizada ademas porque el Y o cada Y contiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26.

5. La fusién de cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 4,
en donde en y o cada Y contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID NO:23.

6. Una fusién de farmaco que contiene fracciones X'y Y’', en
donde X' es GLP-1 o un analogo de él; y

Y' es un dominio variéble de cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy4) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero, o un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V) que tiene especificidad de enlace para
albumina de suero.

7. La fusién de farmaco de la reivindicacién 6, en donde X’
esta ubicado amino terminalmente con relacién a Y'.

8. La fusion de farmaco de la reivindicacién 6, en donde Y'
esta ubicado amino terminalmente con relacién a X'.

S. La fusién de farmaco de la reivindicacién 6, 7 u 8,
caracterizada ademas porque dichos Vy y V| tienen especificidad de
enlace para albiumina de suero humana.

10. La fusién de farmaco de la reivindicacién 6, en donde Y'

contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
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consiste en SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25
y SEQ ID NO:26.

11. La fusién de farmaco de la reivindicacién 6, en donde Y’
contiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

12. Un conjugado de farmaco que contiene un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero, o un dominio
variable de cadena ligera de inmunogiobulina (V.) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero; y GLP-1 o un
analogo de él que esta unido covalentemente a dicho V4 o V..

13. El conjugado de farmaco de la reivindicacion 12,
caracterizado ademas porque el conjugado de farmaco contiene un
solo Vy.

14. El| conjugado de farmaco de la reivindicacién 12,
caracterizado ademas porque el conjugado de farmaco contiene un
solo V..

15. El conjugado de farmaco de la reivindicacién 12, 13 o 14,
caracterizado ademas porque dicho GLP-1 o analogo estd unido
covalentemente a dicho V4 o V_ a través de una fracciéon enlazante.

16. El conjugado de farmaco de cualquiera de Ilas

reivindicaciones 12 hasta 15, que contiene uno o mas farmacos
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diferentes unidos covalentemente a dicho V4 o V.

17. El conjugado de farmaco de cualquiera de las
reivindicaciones 12 hasta 16, caracterizado ademas porque dicho
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy4) que
tiene especificidad de enlace para albumina de suero, o dicho
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (V.) que tiene
especificidad de enlace para albumina de suero, contiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ
ID NO:26, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22 y SEQ ID
NO:23.

18. Un acido nucleico recombinante que codifica la fusién de
farmaco de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 6.

19.  Una construccién de acido nucleico que contiene el acido
nucleico recombinante de la reivindicacién 18.

20. Una célula hospedera que contiene el acido nucleico
recombinante de la reivindicacién 18.

21. Un método para producir una fusion de farmaco que
comprende mantener la célula hospedera de la reivindicaciéon 20 bajo
condiciones apropiadas para la expresién de dicho acido nucleico
recombinante, mediante el cual se produce una fusion de farmaco.

22. Una composiciéon farmacéutica que contiene una fusién

de farmaco de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 6, o el
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conjugado de farmaco de la reivindicaciéon 12 y un portador aceptable
fisiologicamente.

23. Un conjugado o fusion de farmaco que contiene un
agente insulinotrépico y un fragmento de anticuerpo que se une a un
antigeno, en donde el antigeno actua para aumentar la vida media
del conjugado o fusidn de farmaco in vivo.

24. El conjugado o fusiéon de farmaco de la reivindicacién 23,
caracterizado ademas porque el farmaco es un farmaco de proteinas
de fusién que contiene el agente insulinotrépico péptido unido al
fragmento de anticuerpo.

25. EI farmaco de la reivindicacién 24, en donde el agente
insulinotrépico esta fusionado al fragmento de anticuerpo por medio
de una fracciéon enlazante de péptido.

26. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
25, en donde el antigeno es albimina de suero.

27. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
26, en donde el agente insulinotrépico es un péptido similar al
glucagén.

28. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 23 hasta
27, en donde el agente insulinotrépico se selecciona del grupo que
consiste en GLP-1, analogo de GLP-1, exendina 3, un anéalogo de
exendina 3, exendina 4 y un analogo de exendina 4.

29. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, caracterizado ademas porque el GLP-1 o analogo contiene una

secuencia de aminoacidos que es al menos 80% homéloga con
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respecto a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 157 o 159.

30. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, caracterizado ademas porque el analogo de GLP-1 contiene
Gly'®, Thr'?, Asp'®, Phe?” e lle?°.

31. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 29 y 30,
en donde el analogo de GLP-1 difiere de SEQ ID NO: 157 o SEQ ID
NO: 159 en no mas de 6 aminoacidos.

32. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 28, que contiene un dominio variable simple especifico para
albumina de suero (SA), que tiene una constante de disociacién (Kg)
desde 1 nM hasta 500 uM para SA, segafn se determina mediante
resonancia de plasmon superficial.

33. EIl farmaco de la reivindicacién 32, caracterizado ademas
porque el dominio especifico para SA se enlaza a SA en un analisis
de enlace de ligando estandar con una IC50 desde 1 nM hasta 500
MM,

34. EI farmaco de la reivindicacién 23, que contiene 2, 3 0 4
fracciones de agente insulinotrépico (1A).

35. El farmaco de la reivindicaciéon 34, que contiene IA-IA'-AF
o IA-(AF),-1A', en donde IA y IA’ son los mismos o diferentes agentes
insulinotrépicos, y AF es un fragmento de anticuerpo como se
describe en la reivindicacién 23, y nesiguala 1, 2, 3, 4, 0 5.

36. EIl farmaco de la reivindicacion 35, que contiene [GLP-1]-

[AF]-[GLP-1] o [GLP-1]-[GLP-1]-[AF].
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37. EI farmaco de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, que contiene un agente anti saciedad.

38. EI farmaco de la reivindicacién 37, en donde el agente
anti saciedad se selecciona del grupo que consiste en PYY, un
analogo de PYY, PYY (3-36).

39. EI farmaco de la reivindicacién 37 o 38 que contiene I|A-
(AF),-(1A"),-[agente anti saciedad] o [agente anti saciedad]-(lA"),-
(AF)n-1A, en donde n es iguala 1, 2, 3, 4, 0 5, y x es igual a cero, 1,
2,3,4, 065.

40. EI farmaco de cualquier reivindicacién precedente, que
tiene un t1/2 alfa de entre 1 y 6 horas.

41. EI farmaco de cualquier reivindicacién precedente, que
tiene un t1/2 beta de entre 12 y 60 horas.

42. EIl farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 1, 6, 12
y 23, que ademas contiene un agente seleccionado del grupo que
consiste en insulina, exendina 4, exendina 3, PYY (3-36), resistina,
leptina, antagonista de MC3R/MC4R, antagonista de AgRP,
apolipoproteina A-IV, enterostatina, péptido liberador de gastrina
(GRP), IGF1, BMP-9, IL-22, Reg IV, interferon alfa, péptido INGAP,
somatostatina, amilina, neurulina, interferén beta, hibridos de
interferéon, adiponectina, endocanabinoides, péptido C, WNT10b,
Orexina-A, adrenocorticotrofina, enterostatina, colecistoquinina,
oxintomodulina, hormonas estimuladoras de melanocitos,
melanocortina, hormona concentradora de melanina, BB-2, agonistas

de NPY Y2, antagonistas de NPY Y5/Y1, O:XM, antagonistas de Gal-

24y

2y %



10

15

20

25

215

1R, antagonistas de MCH-1R, agonistas de MC-3/4, agonistas de
BRS-3, polipéptido pancreatico, fragmento de anticuerpo anti-

Ghrelina, factor neurotréfico de origen cerebral, 'hormona de

~———

crecimiento hu hormona paratirioidea, hormona estimuladora

de foliculo, péptido inhibidor gastrico o un analogo de ellos.

43. Un farmaco que contiene GLP-1 o un analogo de él y una
fraccién de proteina que contiene un sitio de enlace a antigeno, en
donde el sitio de enlace a antigeno se une a un antigeno que actua
para aumentar la vida media del conjugado de farmaco in vivo, con la
condicién de que la fraccion de proteina no sea un péptido que tenga
de 10 a 30 aminoacidos.

44. Una fusion de farmaco que contiene GLP-1 o un anéalogo
de el y una fraccién de proteina que contiene un sitio de enlace a
antigeno, en donde el sitio de enlace a antigeno se une a un
antigeno que actua para aumentar la vida media del conjugado de
farmaco in vivo.

45. Un farmaco de la reivindicaciéon 43 o 44, en donde el GLP
o andalogo es GLP-1(7-37), GLP-1(7-36)amida, [Ser®]GLP-1(7-
36)amida, [Pro’]GLP-1(7-36), [Pro’]GLP-1(7-37) o un analogo de él.

46. Un farmaco de la reivindicacién 45, caracterizado ademas
porque el analogo de GLP tiene un péptido en el terminal C
seleccionado de la lista que consiste en PSS, PSSGAP o
PSSGAPPPS.

47. Un farmaco de la reivindicacion 43, 44, 45 o 46,

caracterizado ademas porque dicho antigen'o es albimina de suero.
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48. Un farmaco de cualquiera de las reivindicaciones 43
hasta 47, que contiene una fraccion de proteina simple.

49. Un &acido nucleico recombinante que codifica el farmaco
de cualquiera de las reivindicaciones 43 hasta 48.

50. Una construccién de acido nucleico que contiene el acido
nucleico recombinante de la reivindicacion 49.

51. Una célula hospedera que contiene el acido nucleico
recombinante de la reivindicacién 49.

52. Un método para producir una fusién de farmaco, que
comprende mantener la célula hospedera de la reivindicaciéon 51 bajo
condiciones apropiadas para la expresiéon de dicho acido nucleico
recombinante, mediante el cual se produce una fusiéon de farmaco.

53. Una composicién farmacéutica que contiene un farmaco
de cualquiera de las reivindicaciones 43 hasta 48 y un portador

aceptable fisiol6gicamente.

Y
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Fig. 1A

VK seleccionados contra MSA

Numeracion Kabat g 10 15 20 25 30
MSAT6 DICM TQSPSSLSASVGDRVT ITCRAEQSI I
MSA 12 DIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCRASQSI F
MSA 26 DIQM T QSPSSLSASVGDRVT ITCRASQSI Y
Numeracion Kabat 40 45 50 55 60 65
MSA16 YOOQOK PGKAPKLLIYGASRLQSGVPSRFSG §
MSA 12 YOQXK PGKAPKLLIYAASRLQSGVPSRFSG S
MSA 26 YQQKPGKAPKLLIYKASTLQSGVPSRFSG S
Numeracion Kabat 75 30 85 S0 95 100
MSA16 FTLTISSLOPEDFATYYCQQGARWPQTFG Q
MSA 12 FTLT I SSLOPEDFATYYCQQVALYPXKTFG Q
MSA 26 PTLTISSLOQPEDFATYYCQQVRKVPRTFG Q

Numeracién Kabat

MSAT6 IKR
MSA 12 IKR
MSA 26 IXR

35
RHLK W
RHLK W

YHLK W

70
GSGT D
GSGT D
GSGT D

105

GTKV E
GTKV B
GTKV E
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Fig. 1B

VK seleccionados contra MSA

Numeracion Kabat s 10 15 2¢ 25 30
DOM7r-1 DIQT TQSPSSLSAS VGDRVT ITCRASQYI G
DOM7r-3 DIQMT QSPS 6§ LSAS VEDRVT ITCRASQYI G
DOM7r-4 DIQM T QSPS SLSASVGDRYTITCRASQWI 6
DOM7r=5 DIQU T QSPS S LSAS VGDRVTITCRASQYI 8
DOM7r-7 DIQMTQOSPS SLSAS VGDRVT ITCRASQYI @
DOM7r-8 DIQOM TQSPS SLSASVGDRVT ITCRAGSQWI H
Numeracién l_(abat 40 45 5¢ 53 60 65
DOM7r-1__ YQQK PGKAP X LLIYDSSVL Q SGVP S RFSG S
DOM7r-3 YQOK PGKAPXLLIYDSSVL QSGVP S RFSG S
DOM7r-4 YOOKPGKAPKLLIYKNGSQL Q SGVP SRFSG S
DOM7:-5 YOQQKPGKAPRLLIYGASVLQ SGIPSRFSG 8
DOM7r=7 YQOKP?PGKAPKXLLIYDSSVLQSGVPSRFSG S
DOM7r-8 YQQK PGKAPKLLIYYARSILQSGVP SRFSG S
Numeracion Kabat 73 80 85 90 5 100
DOM7r-1 FTLT I S5SLQP EDPATYYCQQ RYRMP YTFG Q
DOM7r-3 PTLT I SSLOPEDFATYYCQQRYMQP ¥TFG Q
DOM7r-4 FTLT I SSLQPEDFATYYCQQRYLQ?PYTFG Q
DOM7r-5 FTLTISSLQPEDFATYYCCQRYITPYTFG Q
DOM7:-7 FTLT I SSLQPEDFATYYCQQRYSSPYTFG Q
DOM7r-8 FTLT I SSLQPEDFATYYCGQTZSBXP STFG Q

Numeracion Kabat
DOM7r-) IKR
DOM7r-3 IKR
DOM7r-4 IKR
DOM7r-5 VKR

DOM7r-7 IKR
pOM7r-8 IKR

RYLR
RYLR
RYLR
RQLR
RYLR
RQLK

GSGT
GSGT
GSGT
GSGT
GSGT

GSGT

GTRYV
GTKV
GTKV
GTKV
GTKYV
GTKV

D

g T <o o

105
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Fig. 1C

VK seleccionados contra MSA

Numeracion Kabat s 10 15 20 25

DOM7h-2 DIQMTQSPS $LSAS VGDRV T ITCRA SQKI
DOM7h-3 DIQM T QSPS SLSASVGDRVTITCRA SQWI
DOMZh-4 DIOM TQSPS SLSASVGDRV T ITCRASQEI
D -6 DIQMTQSPSsn‘sasvcbnv-rr'rcnhsosr
DOM7h~1 DIQMTQ'SPSSLSASVGDRVTI':DCRASQSI
DOM7h-7 DIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCRASQSI
Numeracion Kabat 40 45 50 55 60

DOM7h-2 YOQQKPGKAPKLLIYR SSSL Q SAVP S R¥SG
DOM7h-3 YQQK PGKAPRLLIYNVSRL Q SGVP S RFSQ
DOM7Zh-4 YQQRPGKAP KLLIY NASHL QS3VP S RFSG
DOM7h-6 YOOK P GKAP TLLIYRLSVL QS3VP 8 RPSG
DOM7h-1 YQQK PGKAPKLLIYRNSFL QSGVP S RPSG
DOM7h-7 YQQKPGKAPKLLIYRNSQL QSGVP S RFSG
Numeracion Kabat 75 80 85 90 95

DOM7h-2 _ FTLT I SSLQPEDFAT YYCQQTYAVP PTFG
DOM7h-3__ FTLT ISSLQPRDFATYYCQQ YWGB P TTFG
DOMZh-4 FTLT I SSLQPEDFATYYCQQVIGDP VTFG
DOM7Zh-6 FTLT I SSLQPEBDFAT YYCQQTYNVP PTFG
DOM7h~1 PTLTISSLQPBDFATYYCQQTMVPPTPC
DOM7h-7 PTLT I 68LQPRDFATYYCQQTFAVP PTFG

Numeracién Kabat
DOM7h-2 1KR
DOM7h-3 IKR

DOM7h-4 IKR
DOMZh-6§ IKR
DOMZh-] . IXQ
DQMZh_7 IKR

30

" W <€ o »

65

w »w »n nu u w

100

O 0 O O O v

35
TYLN
TGLA
SWLA
BYLXN
SYLN

X ¥ = = = ¥

SYLN

70
GSGT V
GSGT D
GSGT D
GSGT D
GSGT D
GSGT D

105

GTKYV
GTKV
GTKV
GTKV
GTKV

MmO & @

GTKV

49

Jo,



VK seleccionados contra MSA

Numeracion Kabat

DOM7h-22 EVOL
DOM7h-23 EVQL
DOM7h-24 EVQL
pomzh-25 EVQL
DOM7h~26 EvVaoln
DOM7h-2] EVQL
DOM7h-27 EVQL

EVOL

Numeracién Kabat

DOM?7h-22 WVRQ
DOM7h-23 .  WVRQ
DOM7h-24 WVRQ
DOM7h-25 WVRQ
DOMZh-26 WVRQ
DOM7h-21 WVRQ
DOM7h-27 WVRQ

Numeracion Kabat

DOM7h-22 SRDN
DOM7h-23 SRDN
DOM7h-24 SRDN
DOM7h-25 SRDN
DOM7h~26 SRDN
DOM7h-21 SRDN
DOM7h-27 ~ SRDX

Numeraciéon Kabat

DOM7h-22
DOM7h-23 ----
DOM7h-24
DOM7h-25
DOM7h-26 -
DOM7h-21 D---
DOM7h-27
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m n nu »vw u u un

1000

¥
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EsSg¢
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KNTL
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KNTL
KNTL
KNTL
KNTL
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DYWG
DYwa
DYWG
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Fig. 1D
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Fig. 1E

VK seleccionados contra MSA

Numeracion Kabat s 10 1% 20 25 30 35
DOM7h-8 DIQM TQSPS SLSASVGDRVTITCRASQSI S SYLW W
DOM7r-13 DIQM TQSPSSLSAS VGDRVTITCRASQHI E RELR W
DOM7r-14 DIQM TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQHI H RELR W

40 45 50 3 60 65 70
DOM7h-8 YQQKPGRAPKLLIYRNSPLQSGYP S RFSG S GSGT D
DOM7r-13 YQQKPGKAPKLLIYQASRLQSGVYP SRFSG § GSGT D
DOM7r-14 YQQKPGKAPKLLIYQASRLQSGVP S RFSG S GSGT D
Numeracion Kabat 75 80 85 90 95 100 105
DOMZh-8 FTLT I SSLQPEDFATYYCQQTYRVPPEPTFG Q GTKV E
DOM7r-13 FTLT 1 SSLQPEBEDFATYYCQQEKYLP PYTFG Q GTKV E
DOM7r-14 FTLT I SSLQPEDFATYYCQQRYRVDPYTFG Q GTKV E

Numeracion Kabat

DOM7h-8 TXR
DOM7r-13 IKR
DOM7r-14 IKR

3l
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Fig. 2A

(i) diagramas de vector

Ndel Sall Notl Xhol BamH|

Promotor RBS Conductor dAb Enlazante IL-1ra 2X
T7 GAS ocre

P1+3
(1er.dAb)

pBR3220ri AMP |——

Fig. 2B

Ndel Stu | SaclSall Notl

Promotor RBS Conductor IL-1ra Enlazante dAb 2X
T7 GAS ocre

P2+4
(2° dAb)

pBR3220ri AMP —

352
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Fig. 2C

(ii) secuencia de aminoacidos y de acido nucleico de IL-1ra,
fusiones dAb, IL-1ra MSA16

1 R P'S G RX 8 8 KM QAT FRTIUWDUVNQ
1 AGGCCTTCTGGGAGAAAATCCAGCAAGATGCAAGCCTTCAGAATCTGGGATGTTAACCAG

21 K T F Y L R N N Q L VA G Y L Q G P N V
61 AAGACCTTCTATCTGAGGAACAACCAACTAGITGCCGGATACTTGCAAGGACCAAATGTC

41 N L E E K I DV V P IEUPHAULTFTILG I
121 AATTTAGAAGAAAAGATAGATGTGGTACCCATTGAGCCTCATGCTCTGTTCTTGGGAATC

61 H G 6 K M C L 8 ¢C V KS G D ETUZ RULOQ L
181 CATGGAGGGAAGATGTGCCTGTCCTATGTCAAGTCTGGTGATGAGACCAGACTCCAGCTG

81 E A VN I T DUL 8 ENIR X Q@Q D KR F A F
241 GAGGCAGTTAACATCACTGACCTGAGCGAGAACAGAAAGCAGGACAAGCGCTTCGCCTTC

101 I R 8D S G P TT S F E S A ACUPGUHW F
301 ATCCGCTCAGACAGTEGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTGCCGCCTGCCCCGGTTGGTTS

1214 L ¢ T AMEOADUGQUPV S L TNMPDE G
381 CTCTGCACAGCGATGGAAGCTGACCAGCCCGTCAGCCTCACCARTATGCCTGACGAARGGT

141 vV M VT K F Y F Q EDE S S G G G G s @G
421 GTCATGGTCACCAAATTCTACTTCCAGGAGGACGAGAGCTCAGGTGGAGACGETTCAGGT

161 G GG &8 GG ¢ @8 8 66 86 8 666 6 6 8T
481 GGAGGTGGCAGCGGCGOTGGCGGGTCAGGTGGTGGCGGARGCGGCGGTGGCGGGTCGACG

181 b I ¢ M T QS P 8 58 L 8 A SV G DRV T
541 GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC

201 I T CRDAS Q S I I KHUDL KW Y Q@ Q K P
601 ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTATTAAGCATTTAAAGTGGTACCAGCAGAAACCA

221 G K A P KL L I Y GAR S RUL Q S G V P 8
661 GGGAARGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGCATCCCGGTTGCARAGTAGGETCCCATCA

241 R F 8 @ $ 6 8 6 TDUPTULTTI S S L Q P
721 CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
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Fig. 2D

E D F AT Y Y CQ QG AURWUPQTV F G Q
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGGGEGCTCGGTGGCCTCAGAQGTTCGGCCAA

G T K VvV BEEIT K R A A A ~- -~
GGGACCAAGGTGGAAATCAAARCGGGCGPCCGCATAATAA

304
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Fig. 2E

IL-1ra MSA16

1 S T DI QMTOQ 6 P S 8 L 8 A S8 V ¢ D R
1  TCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGT

21 v T I T CR A S Q 5 I I K H L X W Y Q Q
61 GTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTATTAAGCATTTAAAGTGGTACCAGCAG

41 K P G XK A P KL LTI Y GA S RUL QS G V
121 AARCCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGCATCCCGGTTGCAARAGTGGGGTC

61 P S R F 8§ G $ G s 6 TDVF TUL T I $ 5§ L
181 CCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG

81 Q P EDPF¥ AT Y Y CQ Q G A RMWUPOQTF
241 CAACCTGAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGGGGQCTCGGTGGCCTCAGACGTTC

101 G Q G T KV E I X RAAA S G G 6 G S @
301 GGCCAAGGGACCAAGGTGGARATCAAACGGGCGGCCGCAAGCBGTGGAGGCCGTTCAGGC

121 8 66 8 6 6 G 6 § 66 3 G 8 G GG G 8 R
361 GGAGGTGGCAGCGGCEGTGECGAGTCAGETGETGGCAGARGCGGCGGTGECGGCTCCAGS

141 P 8 G R XK $§ 8 KM QA F R I WDUVNOQ K
421 CCCTCTGGGAGAAAATCCAGCAAGATGCAAGCCTTCAGARTCTGGGATGTTAACCAGAAG

161 T F Y LRNWDNGQLVAMGY L QG P NVN
481 ACCTTCTATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGCCGGATACTTGCAAGGACCAAATGTCAAT

181 L EE KI DV V PIEZPUHA ALLUFPTILTGTIH
541 TTAGAAGAAAAGATAGATGTGGTACCCATIGAGCCTCATGCTCTGTTCTTCGGAATCCAT

201 ¢ G KM CL S C VX S5 ¢ DETTUZ RULOQIUL E
601 GOAGGGAAGATGTGCCTGTCCTGTGTCAAGTCTGGTGATGAGACCAGACTCCAGCTGGAG

221 A VvV N I T D VL 8 ENR X QP KRV F A F I
661 GCAGTTAACATCACTGACCTGAGCGAGAACAGAAAGCAGGACAAGCGCTTCACCTTCATC

241 R 8 D S G PTT S F¥F E S A ACUPGUWT F L
721  CGCTCAGACAGTGGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTGCCECCTGCCCCGETTGGTTCCTC
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Fig. 2F

C TAMEA AD GQ?PV S L TNWMPDE GV
TGCACAGCGATGCAAGCTGACCAGCCCGTCAGCCTCACCAATATGCCTGACGARGGCGTC

M VTK KPP Y F Q EDE - -
ATGGTCACCARATTCTACTTCCAGGAGGACGAGTAATAA

306
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Fig. 2G

iL-1ra ficticia
1 S T D I Q M T Q S P S S L S A S A\ G D R
1 TCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATC IGTAGGAGACCGT

21 v T I T C R A § Q 8 I 8§ S ¥ L N W Y Q 0
61 GTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGGTACCAGCAG

41 K P G K A P K L L I Y A A S § L Q s G V
121 AAACCAGGGAAAGCCCCTARAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGGGGTC

61 P $ R F § 6 § 6 8s 6 T D F T L T I 8§ 8 L
181 CCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG

81 Q P E D F A T VY Y ¢ Q Q 8 ¥ 8§ T ¢ N T F
241 CAACCTGAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCTAATACGTTC

101 G Q@ 6T X vV E 1 XK R A A A S G G &8 G s @G
301 GGCCAAGGGACCAAGGTEGAAATCAAACGGGCGGCCGCAAGCGGTGCAGGCGGTTCAGGT

121 G 6 6 8§ ¢ 6 6 6 8 GG G 6 8 66 G 6 S R
361 GGAGGTGGCAGCGGCGETEGCGGGTCAGETECETGGCGGAAGCGGCGETCGCGGCTCGAGS

lal P 8 G R K 8§ 8 KM Q A F R I W D V N Q K
421 CCCTCTGGGAGAAAATCCAGCAAGATGCAAGCCTTCAGAATCTGGGATATTAACCAGAAG

161 T F Y L R N N Q L VvV A &6 Y L Q G P N V N
481 ACCTTCTATCTOAGGAACARACCAACTAGTTGCCGGATACTTGCAAGGACCAAATGTCAAT

181 L E E K I DV VP I E P HA AL F L G I H
541 TTAGAACAAAAGATAGATGTGGTACCCATTGAGCCTCATGCTCTGTTCTTGGGAATCCAT

201 G 6 K M €C L 8 CV K S 6D E TR L Q L E
601 GGAGGGAAGATGTGCCTGTCCTETCTCAAGTCTGGTGATGAGACCAGACTCCAGCTGGAG

221 AV ¥N I T D L 8 E N R K Q D X R F A F 1
661 GCAGTTAACATCACTGACCTGAGCGAGAACAGAAAGCAGGACAAGCGCTTCGCCTTCATC

241 R 8 D $ 6 P T T S F E 8§ A A C P G W F L
721 CGCTCAGACAGTGGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTGCCGCCTGCCCCEGTTGGTTCCTC
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Fig. 2H
Cc T AMEADSGQ?PUV S L TN M P D E G V

TGCACAGCGATGGAAGCTGACCAGCCCGTCAGCCTCACCAATATGCCTGACGAAGGCGTC

M v T X F Y F Q E D E - -
ATGGTCACCARATTCTACTTCCAGGAGGACGAGTAATAR

3%

3o
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Fig. 3A

(i) analisis de IL-8 en Hel a

Sustrato

Estreptavidina-HRP, cromogeénico

S

Ab anti-IL-8 biotinilado)

@ IL-8

Ab de captura de IL~E¥

Fig. 3B

(ii) Resultados del bioanéalisis de IL-8 en Hel a para
orientaciones MSA iL-1ra

Bioanalisis de MRC-5/IL-8 orientaciones MSA16/IL-1ra

120

100

80 1

60

40

20

Liberacién de IL-8 (% de control)

0
0.01

0.1

1 10 100
dAb (nM)

—~RyD —w MSA 16/IL-1ra (AB) =& IL-1ra/MSA16 (LH)

31/
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Fig. 5
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Fig. 6A

Ejemplo de datos de Biacore para el Clon DOM7h-1
Ru
18()1 7H1 en HSA
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Fig. 6A (cont.)
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Informe
Ka (1/Ms) Kd (1/s) Rmax (RU) RI(RU) | Conc. Del
analito
12.05.04 tasa de desactivacidn, t2sa de activacidon Fc=2-3 5.63e4 0.0539 12.7 160 2000n
12.05.04 tasa de desactivacién, tasa de activacion Fc=24 1.49e5 0.0523 39.3 117 1000n
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacdn Fc=2-5 1.12e5 0.0481! 80.1 58 500n
12.05.04 tasa de desactivacitn, tasa de activacion Fc=2-6 501e4 0.0486 136 40.6 250n
Ka (1/M) Kd (M) Req (RU) | Kobs (1/s) Chi2
0.12
12.05.04 tasa de desactvadon, tasa de activaddn Fc=2-3 1.05e6 9.57e-7 8.59 0.167
12.05.04 tasa de desactvacdn, tasa de activacion Fc=24 2.85e6 3.51e-7 29.1 0.201
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacn Fc=2-5 2.33e6 4.29e-7 43.1 0.104
12.05.04 tasa de desactvacion, tasa de activacién Fc=2-6 1.03e6 9.7e-7 2.8 0.0611
Parametros
ka T(ka) | Rmax | T(Rmax) | Conc t0 kd
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fe=2-3 5.63E+04 10.7 12.7 28.9 2000n | 91.5 0.0539
12.05.04 tasa de desactivacidn, tasa de activacion Fc=24 1.49E+05 40.3 39.3 114 1000n | 91.5 0.0523
12.05.04 t3s3 de desactivacion, tasa de activacion Fe=2-6 1.12E+05 35.1 80.1 68.1 500n 91.5 0.0481
12.05.04 tasa de desactvacion, tasa de activacion F=2-6 5.01E+04 5.32 6.21 250n 91.5 0.0486
RI T(RI)
12.05.04 tasa de desactivacion, tasade adivacion Fc=23 | 160 632
12.05.04 tasa de desactivacidn, tasa de activacidn Fc=2-4 117 442
12.05.04 tasa de desactivacin, tasa de actvacidn Fc=2-5 58 257
12.05.04 tasa de desactivacin, tasade activacn Fe=26 | 4. 6 198

o1y
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Fig. 6B

Eiemplo de datos de Biacore nara el Clon DOM7h-7
7H1 en HSA
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Fig. 6B (cont)

Informe
Ka (1/Ms) |Kd (1/s) | Rmax (RU) | Rl (RU) | Conc del
analito
12.05.04 tasa de desactivacién, tasa de activacion Fc=2-41 11 0.107 6.32e3 196 5000n
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fc=242 2.35e3 0.106 60.9 185 3000n
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fc=2-43 2.51e5 0.108 39 140 2000n
12.05.04 tasa de desactivadion, lasa de activacién Fc=2-44 6.23e5 0.105 46.2 132 1000n
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fc=2-45 3.02e5 0.103 106 57.8 500n
12.05.04 tasa de desactivacién, tasa de activacién Fc=2-46 2.83e5 0.09¢8 122 44 250n
12.05.04 tasa de desactivacién, tasa de activacion Fc=2-47 1.43e5 0.0946 181 29 125n
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacidon Fe=2-48 5.01e5 0.1 62.8 26 62.5n
Ka (1/M)| KD (M) [Req (RU) Kobs Chi2
(1/s)
0.542
12.05.04 tasa de desactvacion, tasa de achvacion Fc=2-41 103 9.71e-3 3.25 0.107
12.05.04 tasa de desactivadion, tasa de activacion Fc=2-42 2.21e4 | 4.51e-5 3.79 0.113
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fc=2-43 2.33e6 4 3e-7 32.1 0.61
12.05.04 tasa de desactivacidn, tasa de activacion Fc=2-44 5 93e6 1.69e-7 398.6 0.728
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de activacion Fc=2-45 2.93e6 3.41e-7 63 0.254
12.05.04 tasa de desactivacion, tasa de actvacion Fc=2-46 2.83e6 3.53e-7 50.7 0.171
12.05.04 tasa de desactivadién, tasa de activacion Fc=2-47 1.51e6 6.62e-7 28.8 0.112
12.05.04 tasa de desactivadon, tasa de activacion Fc=2-48 5.01e6 2e-7 15 0.131
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Fig. 6C

Ejemplo de datos de Biacore para el Clon DOM7r-1
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Fig. 6C (cont.)

Informe
Ka (1/Ms) | Kd (1/s) | Rmax (RU) | Rl (RU) |Conc. del
analito
7r1, 7¢3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -1 3.23e6 0.0345 40.8 53 25n
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -2 2.89e6 0.0344 451 39.9 20n
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -3 2.52e6 0.0331 52.8 34.8 15n
7r1, 7c3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -4 2.87e6 0.0316 53.5 30.5 10n
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -5 1.93e6 0.0316 79.8 27.1 5n
Ka (1/M) Kd (M). | Req (RU) | Kobs (1/s) Chi2
0.0252
7r1, 7r3, 718, 7r13, 7 Fc3 -1 9.35e7 1.07e-8 28.5 0.115
7r1, 7r3, 718, 7r13, 7 Fc3 -2 B.41e7 1.19e-8 283 0.0923
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -3 7.62e7 1.31e-8 28.2 0.071
7r1, 73, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -4 9.07e7 1.1e-8 25.5 0.0603
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -5 6.12e7 1.63e-8 18.7 0.0413
Parametros
ka T(ka) | Rmax | T(Rmax) | Conc t0 kd
7c1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -1 3.23E+06 58.2 40.8 138 25n 87.5 | 0.0345
7c1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -2 2.89E+06 42.9 45.1 82.9 20n 87.5 | 0.0344
7r1, 7r3, 78, 7r13, 7 Fc3 -3 2.52E+06 27.6 52.8 43 15n 87.5 | 0.0331
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -4 2.87E+06 18.3 53.5! 256 10n 87.5 0.0316
7r1, 7r3, 708, 7r13, 7 Fc3 -5 1.93E+06 3.91 79.8 4.38 5n 875 | 0.0316
RI T(R!)
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -1 53 488
7r1, 7r3, 718, 7r13, 7 Fc3 -2 39.9 373
7r1, 7r3, 7r8, 7r13, 7 Fc3 -3 34.8 348
7r1, 7r3, 718, 7r13, 7 Fc3 4 30.5 312

N
N
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Fig. 6C (cont.)

Afinidades de dAb anti-SA

Afinidad (KD)
dAB Armazén Albumina de | Albumina de | Albumina de
proteinico suero de suero de suero de
raton rata humana
DOM7h-1 Vk + + 800nM
DOM7h-2 Vk + + 70nM
DOM7h-7 Vk + + 400nM
DOM7r-3 Vk + 12nM -
DOM7h-8 Vk 200nM 120nM 70nM
DOM7r-16 Vk 1TuM 1uM -
DOM7m-16 Vk 50nM ND +
DOM7m-26 Vk 60nM ND +
DOM7r-1 Vk - 15nM -
DOM7r-8 Vk 40nM 20nM -
DOM7r-13 VK - 8ONM -
DOM7r-14 Vk - 50nM -
DOM7r-27 Vh 250nM 250nM -
| +
| DOM7r-31 Vh 1uM 5uM (estimado
de 10uM)
DOM7h-22 Vh - - 60nM
DOM7h-23 Vh - - 900nM
DOM7h-26 Vh - - 300nM

- Sin enlace detectable
+ Enlace detectable pero débil (KD estimada > 5p)
ND No determinada

0
~
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Fig. 8A

aaaccacaac tctgggeeeg caatggeagt
atctgcagag gcctcegeag tcacctaatc

gaccctetgg
agaccttcta
atttagaaga
atggagggaa
aggcagttaa
tcegetcaga
tctgeacage

caatatgcct gacgaaggeg tcatggteac

ctgeceaggce

ctgeetgtte

cctgececag ggcteecggc

cagaaggcgt
catgctgect
aagcecttee
ctectettge

cacaagaacc
ccagaatggt
atgtcgeete
cactgectet

ccattettge
tatgggggca
tggtcacagg
ctttctaatg
tgcattcagg
tecteectea

gecacttgat gacccccaac caagtggete
cagtccatga gggaggtttt taagggttig tggaaaatga
ttttttttea gteceegtga aggagagece ttcatttgga
cttaaaatat tcctgcattt gtgaaatgat
tttbottett tttttgtgat gteccaactt
tactatgtta gccccataat ttttttttte cttttaaaac
cactgctgee cagectecaa getceatete
tgectgcagt actttaccte ctatcagaag tttcteaget

aggctgagga
tttccettet

tctgtecagg

gagaaaatcc
tctgaggaac
aaagatagat
gatatgeetg
catcactgac
cagcggeece
gatggaagct
caaattctac

‘atggcaagga

ctgaggacca
actetgecete
tgtgaatcag
atcaaaccce
ttecacctte
ccacaccctg

tggctectgg gggttettte ttectetget gaaggaataa
agettetgge acttggagac ttgtatgaaa gatggetgtg
cgggctggga getctgcaga gcaggaaaca tgactegtat
1621 gccaagcace tageeteget cttggeaggt actcagegaa
tgcaaagttc cctactteet gtgacttcag ctetgtttta

ctaaaaaaaa aaaadaaaaa

Fig.

8B
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ctctteaact gaccagecete
agcacagcag cccctgeaca
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atgtctcagg tecctgeagg
tgaatgctgt atatgttggg
caataaaatc ttgaaaatge

MEICRGLRSK LITLLLFLFH SETICRPSGR KSSKMQAFRI WDVNQKTFYL
RNNQLVAGYL QGPNVNLEEK IDVVPIEPHA LFLGIHGGKM CLSCVKSGDE
TRLQLEAVNI TDLSENRKQD KRFAFIRSDS GPTTSFESAA CPGWFLCTAM
EADQPVSLTN MPDEGVMVTK FYFQEDE
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Fig. 9
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Fig. 10
Numeracion kabat 5 10 15 20 25 30
DOMTz-15 DIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCRASQSI G
DOM7r-16 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQKI Y
DOM7r-17 DIQMTQSPS S LSASVGDRVTITCRASQKI Y
DOM7r-18 DIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCRASQWI Y
DOM7z-19 DIQMTQSPS SLSASVGDRVTITCRASQWI Y
Numeracién kabat 40 45 50 55 60 65
DOM7r-15 YOQKPGAAPRLLIYRTSWLQSGVP SRFSG S
DOM7x-16 YQOKPGKAPKLLIYNSSILQSGVPSRFSG S
DOM7r-17 YQQKPGKAPXKLLIYNTSILQSGVP SRFSG S
DOM7r-18 YQOKPGKAP KLLIYQSSLLQSGVP SRFSG S
DOX7r-19 YQQKPGKAPKLLIYDASRLQSGVP TRFSG S
Numeracién kabat 7§ 80 85 90 95 100
DOM7z-15 FTLTISSLQPEDFATYYCQQTSQWPHTFG Q
DOW7x~16 FTLTISSLQPEDFATYYCQQRYLSPYTFG Q
DOM7x-17 FTLTISSLQPEDFATYYCQQRWRAPYTFG Q
DOM7x~18 FTLTISSLQPEDFATYYCQQYHQM PRTFG Q
DOM7r~19 FTLTISSLQPEDFATYYCQQTHNP PKTFG Q

Numeracion kabat

DOM7r-15
DOM7r-18
DO¥7r-17
DO¥7r-18
DO¥7z-19

IKR
TKR
IKR
IKR
IKR

35
RRLK ¥
XNLR ¥
NNLR W
KSLG ®
RELR W

70
GSGT D
GSGT D
GSGT D
GSGT D
GSGT D

105

GTKV E
GTKV E
GTKV E
GTKV E
GTKV E

3
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Fig. 11A
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Fig. 11A (cont.)
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Numeracién kabat
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Fig. 11B
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14A

1 NKIYVVATIA WILLQFSAHT TTDAVISITL DLVNPTAGQY SSFVDKIRNN VKDPNLKYGC
61 TDIAVIGPPS KDKFLRINPQ SSRGTVSLGL KRDNLYVVAY LAMDNTNVNR AYYFKSEITS
121 AELTALFPEA TTANQKALEY TEDYQSIEKN AQITQGDKSR KELGLGIDLL LTFMEAVNKK
181 ARVVKNEARF LLIAIQMTAE VARFRYIQNL VTKNFPNKFD SDNKVIQFEV SWRKISTAIY

241 CDAKNGVENK DYDFGRGKVR QVKDLQMGLL MYLGKPKSSN EANSTAYATT VL

Fig. 14B

1 DPNLKYGGTD IAVIGPPSRD KFLRLNFQSS RGTVSLGLKR ENLYVVAYLA MDNANVNRAY
61 YFGTEITSAE LTTLLPEATV ANQKALEYTE DYQSIEKNAK ITEGDKTRKE LGLGINLLST
121 LMDAVNKKAR VVKNEARFLL TAIQMTAEAR RFRYIQNLVT KNFPNKFNSE DKVIQFQVNW

181 SKISKAIYGD AKNGVFNKDY DFGFGKVRQV KDLQMGLLMY LGTTPNNAAD RYRAEL

330
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Fig. 14C

1 MKIYVVATIA WILLQFSAWT TIDAVISITL DLVNPTAGQY SSFVDKIRMN VKDPNLKYGG
61 TDIAVIGPPS KGKPLRINEQ SSRGTVSLGL KRONLYVVAY LAMDNTNVAR AYYFRSEITS

121 AELTALFPEA TTANQKALEY TEDYQSIEKN AQITQED

Fig. 14D
1 YTSITLDLVN PTAGQYSSFY DKIRNNVKDP NLKYGGTDIA VIGPPSKEKF LRINFQSSRG
61 TVSLGLKRDN LYVVAVLAMD NTNVNRAYYF RSEITSAELT ALFPEATTAN QKALEYTEDY
121 QSIEKNAQIT QGDKSRKELG LGIDLLLTSH EAVNKKARVY KNEARFLLIA IQMTAEVARF
181 RYIQNLVTKN FENKFDSDNK VIQFEVSWRK ISTAIYGDAK NGVENXDYDF GFGKVRQVKD

241 LQMGLLMYLG KPK
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Fig. 14E
1 MKIYVVATIA WILLOFSAWT TTDAVTSITL DLVNPTAGQY SSFVDKIRNN VKDPNLKYGG

61 TDIAVIGPPS KEKFLRINFQ SSRGTVSLGL KRONLYVVAY LAMDNTNVNR AYYFRSEITS
121 ABSTALFPEA TTANQKALEY TEDYQSIEKN AQITQGDQSR KELGLGIDLL STSMERVNKK

181 ARVVKDEARF LLIAIQMTAE AARFRYIQNL VIKNFPNKFN SENKVIQFEV NWKKISTAIY

241 GDAKNGVENK DYDFGFGKVR QVEDLOMGLL MYLGKPKSSN EANSTVRHYG PLKPTLLIT

Fig. 14F
1 VTSITLDLVN PTAGQYSSFV DKIRNNVKDP NLKYGGTDIA VIGPPSKBKF LRINFQSSRG

61 TVSLGLKRDN LYVVAYLAMD NTNVNRAYYF RSEITSAELT ALFPEATTAN QKALEYTEDY
121 QSIEKNAQIT QGDKSRKELG LGIDLLLTSM EAVNRKARVV KNEARFLLIA IQMTAEARRF

181 RYIQNLVIKN PPYKFNSENK VIQFEVNWKK ISTAIYGDAK NGVENKDYDF GPGKVRQVED

241 LQMGLLNYLG KPK

72
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Fig. 14G

UTSITLDLVN PTAGQYSSFV DKIRNNVKDP NLKYGGTDIA VIGPPSK(E/D)KF LRINFQSSRG
TYSLGLKRDN LYVVAYLAMD NTHVNRAYYF (R/K)SEITSAE(S/L|T ALFPEATTAN
OKALEYTEDY QSIEKNAQIT QGD(Q/K)SRKELG LGIDLL(S/L)T(S/F)N EAVNKKARVV

K (D/N)EARFLLIA TQMTAE (B/V)ARF RYIQNLV(L/T)KN FENKF(N/D)§ (E/D)NK
VIQFEV (N/$)H (K/R)K ISTAIYGDAK NGVENKDYDF GFGKVRQVKD LQMGLLMYLG

KPKSSNEANS TVRHYGPLKP TLLIT
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Fig. 15

Secuencia

Anti-albumina de suero de ratén

QVQLQESGGGLVQPGGESLRLS CEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWV
SGISSLEDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLY LQMNSLKPEDTAVYYC
TIGESLNPGGQGTOVIVSS

QVOLOESGGGLVQPENSLRLSCARSGFIF RNFGMSWVRQAPGKE PEWV
SSTSGEGSNTIYADSVKDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYYC

TIGE5LERSSQETQVIVES

QVQLOESGGGLVQPEGSLRLTCTASGFTFSSF GMSWVRQAPGKGL&WV
SAISSDSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLF LOMWSLRPEDTAVYYC
VIGRGSPSSQGTQVIVSS

OVQLQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFRSFGMSWVROAPGKGLEWV
SAISADGSDKRYAD SVKGRFTISRDNGKXMLTLDMNSLKPEDTAVYYC
VIGRGSPASQGTUVIVSS

AVOLVESGGGLVQAGDSLRLSCVVSGTTFSSARMGWFRQAPGKEREFV
GAIKWSGTSTYYTDSVKGRFTISRDNVKNTVYLOMNNLKPEDTGVY TC
ARDRDRYRDRMGPMITTDFRFWGQGIQVIVIE

OVKLEESGGGLVQTGGSLRLSCAASGRTFES FAMGWFRQAPG"{ERE FV
ASTGESGITTNYADSVKGRPTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTGLCYC
AVNRYGIPYREGTQYONWGRBTQVIVSS

EVQLERBSGGGLVQPGGSLRLS CAASGLTFNDYAMC:?WYRQAPGKERDMV
ATISIGGRTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYYCV
AHRQTVVRGPYLLWGQGTOVIVES

QVQLVESGGKLVQAGGSLRLSCAASGRTFSNYAMGHFRQAPGREREFV
AGSGRSNSYNYYSDSVKGRFT ISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYC
AASTNUWPRDRNLYAYWGQGIQVIVSS

v QLWSGGGLVQA.GDSLRLSCAASGRSLG;YRMGWFRQVPGKEREF’V
AATSWSGGETTRYLDSVKGRFTISRDSTKNAVYLOMNSLKPEDTAVYIC
AVDSSGRLYWTLSTSYDYWGQGTQVTVSS

QVQLVE‘E‘GGGLVQAGDSLR.LSCAASGRSLGIYKM}:\WFRQVPGKERE FV
AP TEWSGGTTRYIDSVKGRFTLSRDNTKNMVYLQMNSLKPDDTRVY YC
AVDSSGRLYWTLSTSYDYWGQGTQVTVSS |

EVOLVESGGGLVOAGESLSLSCAASGRTFSPYTMUWFRQOAPGKERE FL
AGVTWSGSSTFYGDSVKGRFTASRD SARNTVTLEMNSLNPEDTAVY YC
AMAYGGGLYRDPRSYDYWGRGTQUTVES

AVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTLDAWP LAWFRQAPGKEREGV
SCIRDGTTYYADSVKGRFTIS SDNANNTVYLQTN SI.:}CPEDTAWYCAA
PSGPATGSSHETFGIYWNLRDDYDNHGQGTQVTVS S

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCARSGF TFDHYTI GWFRQVPGKEREGY
SCISSSDGESTYYADSVKGRFTISSDNAKNTVY LOMNTLEPDDTAVYYC
ARGGLLLRVEELOASDYDYWGQGIQVTVSS '

AVOLVDSGGGLVQPGGSLRLECTASGF TLDYYAIGWFRQAPGKEREGY
ACISNSDGSTYYGED SVKGRFTISRDNAKTTVYLOMNSLKPEDTAVYYC
D TADRHYSASHHPFADFAFNSWGOGIQVIVSS |

EVOLVESGGOLVQAGGSLRLSCARYGLTYFWRAAMAWFRRAPGKERELV
VARNWGDGSTRYADSVRGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYXC
ARVRTYGBATYDIWGQGTQVTVSS

EVQLVESGGGLVQDGGSLRLSCIFSGRTFANYAMGWFROAPGKEREFV
AAINRNGGTTNYADALKGRFTISRDNT}Q\]TAFLQWSLKPDDTAVYYC
ARREWPFSTIPSGHRYWGQGTQVTVSS

DVQLVESGGGWVQPGGSLRLSCAASGPTASSHAIGWFRQAPGKEREF’V
VGINRGGVTRDYADSVKGRFAVSRDNVINTVYLOMNRLKPEDSAIYIC
ZARPRYSFTAMSKGDMDYNGKGTLVIVSS
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Fig. 16A

[ProY] GLP-1(7-37) DOM7h8 con conductor GAS (sin enlazante)

Conductorgas .......... F N e et

tde! Dealx

HHL P KSL § KL ATAA APP?P AGV ATAMH A?266 TP T §C V 5-
CATATCTTAT TTAAATCATT ATCAAMRATTA GCAACCSCACG CAGIATTTIT TGCAGGOGTG GCAACACCSC ATGCTCCAGS BACCTTTACC ACTGATCTAA
CTAVACAATA AATTTAGTAA TAGTITIIAT COTTGSCGTC UTCGTARMA ACGTCOGCAC CITTSTUGCS TAIGAGSTSC CTUGAAATUG TCACTACATT

e e GLP-Y 17937 PYOS).....iiviiiiiiiiil.. e e ARRseNAEaNSNERE S S ERE R st aneounean
EcoRI

-3 YL EGQ AAXEE FIA WLY XGGRG 210 %TOQ 6 S 3 L S A-

GITCTTATTT GUAAGGCCAR GCTGCCAAGG AATTCATIUC TTOGCTGGTO RAAGGCCGAC GRGACATCCA GRTGACCCAG TCTCCATOST COCTGTETGC

CAAGAATAAA CCTTCCGGTT CGACGGTTCC TTAAGTAACG AACCGACCAC TTTCCGECTC CTCTCTAGGT CTACTGIGTC AGAGSTAGIA COGACAGACS

ssanvEvnsvusvanunsonnenrnrnavsunesedIMTN Quane

8 VG BRI VT I TC R AS 0 ST S §Y L ¥NY QK P 6 X A ? X L
ATCTGTAGSA GACOSTATCA CCATCACTIG COGUGLIALT CAGASCATTA GEAGUTATTT AARTTGITAT CAGCAGAIAC CAGGOAAAGE COCTAAGCTC
TAGACATCCT CTGGCACAGY CGTAGTGAAC GSCCIGTTCA GICTOUTAAT CCTCSATAM TTTAASUATA CTCGTCTTTG GTCCCTTTCG GGCATTCGAG

D e T T T P P AU S
8coRY drall

L ! YR N 6P L QS GV e s RP?PS G65EG 52D FTIL T193 §1L Qg P-

CTCATCTATC GGRATTCCCC TTTGCANAGT GGGOBTCCCAT CACGTTTCAG TGOTAGTGGS Tmck: ATTTCACTCT CACCATCAGT ACTCTOCALS

GACTAGATAG CCTTARGEOG AAACTTTTCA CCCCALGSTA STGCAAAGTC ACCCTCACCT AGKCOCTOTC TAAAGTGAGA GTGGTATTCG TLAGACGTIC

D Ly Y T P T ' wessvvesnwnane

BasXl

-+ £ 0OF AT Y Y COQOQ TYR VP2 TF GO $TK VI I KK >« GS
CTCARGATTT TGCTACGTAC TACTGTCAAC AQACGTATAG GGTGUCTCCT ACGTTCGCCC ANCSUACTAR COTOGANATC AAAOGATAAT AAGGATCL
GACTTCTARA ACGATGLATS ATGACACTTG TCTCCATATC CCACGOAGIA TOTARGCCES TTICCCTASTT CCACCTTTAG TTIGCCATTA TTCCTASG
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Fig. 168

[Pro’] GLP-1-PSS-iDOM7h-8 con conductor GAS (enlazante PSS)

as
o Conductor g

HHL?XSLSKLATAAAFPAOVAT&H)POTFTSDVS

CATATGITAT TTRARTCATT ATCAMAATTA GCRACCGCAG CAGCATTTIT TGCAGGOOTO GCAACAGCGE ATGCTCCAGS GACCTTTACC AGTGATGTAA
1

GTATACMATA RATTTAGTAR TAGTTTTAAT CCTTGGCGTC GTUGTAARMA ACGTCCGCAC COTTGTNGCG TACGAGATCC CTGGAAATGG TCACTACATT

............ TL2-1 (7-37 Pro9).c.iivrneirivrearornonseesenees.. ¢bLINKERS boescuansacosanasunnyrcnncananars

SYLSGOAX\KEFIANLVKGRGPSSDIOHTQSPSS-

GTTCTTATTT GGARGGCCAR GCTGCCAAGG ARTTCATTGC TIGGCTGOTG AAKGGCCGAG GACCAAGCTC GBACATCCAG ASGACCCAGT CTCCATCETC
CRAGARTAAA CCTTCCOOTT CGACOGTTCC TTAAGTARCG ARCCGACCAC TTTCOGGCTC CTGGTTCGAG CCTGTAGOTC TACTGOGTCH GAGGTAGOAG
femeerueressaccanacenoavnanaunnanuneDOM e SnetunracannaN e e antunaron L oancnnaanatoyonanannsonrnnanLES

"L $ A S VYGED RVT I TC RASO 18 SY¥ L 8 49vYQ QXP 6 K &
CCTGTCTGCA TCTGTAGISAG ACCGTGTCAC CATCACTTGC CGGGCAAGTC AGAGCATTAG CAGCTATTTA AATTGGTATC AGCAGAAACC AGGGRAAGCC
GGACAGACGT AGACATCCTC TGGCACAGTG GTAGTOAACG GCCCGTTCAG TCTCGTARTC GTCGATAART TTRACCATAG TCGTCTITTOS TCCCTTTCSE

PN Y T Y T Y T Y PP

L L L L e L L LI F L T T T R T T T P T LT T T WP Rup Sty s

ZcoRY drall

PXLLIYRNSPLQSGVPSR?SOSGSGTOFTLTISS-

CCTARGCTCC TGATCTATCG GRATTCCCCT TTGCAMAGTG GUGTCOCATC ACGTITCAGT GGCAGTSGAT CTGGGACAGA TTTCACTCTC ACCATCAGCA
GGRTTOGAGG ACTAGATAGC CTTAAGGGGA AACCTITCAC CCCAGGGTAG TGCAARGTCR CCSTCACCTA GACOCTCTCT AMAGTGAGAGC TCETAGTCST
N A B O L 0 Ok TR T ® o N e R AT e e NN S A NN R NU S RN RN ARD RN NASNS RAPAA R WS ERR Al sETRSBaN

LOPBDFATY\'COOTYRVPP?F‘GQGTK\'E!KR"
OTCTGCARCC TORAGATTTT SCTACGTACT ACTCTCAACA GACGTATAGG GTGCCTCCTA CITTOOGLCH AGSGACCAAG GTGGAMATCA AACGSTANTA
CAGACGTTSE ACTTCTAARA CGATGCATGR TGACAGTTGT CTCCATATCC CACGOGAGGAT GCARGCCOGT TCCCTGOTTC CACCTTTAGT TTGCCATTAT

+ 68§
AGGATCC
TCCTAGS

334
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Fig. 16C

[Pro”] GLP-1-PSSGAP-iDOM7h-8 con conductor GAS (enlazante PSSGAP)

-;;;'Condudorgas - - ’ :

#H M L F K S L § KL & T AMA A FF ALY &K T AW A PC T FY S DV S
CATATGTTAT TTARATCATT ATCAAAATTA GCAACQGCAG CAGCATTITT TYGCAGGCGTU GCAACAGCOC ATGCTCCAGG GAUCTTTACC AGTGATCTAA
GYATACAATA AATTTAGTAA TAGTITTAAT CGTTACCGTC OTCGTAAAAR ACGTCCGCAC CGTTGTOGCG TACCAGATCC CTGGAMATOG TCACTACATT

......... T e T Y S R T . e L L P P LR
EcoRI hAval
8 YL & 8 Q A A KB F I A ® LV KG&GRG P $§$S G AP DI QX T OQS-
GTTCTTATTT GGARGGCCAA OCTGCCARGG AATTCATTGC TTGGCTGGTG AMGICCGAS GACCAAGCTT GGGAGCACCG GACATCCAGA 1GACCCAGTC
CAAGAATAAR CCTTCCGGTT OGACCCTTCC TTAAGTAACG AACCGACCAC TYTCCGGCTC CTAGTTOGAG COCTCGTGGC CTGTAGGTCT ACTCGGTCOAG

P 8 B L 8 A% VCD RVT I TCR ASQ S I S §Y LN WY O QKP
TCCATCCTCC CTIGTCTGCAT CTUTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTOCC GGOCARGTCA GAGCATTAGE AGCTATTTAA ATIGCYATCA CCAGAAACCA
AGUTAGGRGG GACAGACTTA GACATCCTCT GGCACAGTOG TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CTC&TMTC& TCGATAANTT TAACCATAGT CGTCTTITGGT

. - avan vavvessrvssEaNsHRULEEENGY

BCoRX DrallX

O KA P XL L I YR ¥ $PL Q S$G VPS RF SG 868 GTO0 f T L T-

GITARAGCCC CTAAGCTCCT GMTCTATCOG AATTCCCCTT TGCAAAGIGS GGTCCCATCA CGTTTCAGTO OCAGTGGATC TGGGACAGAT TTCACTCICA
CCCTTTCGGO GATTCGRGGA CTAGATAGCC TTAAGGCGAR ACGTTTCACC CCAGGCTAGT GCARAGTCAC CCTCACCTAQ SOCCTGTCTA AAGTGAGAGT
anscocssansssnscassse S, annenn EE P At er e Rt eksa AR R ensrveE T T E NS N
1 $s L OP BOPA TVYY COQ TYRY P PT FGO GTRKUV FE 1 K-

CCATCAGCAG TCTGCARCCT GAAGRTTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACOTATAGGG TGCCTCCTAC GTTCGGCCAR CUGACCARGG TGGRAATCAR
GGTAGTOGTC AGACGTTGGA CTTCTRARAC GATGCATGAT GACAGTIGIC TGCATATCCC ASGOAGGATO CAAGCOGGTT COCTRETTOC ACCTTTAGYT
<uresssmsnenezane

BanI
SR ¢ g s
ACGGTAATAR GGATCC
TGCCATTATY CCTAGG

235"
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Fig. 17

Analisis de proliferacién de células
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Fig. 18

Analisis de liberaciéon de insulina

~B-Fusién

-A- GLP-1
-¥-Exendina-4
—e— Basal

B L] k] L -
-4t -0 8 8 -7 -8 -5
Log [compuesto]

337



42/42

Fig. 19

(a) fusion de DOM7h-8 PYY3-36
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYRNSPLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQTYRVPPTFGQGTK VEIKRIKPEA
PGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRY

(b) fusién de PYY DOM7h-8
IKPEAPGEDASPEELNRYYASLRHYLNLVTRQRYDIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT

CRASQSISSYLNW’YQQKPGKAPKLLIYRN SPLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYCQQTYRVPPTFGQGTKVEIKR

(c) fusién de GPL-1 7-37DOM7h-8 PYY3-36

HAPGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRGDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYRNSPLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPE
DFATYYCQQTYRVPPTFGQGTKVEIKRIKPEAPGEDASPEELNRY YASLRHYLNL

VTRQRY
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LISTA DE SECUENCIAS

GLP-1 (7-37)
Aminoacido:
HBAE GTFTSDVSSY LEGQAAKEFI AWLVKGRG - SEQ ID NO:157

secuencia de nucleétidos

ca tgctg“aaggg acctlttacca gtgatgtaag ttcttatttg gaaggecaag clgecaagga atteallgel
tggctggtga aaggecgagg a SEQ ID NO:158

GLP-1 (7-36)

HAE GTFTSDVSSY LEGQAAKEFI AWLVKGR SEQ ID NO:159

© catgetgaaggg acctitacca gtgatgtaag ticttatttg gaaggecaag ctgecaagga attcattget

tggctggtga aaggeega - SEQ ID NQ:160

Exedina-4

" HGE GTFTSDLSKQ MEEEAVRILFI EWLKNGGPSS GAPPPS - SEQ ID NO:161

catggt gaaggaacat ttaccagtga cttgtcaaaa cagatggaag aggaggeagt geggttatit attgagtgge v
ttaagaacgg aggaccaagt ageggggceac ctecgecatc g - SEQ ID NO:162

Oxintomodulina
HSQGTFTS DYSKYLDSRR AQDFVQWLMN TKRNRNNIA - SEQ ID NO:163

cattcac agggcacatt caccagtgac tacagcaagt alctggactc caggegtgee caagattttg tgcagtggtt
gatgaatacc aagaggaaca ggaataacat tgecc - SEQ ID NO:164

Exedina-3
HSDGTFTSDL SKQMEEEAVR LFIEWLKNGG PSSGAPPPS - SEQID NO:165

catagtga tggaacattt accagtgact tgtcaaaaca gatggaagag gaggeagtge ggttatttat tgagtggett
aagaacggag gaccaagtag cggggracct ccgecatcg - SEQ ID NO:166

PYY (3-36)

IKPEAPGEDA SPEELNRYYA SLRHYLNLVT RQRY - SEQ ID NO:167

G%/
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Atcaaacceg aggetecegg cgaagacgec tegeeggagg agctgaacceg ctactacgee teectgegee
actacctcaa cetggteace cggeageggt at - SEQ D NO:168
Péptido inhibidor gastrico

YAEGTFISD YSIAMDKIHQ QDFVNWLLAQ KGKKNDWKHN ITQ - SEQ ID
NO:169

tacgeggal gggaclttea teagtgacta cagtattgee atggacaaga ttcaccaaca agacliiglg aact ggclgc
tggcccaaaa ggggaagaag aatgactgga aacacaacat cacccag - SEQ 1D NO:170

IR
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