10

15

20

25

COMPUESTOS DE VEGFR2/Ang2

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de 1la
medicina. Mas particularmente, la presente invencidén se
refiere a compuestos que se unen al receptor 2 del factor de
crecimiento endotelial vascular humano (VEGFR2) %
angiopoyectina 2 humana (Ang2), y pueden ser uUtiles para el
tratamiento de céancer, especialmente tumores sélidos
impulsados por VEGFR2 y Ang2, incluyendo céanceres gastrico,
carcinoma hepatocelular, de ovarios, colorrectal, de pulmédn
de células no pequefas, del tracto biliar, y de mama.

Una caracteristica del cancer es la nueva formacidn
persistente de vasos sanguineso, llamada angiogénesis. La via
del factor de crecimiento endotelial wvascular (VEGF) es una
cascada de sefalizacién importante en la regulacidén de 1la
angiogénesis; el VEGFR2 humano es un receptor clave en la via
de VEGF. Ramucirumab (IMC-1121B) es un anticuerpo de IgGl que
se dirige al VEGFR2 humano, y se ha mostrado que tiene un
efecto anti-tumor en ciertos estudios clinicos (ver, por
ejemplo, Zhu et al., Clin Cancer Res (2013) 19:6614).

La angiopoyetina-1 (Angl) y Ang2 son miembros de
otra via cable que regula la angiogénesis; Angl y Ang2 son
factores secretados gque se unen al receptor de tirosina

cinasa especifico de células endoteliales Tie2. La Angl es
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secretada constitutivamente por pericitos vy estabiliza la
integridad de los vasos sanguineos via el receptor Tie2. La
Ang2 es liberada de las células endoteliales sdélo en
respuesta al estimulo (por ejemplo, curacidén de las heridas,
crecimiento del tumor) y facilita el Dbrote de vasos
sanguineos e 1inhibe 1la interaccidén de pericitos-células
endoteliales via la seflalizacidén de Tie2. Se ha mostrado que
un anticuerpo contra la Ang2 humana, cuando se dosifica en
combinacidén con el bloqueador de VEGF aflibercept, inhibe el
crecimiento de turmo y disminuye la vascularidad del tumor en
modelos de tumor de xenoinjerto de ratdén (Daly et al., Cancer
Res (2013) 73(1):108). Multiples anticuerpos de Ang2 de
investigacidén actualmente estan en ensayos clinicos.

Se ha propuesto la inhibicidén de ambas vias de VEGF
vy Ang/Tie2 de la angiogénesis para el potencial de mejorar el
resultado contra el céncer (ver, por ejemplo, Daly et al.,
Cancer Res (2013) 73:108). Actualmente, la co-administracidn
de un anticuerpo de VEGFR2 y anticuerpo de Ang-2 requeriria
ya sea inyecciones o infusiones de dos productos separados o
la administracidén de wuna co-formulacidén de una mezcla de
anticuerpos. La administracién separada permitiria la
flexibilidad de la cantidad de dosis y sincronizacidén, pero
seria un problema potencial para el cumplimiento del paciente
e 1inconveniencia debido al aumento del tiempo de infusidn.

Una co-formulacidén podria proporcionar alguna flexibilidad de
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las cantidades de dosificacidén, pero puede ser desafiante
hallar las condiciones de formulacidédn que permitan la
estabilidad quimica y fisica de ambos anticuerpos debido a
las diferentes caracteristicas moleculares de los dos
diferentes anticuerpos. Ademds, la co-administracién o la co-—
formulacién involucra los costos aditivos de dos terapias con
fdrmacos.

El1 documento W02012/009705 descibre complejos que
contienen uno o mé&s dominios de reconocimiento modular (MRD)
unidos a andamiajes gque 1incluyen anticuerpos. La Ang2 se
listdé como se contempla para la porcidén de MRD del complejo,
y un anticuerpo de VEGFR2 se especificé como un anticuerpo al
cual los MRD se podrian unir. Un MRD contra la Ang2 unida a
un anticuerpo de VEGFR2 no se ejemplificd. Brown et al. (Mol
Cancer Ther (2010) 9(1):145) describieron un anticuerpo de
Ang2 monoclonal humano, 3.19.3. En un estudio de xenoinjerto
SW620, el 3.19.3 se dosificdé en combinacidén con DC101, un
anticuerpo monoclonal que se une a VEGFR2 murino.

Cuando se generan compuestos (Compuesto A y B) que
contienen una porcién de anticuerpo de VEGFR2 que contiene la
regién variable de cadena ligera (LCVR) y regidn variable de
cadena pesada (HCVR) del anticuerpo IMC-1121B en un esqueleto
de IgGl o IgG4, fusionado a una porcidn de Fv de cadena unica
(scFv) que se une a la Ang2 humana, se observaron problemas

de expresidn y estabilidad por el Solicitante como parte de
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la presente invenciédn. Especificamente, se observaron
sorepresentemente la inestabilidad guimica y la calidad del
producto inaceptable en materiales recombinantemente
expresados debido a los mal apareamientos de cadena ligera
libres. Como se observa por el Solicitante como parte de 1la
presente invencién, la ingenieria del compuesto para mejorar
la inestabilidad guimica y calidad del producto en 1los
materiales obtenidos del cultivo celular condujo
inesperadamente a ciertos compuestos con homogeneidad de
producto aumentada debido a la formacién del Mab-diacuerpo.
Permanece una necesidad de proporcionar compuestos
que inhiban dos vias de angiogénesis uniendo y neutralizando
tanto el VEGFR2 humano como la Ang2 humana. En particular,
hay una necesidad de proporcionar compuestos que inhiban dos
vias de angiogénesis uniendo y neutralizando tanto el VEGFR2
humano como la Ang2 humana, y sin comprometer la actividad de
unidén in vitro de Ang2 significativa debido al uso de un scFv
de Ang2, y sin comprometer la actividad significativa del
ensayo in vitro basado en células debido a la combinacidén del
anticuerpo de VEGFR2 y scFv de Ang2 en un compuesto. También
permanece una necesidad de proporcionar compuestos que
inhiban dos vias de angiogénesis uniendo y neutralizando
tanto el VEGFR2 humano como la Ang2 humana, y eviten al menos
unos de los problemas de estabilidad y heterogeneidad del

producto listados anteriormente.
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Por consiguiente, una modalidad de 1la presente
invencién proporciona un compuesto, que comprende un
anticuerpo fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
fragmentos variables de cadena Unica (scFv), en donde:

a) el anticuerpo comprende dos cadenas pesadas

idénticas (HC) vy dos cadenas ligeras idénticas

(LC), en donde cada HC comprende una regidn

variable de cadena pesada (HCVR) cuya secuencia de

aminodcidos se da en la SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2,

SEC ID NO: 3, o SEC ID NO: 4, y en donde cada LC

comprende una regidén variable de cadena ligera

(LVCR) cuya secuencia de aminodcidos se da en la

SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 14, o SEC ID NO: 15,

b) los dos polipéptidos de scFv son idénticos vy

cada uno comprende una HCVR operativamente enlazada

a una LCVR, en donde cada HCVR tiene la secuencia

de aminoacidos dada en la SEC ID NO: 21, o SEC 1ID

NO: 22, y en donde cada LCVR tiene la secuencia de

aminodcidos dada en la SEC ID NO: 23, o SEC ID NO:

24, vy

c) los dos enlazantes son enlazantes idénticos

ricos en glicina que enlazan operativamente cada

uno el carboxi terminal de una HC del anticuerpo al
amino terminal de uno de los polipéptidos de scFv.

En una modalidad adicional, la presente invencién
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proporciona  un compuesto  que comprende un anticuerpo
fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en
donde los dos polipéptidos de scFv comprenden cada uno el
carboxi terminal de la LCVR de un polipéptido de scFv
operativamente enlazado al amino terminal de la HCVR de un
polipéptido de scFv.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 1, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y 1la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 23

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminocdcidos dada en la SEC
ID NO: 2, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 14, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y 1la LCVR de cada uno de los

polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
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en la SEC ID NO: 23.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 3, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 15, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 23.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminocdcidos dada en la SEC
ID NO: 4, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 22, y 1la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 24.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde el anticuerpo

comprende dos cadenas pesadas (HC) vy dos cadenas ligeras
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(LC), en donde cada HC tiene la secuencia de aminoadcidos dada
en una de la SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 6, SEC ID NO: 7, o SEC
ID NO: 8, y cada LC tiene la secuencia de aminodcidos dada en
una de la SEC ID NO: 1l6, SEC ID NO: 17, o SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HC del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 5, y cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HC del
anticuerpo tiene la secuencia de aminocdcidos dada en la SEC
ID NO: 6, y cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 17.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HC del
anticuerpo tiene la secuencia de aminocdcidos dada en la SEC
ID NO: 7, y cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos

enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada HC del
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anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 8, y cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada
polipéptido de scFv tiene la secuencia de aminoéacidos
idéntica dada en una de la SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20. En
una modalidad, la presente invencidén proporciona un compuesto
que comprende un anticuerpo fusionado por dos enlazantes a
dos polipéptidos de scFv, en donde cada polipéptido de scFv
tiene la secuencia de aminoacidos dada en la SEC ID NO: 19.
En una modalidad, la presente invencidén proporciona un
compuesto que comprende un anticuerpo fusionado por dos
enlazantes a dos polipéptidos de scFv, en donde cada
polipéptido de scFv tiene la secuencia de aminoacidos dada en
la SEC ID NO: 20.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que comprende dos primeros polipéptidos y dos
segundos polipéptidos en donde cada uno de los primeros
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11, o SEC ID NO: 12, y cada uno
de los segundos polipéptidos tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17, o SEC ID NO: 18.

Como se muestra en la Tabla 1, los dos primeros polipéptidos
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comprende la HC del anticuerpo, el enlazante, y el
polipéptido de scFv; los dos segundos polipéptidos comprenden
la LC del anticuerpo.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto gque comprende dos primeros polipéptidos y dos
segundos polipéptidos en donde cada uno de los primeros
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
9, y cada uno de los segundos polipéptidos tiene la secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 16. En una modalidad, 1la
presente invencidén proporciona un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos y dos segundos polipéptidos en donde
cada uno de los primeros polipéptidos tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 10, y cada uno de los segundos
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
17. En una modalidad, la presente invencidn proporciona un
compuesto que comprende dos primeros polipéptidos vy dos
segundos polipéptidos en donde cada uno de 1los primeros
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
11, y <cada uno de 1los segundos polipéptidos tiene 1la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 18. En una modalidad,
la presente invencidn proporciona un compuesto gque comprende
dos primeros polipéptidos y dos segundos polipéptidos en
donde cada uno de los primeros polipéptidos tiene la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 12, y cada uno de los

segundos polipéptidos tiene la secuencia de aminoacidos de
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SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidn
adicionalmente proporciona un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos y dos segundos polipéptidos en donde
cada uno de los primeros polipéptidos forma un enlace de
disulfuro inter-cadena con cada uno de los segundos
polipéptidos, y el primer polipéptido forma dos enlaces de
disulfuro inter-cadena con el otro primer polipéptido, y cada
uno de los primeros polipéptidos forma un enlace de disulfuro
intra-cadena.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO: 33), en donde:

a) el anticuerpo comprende dos cadenas pesadas

idénticas (HC) vy dos cadenas 1ligeras idénticas

(LC), en donde cada HC comprende una regidn

variable de cadena pesada (HCVR) cuya secuencia de

aminodcidos se da en la SEC ID NO: 1, SEC ID NO: 2,

SEC ID NO: 3, o SEC ID NO: 4, y en donde cada LC

comprende una regidén variable de cadena ligera

(LVCR) cuya secuencia de aminodcidos se da en 1la

SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 14, o SEC ID NO: 15,

b) los dos polipéptidos de scFv son idénticos vy



10

15

20

25

12

cada uno comprende una HCVR operativamente enlazada

a una LCVR, en donde cada HCVR tiene la secuencia

de aminoadcidos dada en la SEC ID NO: 21, o SEC ID

NO: 22, y en donde cada LCVR tiene la secuencia de

aminodcidos dada en la SEC ID NO: 23, o SEC ID NO:

24, vy

c) los dos enlazantes son enlazantes 1idénticos

ricos en glicina que enlazan operativamente cada

uno el carboxi terminal de una HC del anticuerpo al
amino terminal de uno de los polipéptidos de scFv.

En una modalidad adicional, la presente invencién
proporciona un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la
Ang2 humana que comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2
humano (SEC ID NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos
polipéptidos de scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO:
33), en donde el carboxi terminal de la LCVR de cada
polipéptido de scFv se enlaza operativamente al amino
terminal de la HCVR.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la AngZ2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HCVR del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos

dada en la SEC ID NO: 1, cada LCVR del anticuerpo tiene la
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secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de
cada uno de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 21, y la LCVR de cada uno
de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 23

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HCVR del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 2, cada LCVR del anticuerpo tiene la
secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 14, la HCVR de
cada uno de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de
aminoacidos dada en la SEC ID NO: 21, y la LCVR de cada uno
de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 23.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la AngZ2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HCVR del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 3, cada LCVR del anticuerpo tiene la

secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 15, la HCVR de
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cada uno de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 21, y la LCVR de cada uno
de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 23.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HCVR del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 4, cada LCVR del anticuerpo tiene la
secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de
cada uno de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de
aminoacidos dada en la SEC ID NO: 22, y la LCVR de cada uno
de los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 24.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la AngZ2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
el anticuerpo comprende dos cadenas pesadas (HC) vy dos
cadenas ligeras (LC), en donde cada HC tiene la secuencia de
aminoacidos dada en una de la SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 6, SEC

ID NO: 7, o SEC ID NO: 8, y cada LC tiene la secuencia de
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aminodcidos dada en una de la SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17, o
SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 5, y cada LC del anticuerpo tiene la
secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 6, y cada LC del anticuerpo tiene la
secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 17.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la AngZ2 humana que
comprende un anticuerpo gque se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada

en la SEC ID NO: 7, vy cada LC del anticuerpo tiene 1la
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secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada HC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 8, y cada LC del anticuerpo tiene la
secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la Ang2 humana que
comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de
scFv que se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde
cada polipéptido de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
idéntica dada en una de la SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20. En
una modalidad, la presente invencidn proporciona un compuesto
que se une al VEGFRZ humano y la Ang2 humana que comprende un
anticuerpo que se une al VEGFR2 humano (SEC ID NO: 32)
fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de scFv que
se unen a la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33), en donde cada
polipéptido de scFv tiene la secuencia de aminoacidos dada en
la SEC ID NO: 19. En una modalidad, la presente invencién
proporciona un compuesto que se une al VEGFR2 humano y la

Ang2 humana que comprende un anticuerpo que se une al VEGFR2
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humano (SEC ID NO: 32) fusionado por dos enlazantes a dos
polipéptidos de scFv que se unen a la Ang2 humana (SEC ID NO:
33), en donde cada polipéptido de scFv tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 20.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto que se une al VEGFR2 humano (SEC ID NO: 32) y la
Ang2 humana (SEC ID NO: 33) que comprende dos primeros
polipéptidos y dos segundos polipéptidos en donde cada uno de
los primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminoacidos
de SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11, o SEC ID NO:
12, y cada uno de 1los segundos polipéptidos tiene 1la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17, o
SEC ID NO: 18. En wuna modalidad, la presente invencién
proporciona un compuesto que se une al VEGFR2 humano (SEC ID
NO: 32) vy la Ang2 humana (SEC ID NO: 33) que comprende dos
primeros polipéptidos y dos segundos polipéptidos en donde
cada uno de los primeros polipéptidos tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 9, y cada uno de 1los segundos
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
16. En una modalidad, la presente invencidn proporciona un
compuesto que se une al VEGFR2 humano (SEC ID NO: 32) y la
Ang2 humana (SEC ID NO: 33) que comprende dos primeros
polipéptidos y dos segundos polipéptidos en donde cada uno de
los primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminoacidos

de SEC ID NO: 10, y cada uno de los segundos polipéptidos
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tiene la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 17. En una
modalidad, la presente invencidén proporciona un compuesto gue
se une al VEGFRZ humano (SEC ID NO: 32) y la Ang2 humana (SEC
ID NO: 33) qgue comprende dos primeros polipéptidos y dos
segundos polipéptidos en donde cada uno de los primeros
polipéptidos tiene la secuencia de aminodcidos de SEC ID NO:
11, y cada uno de 1los segundos polipéptidos tiene 1la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 18. En una modalidad,
la presente invencidédn proporciona un compuesto que se une al
VEGFR2 humano (SEC ID NO: 32) y la Ang2 humana (SEC ID NO:
33) qgque comprende dos primeros polipéptidos y dos segundos
polipéptidos en donde cada uno de los primeros polipéptidos
tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 12, y cada
uno de los segundos polipéptidos tiene la secuencia de
aminoacidos de SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencién
adicionalmente proporciona un compuesto que se une al VEGFR2
humano (SEC ID NO: 32) y la AngZ2 humana (SEC ID NO: 33) que
comprende dos primeros polipéptidos y dos segundos
polipéptidos en donde cada uno de los primeros polipéptidos
forma un enlace de disulfuro inter-cadena con cada uno de los
segundos polipéptidos, y el primer polipéptido forma dos
enlaces de disulfuro inter-cadena <con el otro primer
polipéptido, y cada uno de los primeros polipéptidos forma un

enlace de disulfuro intra-cadena.
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En una modalidad adicional, la presente invencién
proporciona un compuesto of la presente invencidén que tiene
una constante de equilibrio de disociacién, Kp, de
aproximadamente 300 pM a aproximadamente 1400 pM para VEGFR2
humano y una Kp de aproximadamente 300 pM a aproximadamente
800 pM para AngZ2 humana. FEl compuesto de 1la presente
invencidén se caracteriza adicionalmente por una velocidad de
Kon para VEGFR2 humano de aproximadamente 0.1 x 10° M 'seg ' a
aproximadamente 0.5 x 10° M'seg ' y una velocidad k., para
Ang?2 humana de aproximadamente 1 b4 10° M 'segt a
aproximadamente 3 x 10° M 'seg'. El compuesto de la presente
invencidén se caracteriza adicionalmente por una velocidad de

Koss para VEGFR2 humano de aproximadamente 0.1 x 10! seg’ a

-1

aproximadamente 0.5 x 107 seg y una velocidad de Kqsr para

Ang?2 humana de aproximadamente 0.8 X 107* seg ! a

1. Los valores de Ko, kons, vV Kogs

aproximadamente 1.2 x 107 % seg
se establecen por cinéticas de unidén a 25°C como se describe
en la “Cinética, afinidad, y selectividad de unidén” en la
seccidédn de Ensayos.

El compuesto de la presente invencidén se une al
VEGFR2 humano y la Ang2 humana con alta afinidad. Para 1los
propdésitos de la presente descripcidn, el “alta afinidad” se
refiere a una Kp menor que aproximadamente 1500 pM para VEGFR2

humano y menor que aproximadamente 1000 pM para Ang2 humana.

Los valores de Kp se establecen por cinéticas de unidén a 25°C
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como se describe en la “Cinética, afinidad, y selectividad de
unién” en la seccidén de Ensayos.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN gue
comprende una secuencia de polinucledétidos que codifica un
polipéptido seleccionado del grupo dque consiste de un
polipéptido que consiste de SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC
ID NO: 11 y SEC ID NO: 12 y una secuencia de polinucledtidos
que codifica un polipéptido seleccionado del grupo due
consiste de un polipéptido que consiste de SEC ID NO: 16, SEC
ID NO: 17 y SEC ID NO: 18, en donde la célula es capaz de
expresar un compuesto que comprende un primer polipéptido que
tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste de SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11 y SEC
ID NO: 12 y un segundo polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NO:
16, SEC ID NO: 17 y SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN que
comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 9 y una secuencia de polinucledétidos que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 16, en donde la célula es capaz de expresar un compuesto

que comprende un primer polipéptido que tiene una secuencia
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de aminodcidos de SEC ID NO: 9 y un segundo polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN qgue
comprende una secuencia de polinucledétidos que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 10 y una secuencia de polinucledétidos gque codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 17, en donde la célula es capaz de expresar un compuesto
que comprende un primer polipéptido gque tiene una secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 10 y un segundo polipéptido que
tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 17.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN que
comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 11 vy una secuencia de polinucledétidos que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 18, en donde la célula es capaz de expresar un compuesto
que comprende un primer polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEC ID NO: 11 y un segundo polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 18.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN que

comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica un
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polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 12 y una secuencia de polinucledétidos gque codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos de SEC ID
NO: 16, en donde la célula es capaz de expresar un compuesto
que comprende un primer polipéptido gque tiene una secuencia
de aminodcidos de SEC ID NO: 12 y un segundo polipéptido que
tiene una secuencia de aminodacidos de SEC ID NO: 16.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un proceso para producir un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos seleccionados del grupo gue consiste de
SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11 y SEC ID NO: 12 vy
dos segundos polipéptidos seleccionados del grupo que
consiste de SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17 y SEC ID NO: 18, que
comprende cultivar la célula de mamifero de 1la presente
invencidén bajo condiciones de modo dque el compuesto se
expresa, y recuperar el compuesto expresado.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un proceso para producir un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos de SEC ID NO: 9 vy dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 16, que comprende cultivar la
célula de mamifero de la presente invencidén bajo condiciones
de modo que el compuesto se expresa, y recuperar el compuesto
expresado.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona

un proceso para producir un compuesto que comprende dos



10

15

20

25

23

primeros polipéptidos de SEC ID NO: 10 vy dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 17, gque comprende cultivar la
célula de mamifero de la presente invencidédn bajo condiciones
de modo que el compuesto se expresa, y recuperar el compuesto
expresado.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un proceso para producir un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos de SEC ID NO: 11 vy dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 18, gque comprende cultivar la
célula de mamifero de la presente invencidédn bajo condiciones
de modo que el compuesto se expresa, y recuperar el compuesto
expresado.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un proceso para producir un compuesto que comprende dos
primeros polipéptidos de SEC ID NO: 12 vy dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 16, que comprende cultivar la
célula de mamifero de la presente invencidén bajo condiciones
de modo que el compuesto se expresa, y recuperar el compuesto
expresado.

En una modalidad de los procesos descritos
anteriormente, las dos secuencias de polinucledétidos en la
célula de mamifero de la presente invencidn son parte de la
misma molécula de a&cido nucleico.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona

un compuesto obtenible por uno de los procesos mencionados
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anteriormente.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
una composicidén farmacéutica, gue comprende un compuesto de
la presente invencién, y un portador, diluyente, o excipiente
aceptable.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un método para tratar cancer, gue comprende administrar a un
paciente en necesidad del mismo, una cantidad efectiva de un
compuesto de la presente invencidn. En una modalidad
adicional, la presente invencidén proporciona un método para
tratar céancer, gque comprende administrar a un paciente en
necesidad del mismo, una cantidad efectiva de un compuesto de
la presente invencidén, en donde el céncer es cancer de mama,
cdncer de ovarios, cancer gastrico, cancer colorrectal, o
carcinoma hepatocelular. En una modalidad adicional, 1la
presente invencidn proporciona un método para tratar céancer,
que comprende administrar a un paciente en necesidad del
mismo, una cantidad efectiva de un compuesto de la presente
invencidén, en donde el cancer es cancer de mama, cancer de
ovarios, cdncer géastrico, cancer colorrectal, cdncer de
pulmédn de células no pequeias, céancer del tracto biliar, o
carcinoma hepatocelular. En una modalidad adicional, estos
métodos comprenden la administracidén de una cantidad efectiva
del compuesto de la presente invencidén en combinacidn

simultanea, separada, o secuencial con uno o mas agentes



10

15

20

25

25

anti-tumor seleccionados del grupo que consiste
de cisplatino, carboplatino, doxorrubicina liposdémica,
docetaxel, ciclofosfamida % doxorrubicina, navelbina,

eribulina, particulas unidas a la proteina paclitaxel para

suspensidn inyectable, ixabepilona, capecitabina,
ramucirumab, FOLFOX (leucovorin, fluorouracilo, %
oxaliplatino), FOLFIRI (leucovorin, fluorouracilo, y

irinotecan), y cetuximab.

En una modalidad adicional, estos métodos
comprenden la administracién de una cantidad efectiva del
compuesto de la presente invencidédn en combinacidén simulténea,
separada, o secuencial con uno o mads agentes de inmuno-
oncologia seleccionados del grupo que consiste de nivolumab,
ipilimumab, pidilizumab, pembrolizumab, y durvalumab.

En una modalidad adicional, la presente invenciédn
proporciona un método para tratar céncer, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn en
combinacién simultédnea, separada, o secuencial con uno © mas
agentes de inmuno-oncologia, en donde el céancer es cancer de
vejiga, <cancer de rinén, cancer de prdstata, o cancer
testicular, y en donde los agentes de inmuno-oncologia se
seleccionan del grupo que consiste de nivolumab, ipilimumab,
pidilizumab, pembrolizumab, y durvalumab.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona



10

15

20

25

26

un método para tratar cancer de mama, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
En una modalidad adicional, estos métodos para tratar céncer
de mama comprenden la administracidén de una cantidad efectiva
del compuesto de la presente invencidén en combinacidn
simultédnea, separada, o secuencial con uno o mas agentes
anti-tumor seleccionados del grupo gque consiste de docetaxel,
ciclofosfamida % doxorrubicina, navelbina, eribulina,
particulas unidas a la proteina paclitaxel para suspensién
inyectable, ixabepilona, y capecitabina.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un método para tratar céncer de ovarios, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
En una modalidad adicional, estos métodos para tratar cdancer
de ovarios comprenden la administracidén de una cantidad
efectiva del compuesto de la presente invencidn en
combinacién simultédnea, separada, o secuencial con uno o mas
agentes anti-tumor seleccionados del grupo dgue consiste
de cisplatino, carboplatino, y doxorrubicina liposdmica.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un método para tratar cancer gastrico, que comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una

cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
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En una modalidad adicional, estos métodos para tratar céncer
gadstrico comprenden la administracién de una cantidad
efectiva del compuesto de la presente invencidn en
combinacidén simulténea, separada, o secuencial con
ramucirumab.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un método para tratar carcinoma hepatocelular, gue comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
En una modalidad adicional, estos métodos para tratar
carcinoma hepatocelular comprenden la administracién de una
cantidad efectiva del compuesto de la presente invencidn en
combinacidén simulténea, separada, o secuencial con
ramucirumab.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un método ©para tratar céncer colorrectal, dJque comprende
administrar a un paciente en necesidad del mismo, una
cantidad efectiva de un compuesto de la presente invencidn.
En una modalidad adicional, estos métodos para tratar céancer
colorrectal comprenden la administracidén de una cantidad
efectiva del compuesto de la presente invencidn en
combinacién simultédnea, separada, o secuencial con uno © mas
agentes anti-tumor seleccionados del grupo que consiste de
FOLFOX (leucovorin, fluorouracilo, y oxaliplatino), FOLFIRI

(leucovorin, fluorouracilo, y irinotecan), y cetuximab.
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En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto de la presente invencidén, para uso en terapia.
En una modalidad, la presente invencidén proporciona un
compuesto de la presente invencién, para uso en el
tratamiento de cancer. En una modalidad adicional, la
presente invencidén proporciona un compuesto de la presente
invencién, para uso en el tratamiento de céncer, en donde el
cidncer es cancer de mama, cancer de ovarios, cancer gastrico,
cadncer colorrectal, o carcinoma hepatocelular. En una
modalidad adicional, la presente invencidén proporciona un
compuesto de la presente invencién, para uso en el
tratamiento de céncer, en donde el cancer es cancer de mama,
cancer de ovarios, cdncer gastrico, cancer colorrectal,
cancer de pulmédn de células no pequefias, cancer del tracto
biliar, o) carcinoma hepatocelular. En una modalidad
adicional, para uso en el tratamiento de cancer, el compuesto
de la presente invencidén en combinacidén simulténea, separada,
o secuencial con uno o mas agentes anti-tumor seleccionados
del grupo que consiste de cisplatino, carboplatino,
doxorrubicina liposdmica, docetaxel, ciclofosfamida y
doxorrubicina, navelbina, eribulina, particulas unidas a la
proteina paclitaxel para suspensién inyectable, ixabepilona,
capecitabina, ramucirumab, FOLFOX (leucovorin, fluorouracilo,
y oxaliplatino), FOLFIRI (leucovorin, fluorouracilo, y

irinotecan), y cetuximab.
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En una modalidad adicional, para uso en el
tratamiento de céncer, el compuesto de la presente invencidn
en combinacidén simulténea, separada, o secuencial con uno o
mas agentes de inmuno-oncologia seleccionados del grupo gue
consiste de nivolumab, ipilimumab, pidilizumab,
pembrolizumab, y durvalumab.

En una modalidad adicional, para uso en el
tratamiento de céncer, el compuesto de la presente invencidn
en combinacidén simulténea, separada, o secuencial con uno o
mas agentes de inmuno-oncologia, en donde el cancer es cancer
de vejiga, cancer de rifén, céncer de prdstata, o céncer
testicular, y en donde los agentes de inmuno-oncologia se
seleccionan del grupo que consiste de nivolumab, ipilimumab,
pidilizumab, pembrolizumab, y durvalumab.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la presente invencidn, para uso en el
tratamiento de céncer de mama. En una modalidad adicional,
para uso en el tratamiento de cancer de mama, el compuesto de
la presente invencidédn en combinacidén simulténea, separada, o
secuencial con uno o mas agentes anti-tumor seleccionados del
grupo que consiste de docetaxel, ciclofosfamida y
doxorrubicina, navelbina, eribulina, particulas unidas a la
proteina paclitaxel para suspensién inyectable, ixabepilona,
y capecitabina.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
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un compuesto de la presente invencidén, para uso en el
tratamiento de céncer de ovarios. En una modalidad adicional,
para uso en el tratamiento de céncer de ovarios, el compuesto
de la presente invencidén en combinacidén simulténea, separada,
o secuencial con uno o mas agentes anti-tumor seleccionados
del grupo que consiste de cisplatino, carboplatino, %
doxorrubicina liposdémica.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
un compuesto de la presente invencidén, para uso en el
tratamiento de cancer gastrico. En una modalidad adicional,
para uso en el tratamiento de céncer gastrico, el compuesto
de la presente invencidén en combinacidén simulténea, separada,
o secuencial con ramucirumab.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la presente invencidn, para uso en el
tratamiento de carcinoma hepatocelular. En una modalidad
adicional, para uso en el tratamiento de carcinoma
hepatocelular, el compuesto de 1la presente invencidén en
combinacién simultédnea, separada, o secuencial con uno © mas
agentes anti-tumor seleccionados del grupo ramucirumab.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona
un compuesto de la presente invencidn, para uso en el
tratamiento de cancer colorrectal. En una modalidad
adicional, para uso en el tratamiento de cancer colorrectal,

el compuesto de la ©presente invencidén en combinacidn
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simultédnea, separada, o secuencial con uno o mas agentes
anti-tumor seleccionados del grupo gque consiste de FOLFOX
(leucovorin, fluorouracilo, y oxaliplatino), FOLFIRI
(leucovorin, fluorouracilo, y irinotecan), y cetuximab.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona
el uso de un compuesto de la presente invencién para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de cancer.
En una modalidad adicional, la presente invencidn proporciona
el uso de un compuesto de la presente invencién para la
manufactura de un medicamento para el tratamiento de céancer,
en donde el cancer es cancer de mama, cancer de ovarios,
cadncer gastrico, cadncer colorrectal, o carcinoma
hepatocelular. En una modalidad adicional, la presente
invencidén proporciona el uso de un compuesto de la presente
invencién para la manufactura de un medicamento para el
tratamiento de céncer, en donde el cancer es cancer de mama,
cancer de ovarios, cédncer gastrico, cancer colorrectal,
cancer de pulmédn de células no pequefias, cancer del tracto
biliar, o carcinoma hepatocelular.

En una modalidad adicional, la presente invencién
proporciona el uso de un compuesto de la presente invencidn
en combinacidén simultanea, separada, o secuencial con uno o
mas agentes anti-tumor seleccionados del grupo gque consiste
de cisplatino, carboplatino, doxorrubicina liposdmica,

docetaxel, ciclofosfamida y doxorrubicina, navelbina,



10

15

20

25

32

eribulina, particulas unidas a la proteina paclitaxel para

suspensidn inyectable, ixabepilona, capecitabina,
ramucirumab, FOLFOX (leucovorin, fluorouracilo, %
oxaliplatino), FOLFIRI (leucovorin, fluorouracilo, y
irinotecan), % cetuximab para la manufactura de un

medicamento para el tratamiento de cancer.

Un compuesto de la presente invencidén es un
complejo de polipéptidos modificado genéticamente gque no se
presenta naturalmente. Una molécula de ADN de la presente
invencién es una molécula de ADN gue no se presenta
naturalmente que comprende una secuencia de polinucledtidos
que codifica un polipéptido que tiene 1la secuencia de
aminoacidos de uno de los polipéptidos en un compuesto de la
presente invencién.

La porcidén de anticuerpo del compuesto de 1la
presente invencidén se disefa para tener CDR modificadas
genéticamente y tener algunas porciones del anticuerpo (todo
o partes de las regiones de armazdn, regiones bisagra, vy
regiones constantes) que son de origen humano que son
idénticas o} sustancialmente idénticas (sustancialmente
humanas) con regiones de armazdédn y constantes derivadas de
las secuencias gendmicas humanas. Las regiones de armazdn,
regiones bisagra, y regiones constantes completamente humanas
son aquellas secuencias de linea germinal humana asi como

secuencias con mutaciones somaticas que se presentan
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naturalmente % aquellas con mutaciones modificadas
genéticamente. La porcidén de anticuerpo del compuesto de la
presente invencidén puede comprender regiones de armazdn,
bisagra, o constantes derivadas de una regidén de armazdn,
bisagra, o constante completamente humana que contiene una o
méas sustituciones, supresiones, o adiciones de aminodcidos en
esta. Ademéds, la porcidén de anticuerpo del compuesto de 1la
presente invencidén es de manera preferible sustancialmente no
inmunogénica en humanos.

La porcién de anticuerpo del compuesto de la
presente invencién es un anticuerpo tipo IgG y tiene cuatro
cadenas de aminodcidos (dos cadenas “pesadas” y dos cadenas
“ligeras”) que se estabilizan covalentemente via enlaces de
disulfuro intra- e inter-cadena. Cada cadena pesada esta
comprendida de una HCVR N-terminal y una regidén constante de
cadena pesada (“HCCR”). Cada cadena ligera esta comprendida
de una LCVR y una regidén constante de cadena ligera (“LCCR").
Cuando se expresan en ciertos sistemas Dbioldgicos, 1los
anticuerpos que tienen secuencias de Fc humano nativo son
glicosilados en la regidén Fc. Tipicamente, la glicosilaciédn
ocurre en la regidén Fc del anticuerpo en un sitio de N-
glicosilacidn altamente conservado. Los N-glicanos
tipicamente se unen a la asparagina. Los anticuerpos pueden
ser glicosilados en otras posiciones también.

Opcionalmente, la porcidn de anticuerpo del
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compuesto de la presente invencidén contiene una porcidn Fc la
cual se deriva de wuna regidén Fc de IgGs; debido a una
capacidad reducida de acoplar los mecanismos inflamatorios
mediados por el receptor de Fc o de activar el complemento
que resulta en la funcién efectora reducida.

Ademés, la porcién de anticuerpo de ciertos
compuestos de la presente invencién contiene una porcidén Fc
de IgG,~PAA. La porcidén Fc de IgG,—PAA tiene una mutacidn de
serina a prolina en la posicidén 224, una mutacidén de
fenilalanina a alanina en la posicidén 230, y una mutacidén de
leucina a alanina en la posicidén 231. La mutacidén S224P es
una mutacidén de bisagra gque previene la formacidén de medio
anticuerpo (fendmeno del intercambio dindmico de medias
moléculas en anticuerpos de IgGy). Las mutaciones F230A vy
L231A adicionalmente reducen la funcidén efectora del isotipo
de IgGs humana ya bajo.

Una molécula de ADN aislado que codifica una regidn
HCVR se puede convertir en un gen de cadena pesada de
longitud completa enlazando operativamente el ADN que
codifica la HCVR a otra molécula de ADN que codifica las
regiones constantes de cadena pesada. Las secuencias de genes
de regidén constante de cadena pesada humanos, asi como de
otro mamifero, son conocidas en la técnica. Los fragmentos de
ADN que abarcan estas regiones se pueden obtener por ejemplo,

por amplificacién de PCR estéandar.
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Un ADN aislado que codifica wuna regidén LCVR se
puede convertir a un gen de cadena ligera de longitud
completa enlazando operativamente el ADN que codifica la LCVR
a otra molécula de ADN que codifica una regidén constante de
cadena ligera. Las secuencias de genes de regidén constante de
cadena ligera humanos, asi como de otro mamifero, son
conocidas en la técnica. Los fragmentos de ADN que abarcan
estas regiones se pueden obtener por amplificacién de PCR
estadndar. La regidén constante de cadena ligera puede ser una
regién constante kappa o lambda.

Un “fragmento variable de cadena tUnica” o “scFv” o
“polipéptido de scFv” se refiere a un polipéptido plegado
unico modificado genéticamente que no se presenta
naturalmente que comprende la LCVR y la HCVR de un anticuerpo
enlazado a través de una molécula de enlazante de scFv. La
porcidén de polipéptido de scFv del compuesto de la presente
invencidén es un scFv modificado genéticamente que no se
presenta naturalmente que se ha diseflado para tener CDR
modificadas genéticamente y tener algunas porciones del scFv
(todo o partes de los armazones) que son de origen humano que
son idénticas o sustancialmente idénticas (sustancialmente
humanas) con los armazones derivados de las secuencias
gendémicas humanas. Los armazones completamente humanos son
aquellas secuencias de linea germinal humana asi como

secuencias con mutaciones somaticas que se presentan
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naturalmente % aquellas con mutaciones modificadas
genéticamente. La porcién de ©polipéptido de scFv del
compuesto de la presente invencidén puede comprender un
armazdén derivado de un armazdén completamente humano que
contiene una o mas sustituciones, supresiones, o adiciones de
aminocdcidos en esta. Ademds, la porcién de polipéptido de
scFv del compuesto de la presente invencidén es de manera
preferible sustancialmente no inmunogénica en  humanos.
Opcionalmente, la porcidén de polipéptido de scFv del
compuesto puede tener 44-100 disulfuro de cisteina 44 en HCVR
y cisteina 100 en LCVR (la numeracidén Cysd44d vy Cysl00
corresponde con una numeracién gque inicia con el primer
aminoacido del polipéptido de scFv). En tal polipéptido de
scFv, los dominios de HCVR y LCVR ya sea pueden estar en el
orden de HCVR - enlazante de scFv - LCVR o LCVR - enlazante
de scFv — HCVR. El enlzante de scFv puede ser un enlazante de
péptido flexible rico en glicina el cual hace posible que las
cadenas de HCVR vy LCVR sean plegadas como una unidad
monomérica funcional para reconocer un antigeno.
Opcionalmente, el enlazante de scFv es un enlazante rico en
glicina tal como un enlazante 2x G4S, un enlazante 3x G4S, un
enlazante 4x G4S, o un enlazante 5x G4S.

La fusién de un scFv a un anticuerpo puede permitir
que multiples estructuras se formen durante la expresidn vy

secrecién. En primer lugar, los elementos de scFv fusionados
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a un anticuerpo pueden plegarse de manera independiente a
través de wuna interaccidédn intramolecular por la cual 1los
elementos individuales de HCVR y LCVR ubicados dentro del
mismo polipéptido se pliegan para formar dos unidades
separadas y autdénomas, referidas en la presente como Mab-
scFv. En segundo lugar, a través de una via de plegado
alternativa, los elementos de scFv fusionados a un anticuerpo
pueden plegarse a través de interacciones intermoleculares
por las cuales una HCVR presente en un polipéptido se plegaré
con una LCVR presente en el polipéptido adyacente para formar
una especie co-plegada Unica, referida aqui como Mab-
Diacuerpo.

El término “enlazante” vy “enlazante de scFv” se
refiere a enlazantes de péptido ricos en glicina. Los
“enlazantes” se utilizan en ciertas modalidades de la
invencién para enlazar el anticuerpo al scPv, y los
“enlazantes de scFv” se utilizan en ciertas modalidades de la
invencidén para enlazar la LCVR del scFv a la HCVR del scFv.
Preferiblemente, los enlazantes de péptido son péptidos ricos
en glicina con al menos 5 aminocacidos, preferiblemente al
menos 10 aminodcidos, méds preferiblemente entre 10 y 50
aminoacidos. En algunas modalidades de la presente invencidn,
el enlazante de péptido rico en glicina es (GkS), con
G=glicina, S=serina, (x=3 y n=3, 4, 5 o 6) o (x=4 y n=2, 3, 4

o 5). Por ejemplo, en algunas modalidades de 1la presente
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invencién, el enlazante de péptido rico en glicina es (GyxS)j,
con G=glicina, S=serina, x=4 y n=2, 3, 4 o 5 (es decir,
GGGGSGGGGS (SEC ID NO: 34), GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 35),
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 36), o
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 37), respectivamente.

Los polinucledétidos de la presente invencidén seréan
expresados en una célula huésped después que las secuencias
se han enlazado operativamente a una secuencia de control de
expresiodn. Los vectores de expresién tipicamente son
replicables en los organismos huéspedes como episomas © como
una parte integral del ADN cromosdémico huésped. Comunmente,
los vectores de expresidn contendrdn marcadores de seleccidn,
por ejemplo, tetraciclina, neomicina, y dihidrofolato
reductasa, para permitir la deteccidén de las células
transformadas con las secuencias de ADN deseadas.

El compuesto de la presente 1invencidn se puede
producir facilmente en células de mamifero tales como células
CHO, NSO, HEK293 o COS. Las células huéspedes se cultivan
utilizando técnicas bien conocidas en el arte.

Los vectores que contienen las secuencias de
polinucledétidos de interés (por ejemplo, los polinucléotidos
que codifican los polipéptidos del compuesto y secuencias de
control de expresidén) se pueden transferir en la célula
huésped por métodos bien conocidos, los cuales varian

dependiendo del tipo de huésped celular.
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Se pueden emplear diversos métodos de purificacidn
de proteinas y tales métodos son conocidos en el arte vy
descritos, por ejemplo, en Deutscher, Methods in Enzymology
182: 83-89 (1990) and Scopes, Protein Purification:
Principles and Practice, 3rd Edition, Springer, NY (1994).

En otra modalidad de 1la presente invencidén, el
compuesto, o los &cidos nucleicos que codifican el mismo, se
proporciona en forma aislada. Como se utiliza en la presente,
el término “aislado” se refiere a una proteina, péptido, o
dcido nucleico el cual estd libre o sustancialmente libre de
cualquier otra especie macromolecular encontrada en un
ambiente celular. “Sustancialmente libre” como se utiliza en
la presente significa la proteina, péptido, o acido nucleico
de interés que comprende mas de 80% (sobre una base molar) de
la especie macromolecular presente, preferiblemente méds de
90%, y méas preferiblemente mas de 95%.

E1l compuesto de la presente invencién, o
composiciones farmacéuticas que comprenden el mismo, se puede
administrar por rutas parenterales (por ejemplo, subcutédnea e
intravenosa). Un compuesto de la presente invencidn se puede
administrar a un paciente solo con portadores, diluyentes, o
excipientes farmacéuticamente aceptables en dosis uUnicas o
multiples. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencidén se pueden preparar por métodos bien conocidos en el

arte (por ejemplo, Remington: The Science and Practice of
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Pharmacy, 19" ed. (1995), A. Gennaro et al., Mack Publishing
Co.) vy comprenden un compuesto, como se describe en la
presente, y uno o mas portadores, diluyentes, o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

El término “tratando” (o “tratar” o “tratamiento”)
se refiere a ralentizar, interrumpir, parar, aliviar,
detener, reducir, o invertir la progresidédn o severidad de un
sintoma, trastorno, afeccidén, o enfermedad existente. Un
paciente se refiere a un mamifero, preferiblemente un humano
con una enfermedad, trastorno, o afeccidén que se beneficiaria
de la inhibicidén del VEGFR2 y/o Ang2.

“Unidén” como se utiliza en la ©presente con
referencia a la afinidad de un compuesto, anticuerpo, o
polipéptido de scFv para VEGFR2 humano o Ang2 humana se
pretende que signifique, a menos dgque se indique de otra
manera, una Kp menor que aproximadamente 1 x 10°% M,
preferiblemente, menor que aproximadamente 1 x 10° M como se
determina por los métodos comunes conocidos en el arte,
incluyendo el uso de un biosensor de resonancia de plasmén
superficial (SPR) a 25°C o 37°C esencialmente como se describe
en la presente. El1 término “selectivo” o “selectividad”
utilizado en la presente con referencia a un compuesto de la
presente invencién se refiere a un compuesto que se une a un
objetivo, tal como Ang2 humana, con una Kp de aproximadamente

1000, 500, 200, 100, 50, o aproximadamente 10 veces menor gue
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el compuesto se une a otras proteinas, incluyendo el miembro
de la familia de objetivo tal como Angl humana, como se mide
por resonancia de ©plasmén superficial a 25°C o 37°C.
Adicional, o alternativamente, un compuesto selectivo de Ang2
de la presente invencidén se une a Ang2 humana pero no se une
o0 sé6lo de manera minima se une a Angl humana cuando se somete
a ensayo por los métodos descritos en el Ejemplo a
continuacidn.

“Cantidad efectiva” significa la cantidad de un
compuesto de la presente invencidén o composicidédn farmacéutica
que comprende un compuesto de la presente invencidén que
provocard la respuesta bioldédgica o médica de un efecto
terapéutico deseado en un tejido, sistema, animal, mamifero o
humano que se estda buscando por el investigador, doctor
médico, u otro médico clinico. Una cantidad efectiva del
compuesto puede variar de acuerdo con los factores tales como
el estado de la enfermedad, edad, sexo, y peso de la persona,
y la capacidad del compuesto para provocar una respuesta
deseada en la persona. Una cantidad efectiva también es una
en la cual cualquier efecto téxico o nocivo del compuesto se
pondera por los efectos terapéuticamente benéficos.

Esta invencidén se ilustra adicionalmente por 1los

siguientes ejemplos no limitantes.
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Ejemplo 1: Expresidén y purificacidén del compuesto

Los polipéptidos de 1las porciones de anticuerpo,
las porciones scFv, y el anticuerpo-enlazante-sFv del
Compuesto C, Compuesto D, Compuesto E, y Compuesto F, y las

secuencias de nucledétidos que codifican los mismos,

se listan

a continuacidn en la seccidén titulada “Secuencias de
aminodcidos y nucledétidos”. Ademéds, las SEC ID NOs para las
porciones de anticuerpo, las porciones de scFv, y el

anticuerpo-enlazante-scFv del
Compuesto E,
Los
incluyendo,
Compuesto E, vy Compuesto F,
esencialmente como sigue. Una

como HEK 293 o CHO, puede

establemente transfectada con

secretar compuestos utilizando

enlazante-scFv:LC &éptima predeterminada

o un sistema de vector
enlazante-scFv como LC.
el compuesto se ha secretado,
cualquiera de muchas
ejemplo,
una columna MabSelect

(GE Healthcare)

compuestos de

pero no limitado al Compuesto C,

Unico

Los medios aclarados,

técnicas

(GE Healthcare),

para el fragmento Fab,

Compuesto C, Compuesto D,

y Compuesto F se muestran en la Tabla 1.

la presente invencién,

Compuesto D,

se puede producir y purificar

célula huésped apropiada, tal

ser vya sea temporalmente o
un sistema de expresidn para
una relacidén de vector de HC-
(tal como 1:3 o 1:2)
tanto a HC-

que codifica

en los cuales

se pueden purificar utilizando

comunmente wutilizadas. Por

el medio se puede aplicar de manera conveniente a

o columna KappaSelect

que se ha equilibrado



10

15

20

25

con un

amortiguada con fosfato

para remover

compuesto unido se puede eluir,

de pH

de citrato de

amortiguador

los

sodio

compatible, tal
(pH 7.4).
componentes de unidn
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mM pH 3.0,

como

por ejemplo,

no

o solucidn

solucidn

especifica.

La columna se puede lavar

por un gradiente

(tal como amortiguador Tris 20 mM pH 7 a amortiguador

amortiguada con fosfato pH 7.4 a amortiguador de glicina 100

mM pH 3.0).

tales como por
purificacién
propuesto. E1
estéril

agregados

técnicas

interaccién hidrofdébica,

cromatografia

después de estas etapas de cromatografia es mayor que 95%.

producto se puede

liofilizar.

SDS—-PAGE,

adicional
compuesto

utilizando
solubles

comunes,

es

se

se

incluyendo

con hidroxiapatita.

Yy

técnicas

pueden

luego se

opcional,

puede

comunes.

la

intercambio 1

remover

exclusidn

La pureza

pueden

dependiendo

concentrar

Los

énico,

agrupar.

y/o

efectivamente

por

del

Las fracciones de compuesto se pueden detectar,

del

multimeros

tamano,

multimodal,

compuesto

congelar inmediatamente a -70°C o se puede

Tabla 1:

SEC ID NOs

Compuesto C

Compuesto D

Compuesto E

Compuesto F

HCVR de anticuerpo 1 2 3 4
HC de anticuerpo 5 6 7 8
HC de anticuerpo + 9 10 11 12

salina

El

salina

La

uso

filtrar

por

El
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enlazante +
polipéptido de

scFEFv

LCVR de anticuerpo 13 14 15 13

LC de anticuerpo 16 17 18 16

polipéptido de
19 19 19 20
scFkFv

HCVR de
polipéptido de 21 21 21 22

scFEFv

LCVR de
polipéptido de 23 23 23 24

sckFv

Ensazos

Cinética, afinidad, y selectividad de unién

La cinética, afinidad, y selectividad de unidén a
AngZ2 humana y a VEGFRZ humano, para compuestos de la presente
invencidén, se pueden determinar por el uso de un biosensor de
resonancia de plasmén superficial tal como un Biacore® 2000,
Biacore® 3000, o un Biacore® T100 (GE HealthCare) de acuerdo
con los métodos conocidos en el arte.

La cinética y constante de disociacién en
equilibrio (Kp) para multiples especies de Ang2 soluble
(humana, c¢inomolgus, de ratdén, de conejo y de perro) y
dominio extracelular de VEGFR2 (ECD) (humano, cinomolgus, de

conejo y de perro) se pueden determinar para los compuestos

de la presente invencién a 25°C o 37°%C utilizando métodos de
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resonancia de plasmén superficial Biacore. La Ang2 humana vy
VEGFR2-ECD se pueden adquirir de R&D Systems vy Sino
Biological, respectivamente. La superficie de la Proteina A
para la captura de anticuerpos se puede preparar utilizando
los siguientes métodos. La inmovilizacién de la Proteina A
soluble (Calbiochem, Cat: 539202) o en un CM4 (Biacore # BR-
1005-34) o CM5S (Biacore #BR-1000-99) se puede preparar
utilizando el método de acoplamiento de amina EDC/NHS
(Biacore # BR-1000-50). Brevemente, las superficie de todas
las cuatro celdas de flujo se puede activar inyectando una
mezcla 1:1 de EDC/NHS durante siete minutos a 10 uL/min.
Después de lo cual, la proteina A soluble se puede diluir a
50-100 ug/mL in amortiguador de acetato 10 mM, pH 4.5, y se
inmoviliza durante siete minutos sobre la celda de flujo (Fc)
2, 3 o 4 a una velocidad de flujo de 10 pL/min. Los sitios
sin reaccionar gue permanecen aun en la superficie de
microplaqueta se pueden bloquear con una inyeccidén de siete
minutos de etanolamina a 10 pL/min. El1 amortiguador de
corrida puede ser HBS-EP+ (Biacore # BR-1006-69). Las
muestras de compuesto se pueden preparar a 1 ug/mL por
dilucidén en el amortiguador de corrida. Se pueden preparar
concentraciones discretas de 1ligandos de Ang2 que varian
desde 50 nM a 1.56 nM utilizando una dilucidén en serie de dos
partes en el amortiguador de corrida. Cada ciclo de anédlisis

puede consistir de una serie de cinco etapas separadas: (1)
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captura del compuesto sobre celdas de flujo separadas (Fc2,
Fc3, y Fcd), (2) inyeccidén (utilizando kinject) de 250 uL
(tiempo de contacto de superficie de 300 segundos) de
concentraciones discretas de Ang2 o VEGFR2-ECD sobre todas
las Fc a 50 uL/min, (3) retorno al flujo de amortiguador
durante 20 minutos para monitorear la fase de disociacién,
(4) regeneracidén de las superficies de microplaquetas con una
inyeccidén de 10 uL (tiempo de contacto de 30 segundos) de
glicina 10 mM, pH 1.5, (5) equilibrio de 1la superficie de
microplaqueta con una inyeccidén de 15 plL (tiempo de contacto
de 45 segundos) de amortiguador de corrida HBS-EP+. Los datos
resultantes se pueden procesar utilizando doble-referenciado
estadndar y se ajustan a un modelo de unidén 1:1 utilizando el
software Biacore 2000 Evaluation, versiodn 4.1, para
determinar la velocidad de asociacidén (kon, unidades Mﬂsﬂ),
velocidad de disociacidén (kerr, unidades sﬂ). El cédlculo de la
constante de disociacidén en equilibrio (Kp) se puede calcular
de la siguiente relacidn, Kp = kore/kon, V Se presenta en
unidades molares.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto C, Compuesto D,
Compuesto E, y Compuesto F se unen a la Ang2 humana a 25°
con una Kp en el intervalo de 407 pM a 673 pM (Tabla 2). E1
Compuesto C, Compuesto D, Compuesto E, y Compuesto F se unen

al VEGFR2 humano-ECD a 25°C con una Kp en el intervalo de 528
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pM a 1110 pM (Tabla 3). Estos compuestos de 1la presente

invencidén demuestran alta afinidad tanto para la Ang2 humana
como el VEGFRZ2 humano.

En los experimentos realizados esencialmente como

se describe en este ensayo, el Compuesto F exhibe cinéticas y

afinidades de unidén comparables para la Ang2 humana con

relacién a un anticuerpo de Ang2 con las mismas HCDR y LCDR

como la porcién de polipéptido de scFv del Compuesto F

(Tablas 4 y 5). Esto demuestra que la potente cinética de

unién del anticuerpo de Ang2 con las mismas HCDR y LCDR como
la porcidén de polipéptido de scFv del Compuesto F se retiene
en el Compuesto F.

En los experimentos realizados esencialmente como

se describe en este ensayo, el Compuesto F se une a la Ang2

humana, de mono cinomolgus, de ratdén, de conejo y de perro

con altas afinidades comparables, y el Compuesto F se une al

VEGFR2 humano, de mono cinomolgus, de conejo y de perro con

altas afinidades comparables.

Tabla 2
Biacore SPR hAng2 a 25°C
5 -4
k (10 1/Ms) k.. (10 1/s) K, (pM)
Compuesto A 1.83 <0.1 <100pM
Compuesto B 2.85 <0.1 <100pM
Compuesto C 2.26 1.05 462
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Compuesto D 1.75 0.86 489

Compuesto E 2.39 0.97 407

Compuesto F 1.56 1.05 673
Tabla 3

Biacore SPR hVEGFR2-ECD a 25°C
5 —
k(10 1/Ms) k .. (10 1/s) K, (pM)

Compuesto A 0.68 0.48 711

Compuesto B 0.81 0.41 513

Compuesto C 0.38 0.20 528

Compuesto D 0.34 0.29 860

Compuesto E 0.32 0.35 1110

Compuesto F 0.25 0.18 721
Tabla 4

Anticuerpo de Ang2 (mismas HCDR/LCDR que la porcién de

polipéptido de scFv del Comp. F)

Biacore SPR Unién de Ang2 a 37°C (n=3)

Kon (1/Ms) Koss (1/s) Kp (pM)

Ang2 humana 1.0 (+x 0.4) x 10°]0.7 (£ 0.2) x 10" 80 + 50

Ang2 de cinomolgus | 2.7 (£ 0.2) x 10°]2.9 (+ 0.1) x 10°* 107 + 6

Ang2 de ratédn 1.0 (£ 0.2) x 10° 1.1 (+ 0.1) x 107* 109 £ 9

Ang2 de conejo 7.3 (* 1.9) x 10°|1.5 (£ 0.1) x 10°* 210 + 40

Ang2 de perro 7.9 (+x 3.2) x 10°|1.1 (£ 0.4) x 10* 140 £ 10
Tabla 5

Compuesto F Biacore SPR Unién de Ang2 a 37°C (n=3)
Kon (1/Ms) Koss (1/s) Kp (pM)
Ang2 humana 8.2 (+ 2.4) x 10°|0.7 (£ 0.3) x 10* 100 + 70
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Ang2 de cinomolgus | 9.6 (+ 1.3) x 10° 2.8 (+ 0.1) x 10°* 300 + 30
Ang2 de ratén 3.6 (+ 0.9) x 10°]0.8 (£ 0.1) x 107* 230 + 20
Ang2 de conejo 2.7 (£ 0.7) x 10° 1.1 (+ 0.1) x 107" 420 + 60
Ang2 de perro 3.6 (x 1.6) x 10°]0.9 (£ 0.3) x 10°* 240 + 30

Tabla 6

Compuesto F Biacore SPR Unién de VEGFR2-ECD a 37°% (n=3)

Kon (1/Ms) keee (1/s) Kp (nM)
VEGFR2 humano 2.5 (£ 0.1) x 10* |1.2 (+ 0.2) x 10| 4.6 + 0.7
VEGFR2 de cinomolgus| 3.4 (+ 0.2) x 10* [1.1 (£ 0.1) x 107*] 3.3 + 0.4
VEGFR2 de conejo 3.8 (+ 0.5) x 10* 2.3 (£ 0.1) x 10°| 6.1 = 1.0
VEGFR2 de perro 4.1 (+ 0.3) x 10* 1.5 (+ 0.7) x 1073 37 + 1

Inhibicién de la interaccién de Ang2 humana a Tie2 humana

El bloqueo de la Ang2 humana gque se une a su
receptor Tie2 humana por un compuesto de la presente
invencién se puede medir en un ensayo ELISA in vitro de fase
sélida. El1 ensayo 1in vitro basado en células mencionado
anteriormente también se puede utilizar para establecer 1la
actividad de Dbloqueo comparable de un compuesto de la
presente para un anticuerpo de Ang2 con las mismas secuencias
de HCDR y LCDR como la porcidén de polipéptido de scFv del
compuesto.

Para el ensayo, las placas de ELISA de 96 cavidades
de alta unidén (Costar #2592) se pueden recubrir con 4 ug/ml
(en 100 pl) de Tie2-Fc humana recombinante (R&D Systems #313-

TI), durante la noche a temperatura ambiente. Las placas se
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pueden lavar 3X con TBST (solucidén salina amortiguada con
Tris que contiene 0.05% Tween 20) y luego se pueden bloquear
con 300 ul por cavidad de amortiguador de Dbloqueo (0.5%
BSA/D-PBS) (BSA: Jackson ImmunoResearch #001-000-162; libre
de IgG, libre de proteasa) durante 1-2 horas a temperatura
ambiente en un agitador orbital. Durante la etapa de bloqueo,
en placas de cavidades multiples de polipropileno separadas,
75 pl de 2X anticuerpos de prueba (diluidos en serie 1:3 en
amortiguador de bloque) se pueden ahadir con 75 ul de 2X Ang?2
humana biotinilada (R&D Systems #BT623) (también diluida en
amortiguador de bloqueo) . Las mezclas anticuerpo/Ang?2
biotinilada luego se pueden incubar durante 1 hora a 37°C (la
concentracién de Ang2 biotinilada final fue 100 ng/ml). La
solucidén de bloqueo se puede remover de las placas de ELISA
recubiertas con Tie2-Fc, después de 1lo cual se pueden anadir
50 ul por cavidad de las mezclas de anticuerpo/Ang2
biotinilada (en cavidades duplicadas). Las placas luego se
pueden incubar durante 2 horas a temperatura ambiente, se
cubren con selladores de placa, en un agitador orbital. Las
placas luego se pueden lavar 3X, después de lo cual se pueden
afadir 100 pl por cavidad de estreptavidina-HRP (R&D Systems
#DY998, se puede diluir 1:200 en amortiguador de bloqueo).
Las placas luego se pueden incubar durante 45 minutos a
temperatura ambiente, se cubren con selladores de placa, en

un agitador orbital. Las placas luego se pueden lavar de



10

15

20

25

51

nuevo 3X.

Las placas luego se pueden desarrollar ahadiendo
100 pl por cavidad de sustrato One Component TMB (se puede
calentar a temperatura ambiente) (Surmodics/BioFX Labs #TMBW-
1000-01). El1l desarrollo se puede dejar progresar durante 10
minutos a temperatura ambiente (las placas se pueden cubrir
con papel aluminio). E1 desarrollo se puede detener con 100
1l por cavidad de solucidén de detencidn acida (solucidn de
detencidén TMB, Surmodics/BioFX Labs #LSTP-1000-01). Las
placas se pueden mezclar en un agitador orbital después de 1lo
cual se pueden leer a 450 nm en un lector de ELISA (Molecular
Devices SpectraMax 190), utilizando el software SOFTmax PRO
5.4.1 (Molecular Devices Corp.). Los valores de A450 reflejan
la cantidad de Ang2 biotinilada que permanece unida a Tie-2-
Fc. La reduccidén de los valores de A450 refleja el blogqueo de
la unién de Ang2 biotinilada a Tie-2-Fc.

Los wvalores de IC50 para la inhibicién de la uniédn
de Ang2 a Tie-2 se pueden calcular con GraphPad Prism 6,
utilizando valores X transformados logaritmicamente. EI1
anadlisis de regresidén no lineal (ajuste de curva) (respuesta
de dosis sigmoidal, pendiente variable) se puede realizar en
los datos transformados logaritmicamente para obtener los
valores de IC50. Si un experimento se realiza mas de una vez,
se puede calcular el valor de IC50 medio geométrico (y 95% de

intervalo de confianza) entre los experimentos.
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En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto F y un anticuerpo de
Ang2 con las mismas HCDR vy LCDR como la porcidén de
polipéptido de scFv del Compuesto F dan como resultado
valores de IC50 medios geométricos (n=2) de 0.034 nM y 0.027
nM respectivamente. La dosis del Compuesto F bloquea de
manera dependiente la unién de Ang2 humana a Tie-2 humana
comparativamente con el anticuerpo de Ang2 con las mismas
HCDR y LCDR como la porcién de polipéptido de scFv del
Compuesto F. Estos datos indican que la porcién de
polipéptico de scFv de Ang2 del compuesto ha mantenido
potencia en este ensayo dque es comparable con la del

anticuerpo de Ang2.

Neutralizacién de la fosforilacidén inducida por Ang2 de Tie2,
pero no la fosforilacién mediada por Angl.

La inhibicidén in vitro basada en células de la Ang2
humana por un compuesto de la presente invencidén se puede
medir en un ensayo basado en células donde la Angl y la Ang2
se unen a e inducen la fosforilacidén de de Tie2 humana en una
manera dependiente de la dosis. El ensayo in vitro basado en
células se puede utilizar para evaluar la capacidad de 1los
compuestos de la presente invencién para neutralizar
selectivamente la fosforilacidn mediada por Ang2 y no mediada

por Angl del receptor de Tie-2 en una manera dependiente de
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la dosis. Un anticuerpo de Ang2, un anticuerpo de Angl, y un
anticuerpo de isotipo PAA de IgG4 humana de control se pueden
incluir como controles positivo y negativo, respectivamente.

La linea celular de CHO-Tie2 se puede generar por
transfeccidén estable de un receptor de Tie2 humana de
longitud completa (con una marca 3X FLAG en el C terminal).
Las células CHO-Tie2 se pueden mantener en medio completo de
Hams F-12 (CellGro/Mediatech #10-080-CV), 10% FBS inactivado
con calor (Life Technologies/Invitrogen #10082-147), 1X
antibidético—-antimicdtico (Life Technologies/Invitrogen
#15240-062), 1.25 mg/ml de G418 (Corning Cellgro #30-234-CI),
10 upg/ml de puromicina (Calbiochem #540411), vy 0.078%
bicarbonato de sodio (Thermo Hyclone #SH30033.01).

Para el ensayo, las células CHO-Tie2 se pueden
resuspender a 10,000 células por cavidad (en 100 ul de medio
de crecimiento), en las 60 cavidades internas de placas de 96
cavidades recubiertas con poli-lisina (BD Biocoat #356640).
Se pueden colocar 200 upl de D-PBS en las cavidades de borde
para reducir la evaporacidédn. Las células se pueden incubar
durante la noche a 37°C, 95% HR, 5% CO,. Al siguiente dia,
las células se pueden lavar una vez y el medio se puede
remplazar con 100 pl de medio de crecimiento libre de suero
que contiene 0.1% BSA (Sigma #A7979, baja endotoxina). Las
células luego se pueden recolectar durante 7.5 a 24 horas en

medio libre de suero a 37°C, 95% HR, 5% CO,. Durante el
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periodo de recolecciédn, los compuestos (a 6X las
concentraciones finales) se pueden diluir en serie 1:2 en
placas de polipropileno en medio de crecimiento 1libre de
suero que contiene 0.1% BSA. La Ang2 humana (R&D Systems
#623-AN, reconstituida en D-PBS/0.1% BSA) y la Angl humana
(R&D Systems #923-AN, reconstituida en D-PBS/0.1% BSA)
también se pueden diluir a 6X la concentracidén final en medio
de crecimiento 1libre de suero que contiene 0.1% BSA. Los
compuestos y el ligando de Ang2 o Angl luego se pueden
mezclar a una relacidén 1:1 en placas de polipropileno y se
pueden incubar durante 1 hora a 37°C. Las mezclas de
compuesto/ligando luego se pueden afiadir a 50 upl por cavidad
a las células (en cavidades triplicadas por tratamiento) y se
pueden incubar durante 13 minutos a 21 horas a 37°C, 95% HR,
5% CO,. El intervalo de concentracidén final de los compuestos
puede ser 0.0625 - 283 nM, y la concentracién final de 1la
Ang2 humana y la Angl puede ser 0.3 ug/ml (aproximadamente 6
nM) v 0.5 ung/ml (aproximadamente 8.9 nM), respectivamente.
Después del tiempo de incubacidén, el medio se puede remover
rédpida y completamente de las células, y las células se
pueden someter a lisis en 60 pul por cavidad de 1X
amortiguador de lisis Tris frio (Meso Scale Discovery #R60TX;
NaCl 150 mM, Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 1%
Triton X-100) el cual puede contener inhibidores de proteasa

y fosfatasa recién afladidos (1X cbéctel de inhibidor de
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proteasa, Sigma #P8340; 1X cdéctel de inhibidor de fosfatasa
2, Sigma #P5726; 1X céctel de inhibidor de fosfatasa 3, Sigma
#P0044; ortovanadato de sodio activado final 1 mM (EMD
Chemicals #567540)). Las placas luego se pueden colocar en
hielo durante 10 minutos, después de 1lo cual se pueden
colocar en un agitador orbital a baja velocidad durante 25
minutos a 4°C. Las placas luego se pueden sellar y congelar a
-80°C.

El dia antes del anédlisis para fosfo-Tie2 (con un
kit de ELISA DuoSet de fosfo-TieZ2 humana de R&D Systems,
#DYC2720), las placas de ELISA de alta unidén (Greiner BioOne,
#655081) se pueden recubrir durante la noche a 4°C con 4
png/ml de anticuerpo de captura de Tie2 total anti-humano de
ratén en 1X amortiguador de recubrimiento de ELISA
(Surmodics/BioFX Labs #COAT-1000-01).

El dia de la medicidén de fosfo-Tie2, las placas que
contienen lisados se pueden descongelar en hielo. Las placas
de ELISA recubiertas se pueden lavar con amortiguador de
lavado (1X TBST que contiene 0.05% Tween 20) y bloquear con
300 pl por cavidad de amortiguador de Dbloqueo (1% BSA
(Jackson ImmunoResearch #001-000-162; libre de IgG, libre de
proteasa), 0.01% azida de sodio) por un minimo de 1 hora a
temperatura ambiente en un agitador orbital (mientras se
cubre con selladores de placas). Durante el Dbloqueo, 1los

lisados se pueden diluir 1:5 a 1:10 en placas de
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polipropileno en amortiguador de 1lisis frio que contiene
inhibidores de proteasa y fosfatasa. Las placas de ELISA se
pueden bloquear y lavar 4X, y se pueden anadir 100 ul por
cavidad de lisados diluidos (o estdndares de ELISA de fosfo-
Tie2) e incubar durante 2 horas a temperatura ambiente, se
cubren con selladores, en un agitador orbital. Las placas se
pueden lavar 4X y se pueden anadir 100 ul por cavidad de
tirosina anti-fosfo de ratdén conjugada con HRP (diluida como
se recomienda en el vial, en TBST/0.1% BSA). Las placas luego
se pueden cubrir con selladores, e incubar durante 2 horas a
temperatura ambiente en un agitador orbital. Las placas luego
se pueden lavar 6X y se puede asegurar la remocién del
liquido de las cavidades. Las placas luego se pueden
desarrollar afadiendo 100 upl por cavidad de sustrato One
Component TMB (Surmodics/BioFX Labs #TMBW-1000-01) . Las
placas se pueden dejar desarrollar durante 20 o 30 minutos a
temperatura ambiente cubiertas con papel aluminio. E1l
desarrollo se puede detener con 100 pl por cavidad de
solucidén de detencidén 4acida (solucidén de detencidén TMB,
Surmodics/BioFX Labs #LSTP-1000-01). Las placas luego se
pueden mezclar en un agitador orbital. Las placas de ELISA se
pueden leer a 450 nm en un lector de ELISA (Molecular Devices
SpectraMax 190), utilizando el software SOFTmax PRO 5.4.1
(Molecular Devices Corp.). Los valores de fosfo-Tie2 para las

muestras se pueden obtener de la curva estandar (ajuste
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logaritmico de 4 pardmetros), y se pueden multiplicar por el

factor de dilucién de 5 o 10. El1l porcentaje de inhibicidén se

puede calcular por la siguiente férmula: (valor de pTie2 del
tratamiento - valor de pTie2 medio de tratamiento solo con
Ang2) / (valor medio de pTie2 solo de medio - valor medio de

pTie2 de tratamiento solo con Ang2) *100.

Los wvalores de IC50 para la inhibicién de fosfo-
Tie2 inducida por Ang2 se pueden calcular con GraphPad Prism
4, wutilizando wvalores X transformados logaritmicamente. E1
andlisis de regresidén no lineal (ajuste de curva) (respuesta
de dosis sigmoidal, pendiente variable) se puede realizar en
los datos transformados logaritmicamente para obtener valores
de ICsp. Si un experimento se realiza mas de una vez, se puede
calcular el valor de ICsy medio geométrico (y 95% de intervalo
de confianza) entre los experimentos.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto F neutraliza de
manera dependiente de la dosis la fosfo-Tie2 inducida por
Ang2 humana en células CHO-Tie2 con una IC50 de 0.587 nM
(n=3) mientras gque un anticuerpo de Ang2 con las mismas HCDR
y LCDR como la porcidén de polipéptido de scFv del Compuesto F
tiene una IC50 de 0.773 nM. Los resultados indican que el
Compuesto F neutraliza la fosfo-Tie2 inducida por Ang2, pero
no neutraliza 1la fosfo-Tie2 inducida por Angl humana en

células CHO-Tie-2 en comparacién con el anticuerpo de Angl de



10

15

20

25

58

control positivo. Ademéds, estos datos indican que la porcién
de polipéptido de scFv de Ang2 del Compuesto F ha mantenido
potencia en este ensayo dque es comparable con la del
anticuerpo de Ang2 con las mismas HCDR y LCDR como la porcidn

de polipéptido de scFv del Compuesto F.

Neutralizacién de la fosforilacién inducida por VEGF165 del
VEGFR2

La inhibicién in vitro basada en células del VEGFR2
humano se puede medir en un ensayo basado en células donde la
unidén de VEGF165 al VEGFR2 en una linea celular que expresa
VEGFR2, induce la fosforilacién de VEGFR2 en una manera
dependiente de la dosis. El ensayo mencionado anteriormente
se puede utilizar para evaluar la capacidad de un compuesto
de la presente invencidén para neutralizar selectivamente la
fosforilacidén mediada por VEGF165 del receptor VEGFR2 en una
manera dependiente de la dosis. Un anticuerpo de VEGFR2 y un
isotipo PAA de IgG4 humana de anticuerpo irrelevante se puede

incluir como un control positivo y negativo, respectivamente.

Para el ensayo, las ECFC (células endoteliales
formadoras de colonias, derivadas de progenitores
endoteliales de sangre de corddédn umbilical) humanas dque

expresan VEGFR2 (Endgenitor Technologies, Lote 100506-14-P4,
pasos 10-12) se pueden sembrar a 14,000 células por cavidad

(en 100 pl de medio de crecimiento), en las 60 cavidades
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internas de placas de 96 cavidades recubiertas con coldgeno I
(BD Biocoat #35-4407) en medio de crecimiento: EGM-2MV
BulletKit (Lonza #CC-4147). Los componentes de la bolsa EGM-
2MV Singlequot incluida se pueden ahadir a 500 ml de medio
basal EBM-2, ajustado a 10% de concentracidén de FBS final
(Life Technologies/Invitrogen #10082-147, inactivado con
calor). Se pueden colocar 250 ul del medio de crecimiento en
las cavidades de borde para reducir la evaporacidén. Las
células se pueden incubar a 37°C, 95% HR, 5% CO,. Al
siguiente dia, el medio se puede remover y remplazar con 100
1l de medio basal de EBM-2 libre de suero que contiene 0.1%
BSA (Sigma #A7979, baja endotoxina). Las células se pueden
recolectar durante 6 % horas a 37°C, 95% HR, 5% CO,. Durante
el periodo de recoleccidn, los compuestos (a 6X las
concentraciones finales) se pueden diluir en serie 1:4 en
placas de polipropileno en EBM-2/0.1% BSA. El1 VEGF165 humano
se puede diluir a 6X la concentracidén final en EBM-2/ 0.1%
BSA. Los compuestos (o medio solo EBM-2/0.1% BSA) se pueden
afladir por triplicado a 25 pl a las células, y las células se
pueden incubar durante 45 minutos a 37°C, 95% HR, 5% CO,. Las

células se pueden tratar con 25 pl de 6X VEGF165 durante 5

o\

minutos a 37°C, 95% HR, 5 COs5. (E1 intervalo de
concentracidén final de los compuestos puede ser 0.018 - 300

nM, vy la concentracién final del VEGF165 humano puede ser

0.16 nM). El medio se puede remover de las células, y las
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células se pueden someter a lisis en 60 upl por cavidad de 1X
amortiguador de lisis Tris frio (Meso Scale Discovery #R60TX;
NaCl 150 mM, Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 1%
Triton X-100) que contiene 11X 1inhibidores de proteasa vy
fosfatasa recién afadidos (incluidos en el kit de ensayo de
fosfo-VEGFR2). Las placas se pueden colocar en hielo durante
10 minutos, luego en un agitador orbital a baja velocidad
durante 20 minutos a 4°C. Las placas luego se pueden sellar y
congelar a —-80°C.

El dia de la medicidén de fosfo-VEGFR2, las placas
que contienen lisados se pueden descongelar en hielo. Los
niveles de fosfo-VEGFR2 se pueden medir utilizando un kit de
lisado de células completas de fosfo-VEGFR2 (Tyrl054), (Meso
Scale Discovery #K151DJD). Las placas de ensayo Meso Scale,
pre-recubiertas con un anticuerpo contra fosfo-VEGFR2, se
pueden blogquear con 150 ul por cavidad de amortiguador de
bloqueo (3% blogqueador A en TBST) durante un minimo de 1 hora
a temperatura ambiente en un agitador orbital (mientras se
cubre con selladores de placa). Las placas se pueden lavar 3X
con 1X amortiguador de lavado Meso Scale, y 50 pl de lisados
se pueden afadir por cavidad (se pueden incubar durante 1
hora a temperatura ambiente, se cubren con selladores, en un
agitador orbital). Las placas se pueden lavar, y se pueden
afadir 3X, 25 pul por <cavidad de 1X VEGFR2 anti-total

conjugado con MSD SULFO-TAG™ (diluido en diluyente de
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anticuerpo recomendado por el fabricante), vy se incuban
durante 1 hora a temperatura ambiente, se cubren con
selladores, en un agitador orbital. Las placas se pueden
lavar 3X y se puede asegurar la remocidén de liquido de las
cavidades. A las placas se pueden anadir 150 ul por cavidad
de 1X Amortiguador de lectura T, y luego se pueden leer
inmediatamente en un generador de imAgenes Meso Scale
Discovery SECTOR MA6000. El1l porcentaje de inhibicidén se puede
calcular por la siguiente férmula: (valor de sefal del
tratamiento - wvalor de sefhal medio del tratamiento de
VEGF+hulgG) / (valor de sefial solo de medio de inanicidn
medio - valor de sefial medio del tratamiento de
VEGF+huIgG) *100.

Los wvalores de IC50 para la inhibicién de fosfo-
VEGFR2 inducida por VEGF165 se pueden calcular con GraphPad
Prism 6, utilizando valores X transformados logaritmicamente.
El analisis de regresidén no lineal (ajuste de curva)
(respuesta de dosis sigmoidal, pendiente variable) se puede
realizar en los datos transformados logaritmicamente para
obtener valores de IC50. Si un experimento se realiza més de
una vez, se puede calcular el valor de IC50 medio geométrico
(y 95% de intervalo de confianza) entre los experimentos.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, la dosis del Compuesto F

neutraliza de manera dependiente la fosfo-VEGFR2 inducida por
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VEGF165 humano con una media de IC50 de 0.83 nM (n=3),
mientras qgque IMC-1121B tiene una media de IC50 de 0.52 nM
(n=3) . Esto indica que la porcidén de anticuerpo de VEGFR2 del
compuesto ha mantenido potencia en el Compuesto F que es
comparable con aquella de IMC-1121B en este ensayo basado en

células.

Neutralizacién de 1la proliferacién celular inducida por
VEGF165.

La inhibicién in vitro basada en células del VEGFR2
humano por un compuesto de la presente invencidén se puede
medir en un ensayo basado en células donde el VEGF165 induce
la proliferacidén de VEGFR2 humano en una manera dependiente
de la dosis. La capacidad de un compuesto de la presente
invencidén para neutralizar la proliferacidédn inducida por
VEGF165 humano via el VEGFR2 se puede medir en HMVEC-d
(células endoteliales microvasculares dérmicas) humanas. E1
VEGFR2, Ang2, y anticuerpos PAA de IgG4 humana irrelevantes
se pueden incluir como controles positivos y negativos.

Las células endoteliales microvasculares dérmicas
humanas se pueden aislar de prepucio masculino de recién
nacido, y se pueden confirmar para la expresidén de CD31,
VEGFR2, vy LDL acetilado. Las HMVEC-d se pueden mantener en
medio de crecimiento completo MCDB131 (Mediatech #15-100-CV),

L-glutamina 2 mM (Thermo Scientific #SH30034.01), 1X
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penicilina-estreptomicina (Life Technologies/Invitrogen
#15140), suplemento MGVS (Life Technologies/Invitrogen #S-—
005-25) como se instruye para 500 ml de medio; el cual se
puede suplementar para contener 4.9% FBS, 1 ug/ml de
hidrocortisona, 3ng/ml de FGF humano, 10 upg/ml de heparina, 1
ng/ml de EGF humano, y dibutiril ciclico AMP 0.08 mM.

Para el ensayo, las células HMVEC-d en el paso 5 se
pueden lavar una vez en medio de crecimiento pre-calentado, vy
se pueden resuspender a 2,000 células por cavidad (en 100 ul
de medio de crecimiento), en las 60 cavidades internas de
placas de 96 cavidades de fondo claro con pared blanca (BD
#35-3377). Se pueden afadir 250 ul de medio libre de
suplemento a las cavidades de Dborde para reducir la
evaporacién. Los compuestos y VEGF165 humano (Lote ALY-
BE01241-033) a 4X 1las concentraciones finales se pueden
diluir en serie 1:4 en placas de polipropileno en medio libre
de suplemento. Los compuestos (o medio libre de suplemento
solo) se pueden afadir a las células por triplicado a 50 ul
por cavidad, los cuales pueden ser seguidos por 50 ul por
cavidad del 4X VEGF165. Las placas luego se pueden incubar
durante 5 dias a 37°C, 95% HR, 5% CO2. El1 intervalo de
concentracidén final de los compuestos puede ser 0.012 - 800
nM, y la concentracién final del VEGF165 humano puede ser 0.5
nM.

Después del periodo de incubacidén, las placas vy
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sustrato CellTiter Glo (Promega #G7571) se pueden equilibrar
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se pueden anadir
100 pl por cavidad de reactivo CellTiter Glo, y las placas se
pueden colocar en un agitador orbital durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Las placas se pueden 1incubar durante
unos 10 minutos adicionales, luego la luminiscencia se puede
registrar (tiempo de integracidén de 1 segundo) en un lector
Perkin Elmer Wallac Victor 3 Modelo 1420.

Los valores de 1ICsy para la inhibicién de 1la
proliferacidén inducida por VEGF165 se pueden calcular con
GraphPad Prism 6, utilizando valores X transformados
logaritmicamente. Los valores solos medios se pueden incluir
como el punto mas alto de las curvas; el wvalor X
(concentracidén) para el medio solo se puede ajustar a 100X
mayor que el valor X mas alto. Ademéds, los valores solos de
VEGEF se pueden incluir como el punto méds bajo de las curvas;
la concentracién para VEGF solo se pueden ajustar a 100X
menor que el valor X mas bajo. El andlisis de regresidén no
lineal (ajuste de curva) (respuesta de dosis sigmoidal,
pendiente variable) se puede realizar en los datos
transformados logaritmicamente para obtener valores de IC50.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, la dosis del Compuesto F
neutraliza de manera dependiente la proliferacidén inducida

por VEGF165 humano de HMVEC-d de manera similar a IMC-1121B
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con medias de ICsq de 19.24 nM y 31.36 nM, respectivamente
(n=2) . Esto indica que la porcidén de anticuerpo de VEGFR2 del
compuesto ha mantenido la potencia en el Compuesto F que es

comparable con IMC-1121B en este ensayo basado en células.

Inhibicién de la Formacidén de Corddén Inducida por VEGF165

La inhibicidén in vitro de la formacién de corddn
inducida por VEGF se puede medir en un sistema de co-cultivo
in vitro. El ensayo mencionado anteriormente se puede
utilizar para medir la inhibicién de la formacidén de corddn
inducida por VEGF por un compuesto de la presente invencidn.
Un anticuerpo de VEGFR2 se puede incluir como un control
positivo.

Para este ensayo, 1las células madre derivadas de
tejido adiposo (ADSC; Lonza # PT5006, lote #0OF4505-01) se
pueden cultivar en matraces de cultivo Corning (Corning
#431082) en medio EGM-2MV (Lonza # CC3202). Las células
formadoras de colonias endoteliales (ECFC; Lonza, lote # EGT-
ECFC100506r) se pueden cultivar en matraces recubiertos con
Coléageno I (BD Biosciences #356486) en medio EGM-2MV
suplementado con 5% FBS inactivado con calor (Gibco # 10082-
147) . Las ADSC en los pasos 4-6 se pueden recolectar de los
matraces de cultivo los cuales se pueden enjuagar con DPBS
(Hyclone #SH30028.03) seguido por TrypLE Express (Gibco

#12605-010) . Las células ADSC se pueden suspender en Medio
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basal (MCDC-131 (Gibco #10372-019) suplementado con 10 ug/ml
de insulina, dexametasona 1 uM, 30 upg/ml de &cido ascdrbico,
10 pg/ml de transferrina humana y 50 pg/ml de tobramicina).
El recuento de células viables se puede determinar y las
células se pueden sembrar placas negras de 96 cavidades de
fondo claro (BD Falcon #353219) a 4x10? células por cavidad en
100 pl de medio basal. Las células se pueden incubar a 37°C
en 5% CO, durante 1la noche para permitir la unidén. Al
siguiente dia, las ECFC en 1los pasos 7-10 se pueden
recolectar en medio basal como anteriormente y el recuento de
células viables se puede ajustar a 4x10* células por ml. El
medio se puede remover de las células ADSC y se pueden anadir
100 pl de suspensidén de células ECFC a cada cavidad. Las
placas se pueden incubar a 37°C en 5% CO, durante 2-3 horas
para permitir que las células se asienten en la parte
superior de la monocapa de ADSC. IMC-1121B y los compuestos
de la presente invencidén se pueden diluir a 80 upg/ml en medio
basal, y luego se pueden diluir en serie 1:3 con medio basal
para producir una serie de respuesta a la dosis de nueve
puntos. Se pueden afadir 50 pl de cada dilucidn del compuesto
al co-cultivo. Se pueden anfadir 50 pl de una solucidén de 80
ng/ml de rhVEGF (R&D #293-VE/CF, 50 ug/ml en DPBS) preparada
en medio basal a la combinacidén de co-cultivo + compuesto.
Las concentraciones finales de los compuestos y rhVEGE pueden

ser 20 pug/ml y 20 ng/ml, respectivamente. El1 control positivo
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para el ensayo puede incluir 20 ng/ml de rhVEGE en la
ausencia del compuesto. El control negativo para el ensayo
puede incluir medio basal sin rhVEGF. Las placas luego se
pueden incubar a 37°C en 5% CO, durante 3 dias para permitir
que se formen los cordones.

Al final del periodo de incubacién, el medio se
puede aspirar de cada cavidad % se pueden ahadir
cuidadosamente 100 ul de 80% etanol a temperatura ambiente.
Las placas se pueden incubar a temperatura ambiente durante
20 minutos. La solucidén de etanol se puede aspirar y las
cavidades se pueden lavar dos veces con 150 ul de DPBS. El
Anti-huCD31 (IgG de oveja purificada con afinidad R&D #AF806,
200ug/ml) y MAB Anti-Actina, alfa-Mtasculo 1liso-Cy3 (Sigma
#C6198) se pueden diluir cada uno 1:250 en 2.5% FBS/DPBS. Se
pueden afladir 100 pl de mezcla de anticuerpos a las cavidades
y las placas se pueden incubar a 37°C en 5% CO, durante 2
horas. Las placas luego se pueden aspirar y las cavidades se
pueden lavar dos veces con 150 ul de DPBS. IgG anti-oveja de
mono Alexa Fluor 488 (H+L) (Life Technologies #A11015) se
puede diluir 1:400 y Hoescht 33342 (Life Technologies #H3570)
se puede diluir 1:1000 en 2.5% FBS/DPBS y se pueden afadir
100 pl por cavidad a las placas. Las placas se pueden incubar
a temperatura ambiente protegidas de la 1luz durante 30
minutos. Las cavidades luego se pueden lavar dos veces con

150 pl de DPBS. Se pueden afadir 150 upl de DPBS a cada
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cavidad y las placas se pueden sellar con sellos adhesivos
negros (PerkinElmer #6050173).

Las placas se pueden leer en el lector ArrayScan
VTI HCS (Cellomics—Thermo Fisher) utilizando la Bio-
aplicacidén de Formacidén de Tubos. Los datos de &area de tubo
total se pueden graficar contra las concentraciones de
compuesto en nM en GraphPad Prism 6. Las concentraciones de
compuesto se pueden transformar en datos logaritmicos y 1los
valores de 1ICsy para la inhibicidén se pueden calcular por
regresién no lineal (respuesta de dosis sigmoidal, pendiente
variable). Cada experimento puede representar la media de
triplicados y los experimentos triplicados se pueden expresar
como la media geométrica y se puede calcular el 95% de
intervalos de confianza.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, la dosis del Compuesto F inhibe
de manera dependiente la formacidédn de corddn inducida por
VEGF humano en el sistema de co-cultivo de ADSC/ECFC,
comparativamente con IMC-1121B con ICso media de 6.04 nM y 5.6
nM, respectivamente (n=3). Esto indica que la porcidn de
anticuerpo de VEGFR2 del compuesto ha mantenido potencia en
el Compuesto F que es comparable con IMC-1121B en este ensayo

basado en células.
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Represién del Desarrollo de Vasos Sanguineos Inducido por
Ang2.

La regresién in vivo de la angiogénesis fisioldgica
por un anticuerpo de Ang2 se puede medir en un modelo de
desarrollo de vasos sanguineos en la retina de ratones. E1
ensayo mencionado anteriormente se puede utilizar para
estudiar la capacidad de los compuestos de la presente
invencidén para reprimir la angiogénesis fisioldégica en 1la
retina de ratones.

Para este ensayo, el dia del suministro a la cria
de ratdédn por las hembras prefladas se puede marcar como PO
(dia postnatal 0). Después del suministro, en los dias dos vy
cuatro (P2 y P4) las crias se pueden inyectar con control de
vehiculo (PBS) o 10 mg/kg de anticuerpo de Ang2 o 13.5 mg/kg
del compuesto para mantener comparables las cantidades
molares de las moléculas. En P5 1los ratones se pueden
sacrificar y los ojos se pueden recolectar y se pueden fijar
en formalina durante 5 horas y se pueden lavar con PBS.

Las retinas luego se pueden disecar, y se pueden
tefiir con anti-CD31 diluido a 1:200 (BD Pharmingen; clon MEC
13.3; Catédlogo 553370), vy anti-SMA-FTIC diluido a 1:200
(Sigma; Clon 1A4 Catalogo F3777). Para las retinas tratadas
con anti-CD31 se puede wutilizar wun Alexa-647 anti-rata
diluido a 1:400 (Jackson Immuno Research; Catalogo 712-606-—

153) como un anticuerpo secundario. La adquisicidédn de las
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retinas se puede hacer utilizando Nikon Ti, % las
cuantificaciones de la progresidén vascular, numero de células
de punto de brote, y densidad wvascular de la reconstruccién
del plexo se puede realizar utilizando software FIJI. Las
imdgenes de alta amplificacién se pueden adquirir utilizando
una Nikon Al confocal.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto F y un Ab de Ang-2
con las mismas HCDR y LCDR como la porcidén de polipéptido de
scFv del Compuesto F reprimen comparativamente la progresidn
vascular, reducen tanto el numero de células de punta
endoteliales como la densidad vascular, asi como aumentan la
cobertura de pericitos (Tabla 7). Estos resultados de este
modelo in vivo indican que la porcidén de polipéptido de scFv
de Ang2 del Compuesto F ha mantenido la funcidn y potencia
que es comparable con un anticuerpo de Ang2 con las mismas
HCDR y LCDR como 1la porcidén de polipéptido de scFv del

Compuesto F.

Tabla 7

Parametros Vehiculo mAb de Ang2 Compuesto F

Progresién vascular

Media (%) 100 57.29 49.01

Error estédndar de la media 2.956 4.296 3.679
Valor P (Vehiculo contra
< 0.0001 < 0.0001
Compuestos)
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(Prueba de Dunnett)

Valor P (mAb de Ang2 contra
Compuesto F) 0.2543
(Prueba de Dunnett)

Numero de células de punta

Media (%) 100 61.77 47.26

Error estédndar de la media 6.749 6.658 4.719

Valor P (Vehiculo contra
Compuestos) < 0.0001 < 0.0001

(Prueba de Dunnett)

Valor P (MAb de Ang2 contra
Compuesto F) 0.1354
(Prueba de Dunnett)

Densidad wvascular

Media (%) 100 60.52 62.97
Error estédndar de la media 5.728 2.178 2.935

Valor P (Vehiculo contra
Compuestos) < 0.0001 < 0.0001
(Prueba de Dunnett)

Valor P (MAb de Ang2 contra
Compuesto F) 0.9476

(Prueba de Dunnett)

Estabilidad fisica, estabilidad quimica, y calidad del
producto

Las calidades del producto, incluyendo el nivel de
agregado, homogeneidad durante la expresidén, estabilidad
fisica, y estabilidad quimica, se evallan para identificar
cualquier ©problema vy asegurar la adecuacidén para usos

terapéuticos.
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Mal apareamiento de cadena ligera libre

Durante la purificacién y andlisis del Compuesto A
(dos primeros polipéptidos de SEC ID NO: 38 y dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 39), vy del Compuesto B (dos
primeros polipéptidos de SEC ID NO: 40 vy dos segundos
polipéptidos de SEC ID NO: 39), se detecta la presencia de
cadenas ligeras no covalentes de la porcidén de anticuerpo del
compuesto. La purificacidén para remover esta especie mal
plegada resulta en pobre rendimiento final del compuesto
deseado. Se encontrdé que la inestabilidad de 1la interfaz
entre la VH y VL de la porcidén de anticuerpo del compuesto, y
el plegamiento de los dominios del polipéptido de scFv,
contribuyen al problema. Las mutaciones en el armazdén de la
porcidén de anticuerpo del compuesto se utilizan para eliminar
este problema de mal apareamiento de cadena ligera, sin
embargo, el problema sdélo se redujo y no se resolvid. Se
intenta un numero de armazones de linea germinal en el
polipéptido de scFv, pero los perfiles de expresidén no se
mejoran. La ingenieria genética de las CDR y armazones de la
porcidédn de anticuerpo del compuesto en combinacidén con la
ingenieria genética de polipéptido de scFv se requiere para
producir el resultado deseado de niveles aceptables de mal
apareamiento de cadena ligera.

El analisis especifico de masas confirma la

existencia de LC libre asociada con el Compuesto A, ya sea
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como asociacidén no covalentemente enlazada o como especie
covalentemente enlazada. Para cuantificar adicionalmente el
porcentaje de asociaciones de LC, se emplea un método de HIC-
HPLC (TSKgel butilo-NPR 4.6mm ID x 10cm, 2.5um; TOSOH cat. #
42168). En este andlisis, se inyecta una muestra de proteina
sobre una columna de butilo—-NPR y se eluye de acuerdo con su
hidrofobicidad. Mediante la débil interaccidén hidrofdbica, el
mondémero, agregados y diversos estados de especies asociadas
con LC se resuelven secuencialmente durante la elucidn. EI
método se desarrolla de modo que los articulos de prueba se
preparan en 1 mg/ml de solucidén en amortiguador de fosfato de
potasio 50 mM, sulfato de amonio 1 M, pH 6.7 y 50 ug de la
muestra se inyectan en una columna TSKgel butilo-NPR a
velocidad de flujo de 1 ml/min en el sistema Agilent LC 1260.
Con un gradiente de sal de sulfato de amonio 1 M a cero en
amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 6.7, tres picos
de proteina se resuelven y fraccionan. Cada pico fraccionado
se analiza por LCMS vy se identifica como Mab-scFv de
mondémero, Mab-scFv bi-cisteinilado con una LC cisteinilada
extra, vy Mab-scFv cisteinilado con dos LC cisteiniladas
extras. Con las asignaciones de pico confirmadas por LCMS, el
cromatédgrafo final (deteccidén de A214) se integra para
calcular el porcentaje total de asociacidén de LC.

En los experimentos realizados como se describe

anteriormente, se encontrdé que el compuesto con una mutacidén
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M111L del Compuesto B para fijar la oxidacién exhibe 55% de
asociacidén de LC. Mediante la ingenieria genética del dominio
variable de VR2 vy los armazones, se encontrd que las
moléculas finales del Compuesto C, Compuesto D, Compuesto E,
y Compuesto F no exhiben asociacién de LC detectable como se

detecta por andlisis de HIC-HPLC (Tabla 8).

Tabla 8

=
o QO
o°

Compuesto con M111L

Compuesto

Compuesto

Ol O O] O u

B
C
Compuesto D
E
F

Compuesto

Formacién de Mab-Diacuerpo

Para facilitar la medicidén de las relaciones de
Mab-Diacuerpo/Mab-scFv en los compuestos de la presente
invencién, se realizan los siguientes tratamientos.
Tipicamente 20 ug del compuesto de la presente invencidédn son
intercambiados con amortiguador en fosfato de sodio 50 mM que
contiene cloruro de sodio 150 mM, pH 6.6 utilizando un
dispositivo de filtro centrifugo de 0.5 ml Amicon Ultra. Las
muestras se concentran a aproximadamente 30 pl y luego se
mezclan con 1 ul de enzima FABricator recién preparada

(Genovis, Cat: AO-FR1-020; 2000 U disuelta en 30 ul de ddH;0)
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y se incuban a 37°C durante la noche. Las muestras digeridas
(1 pl) se someten a andlisis de LC/UV/MS utilizando Waters
Acquity UPLC acoplada a un espectrdémetro de masas Waters Xevo
G2-S. Las muestras se cargan en una columna de fase inversa
de 50x1.0mm, 1000 A, 5um PLRP-S (Proxeon, Cat: PL1312-1502) a
una velocidad de flujo de 0.3 ml/min y temperatura de columna
de 80°C. Las muestras se eluyen de la columna utilizando un
gradiente de TFA en acetonitrilo. El eluido se analiza
primero por UV a 214 nm con el flujo entonces dirigido al
espectrémetro de masas para el andlisis utilizando modo de
sensibilidad, polaridad positiva con un intervalo de
adquisicién de 400-4000 m/z.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto B exhibe menos de 1%
de Mab-Diacuerpo. El Compuesto C, Compuesto D, y Compuesto E,
que incorporan todas las modificaciones hechas al Compuesto B

para reducir los problemas de mal apareamiento de cadena

ligera y oxidacidn, de manera sorprendente tuvieron
aproximadamente 5-6% de Mab-Diacuerpo. Los cambios de

secuencia incorporados en el Compuesto F tuvieron un
porcentaje de Mab-Diacuerpo de menos de 1% de Mab-Diacuerpo

lo cual es comparable con el Compuesto B.

Oxidacidn

La estabilidad quimica de los compuestos de la
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presente invencién se puede evaluar produciendo condiciones
de formulacidén variadas las cuales se pueden someter a estrés
de temperatura mantenida. Los cambios de la estabilidad
quimica se pueden monitorear por técnicas de mapeo de péptido
por LCMS establecidas. Brevemente, los articulos de prueba se
pueden obtener y diluir a una concentracidén final de 1 mg/ml
en los siguientes amortiguadores de formulacidén: Citrato
10mM, pH 5.0, Citrato 10mM, pH 6.5, 1X PBS, pH 7.4 y Tris
10mM, pH 8.0 y luego se someten a didlisis exhaustiva a 4°C
en cada amortiguador respectivo para asegurar el intercambio
completo del amortiguador. Las muestras de amortiguador
intercambiado luego se pueden someter a incubacién ya sea a
4°C o 40°C durante cuatro semanas, después de lo cual las
muestras se pueden analizar por LCMS como sigue. El material
estresado se puede intercambiar de amortiguador en guanidina
8 M para desnaturalizacién antes de la reduccidédn con DTT
seguida por alquilacidén subsiguiente por yodoacetamida. La
proteina reducida y alquilada luego se puede intercambiar de
amortiguador en Tris, pH 7.5 y se digiere con tripsina a una
relacién molar de 20:1 a 37°C durante cuatro horas. La
digestidén se puede apagar con la adicién de 1 ulL de é&cido
acético glacial. La separacidédn de los fragmentos de péptido
digeridos se puede lograr mediante la captura en una Zorbax
de 1.8um, C18 2.lmm x 50mm pre-equilibrada con 0.2% de &cido

férmico en agua y elucidén subsiguiente utilizando un



10

15

20

25

77

gradiente de 0.2% de &cido férmico en acetonitrilo operado a
0.3 ml/min. Los péptidos eluidos se pueden analizar de manera
inmediata wutilizando un Agilent ESI-QTOF ajustado para
escanear en modo de ion positivo desde 300m/z a 2000m/z a 1
escaneo/segundo. La fuente de ESI se puede establecer a 4000
V y la temperatura a 350°C, gas nebulizador a 40 psi y gas de
cono a 12 psi. Se puede utilizar el software Agilent Mass
Hunter Bio-confirm para alinear el espectro de masas de
péptido triptico a la secuencia de proteina.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, el Compuesto B exhibe 14.2% de
oxidacién en la posicidén M11l1l en la cadena pesada de la
porcidén de anticuerpo de VEGFR2 del compuesto cuando se
somete a tensidén de temperatura a 40°C a pH 8.0. Para evitar
los problemas relacionados con la oxidacidén en esta posiciédn,
se hace una mutacién de punto UGnico que cambia la metionina
111 a leucina en los Compuestos C, D, E, y F para eliminar la

posibilidad de modificacidén quimica en esta posicidn.

Farmacocinética (PK) y farmacodindmica (PD) en plasma después
de una dosis intravenosa Unica a monos cinomolgus machos

La PK y PD de 1los compuestos de la presente
invencidén se pueden medir en monos cinomolgus después de una
dosis intravenosa unica.

Los monos cinomolgus machos (n=2/grupo) se pueden
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administrar con una dosis intravenosa uUnica de un compuesto
de la presente invencién. La sangre se puede muestrear entre
2-672 horas posterior a la dosis y el plasma se aisla para
cuantificar los niveles en plasma del compuesto utilizando
tres métodos de ELISA.

El método de IgG humana total puede utilizar un
formato de ELIS para medir la concentracién del compuesto de
la presente invencidédn (IgG humana total). Los estandares,
controles, y muestras de prueba se pueden incubar con F(ab’)?2
anti-humano de cabra el cual se ha inmovilizado en una placa
de microtitulacidén. Después de la incubacidén, una IgG,—HRP
anti-humana de ratdén (peroxidasa de rdbano picante) se puede
afladir a las cavidades. Una vez que la enzima no unida se
quita, se puede anadir solucidédn de sustrato SureBlue® TMB
(tetrametilbencidina) a las cavidades. El1 desarrollo de color
se puede detener por la adicidén de una solucidén acida y la
densidad éptica se mide a 450 nm con correccidén de longitud
de onda ajustada a 630 nm. El intervalo de ensayo puede ser
30-700 ng/ml.

El método de captura de antigeno de VEGFR2 puede
utilizar un formato de ELISA para medir la concentracidn de
los compuestos de la presente invencidén (captura de antigeno
de VEGFR2). Los estandares, controles y muestras de prueba se
pueden incubar en una placa de microtitulacidén recubierta con

VEGFR2 humano. Después de la incubacidén, una IgG4—HRP anti-
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humana de ratdén (peroxidasa de rabano picante) se puede
ahadir a las cavidades. Una vez que la enzima no unida se
quita, se puede afiadir solucidén de sustrato SureBlue® TMB
(tetrametilbencidiae) a las cavidades. El desarrollo de color
se puede detener por la adicidén de una solucidén acida y la
densidad déptica se mide a 450 nm con correccidén de longitud
de onda ajustada a 630 nm. El intervalo de ensayo puede ser
80-2000 ng/ml.

El método de captura de antigeno de Ang2 utiliza un
formato de ELISA para medir la concentracién de 1los
compuestos de la presente invencién (captura de antigeno de
Ang2). Los estdndares, controles y muestras de prueba se
pueden incubar en una placa de microtitulacidén recubierta con
Ang2. Después de la incubacidén, una IgG,—HRP anti-humana de
ratdén (peroxidasa de rédbano picante) se aflade a las
cavidades. Una vez que la enzima no unida se quita, se puede
afadir solucidn de sustrato SureBlue® TMB
(tetrametilbencidiae) a las cavidades. El1 desarrollo de color
se puede detener por la adicidén de una solucidén acida y la
densidad éptica se mide a 450 nm con correccidén de longitud
de onda ajustada a 630 nm. El intervalo de ensayo puede ser
30-700 ng/ml.

El analisis no compartimental se puede realizar
utilizando Phoenix WinNonlin 6.3. Las graficas se pueden

generar utilizando SigmaPlot v1l, y el procesamiento de datos
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se puede realizar utilizando Microsoft Excel 2010.

En los experimentos realizados esencialmente como
se describe en este ensayo, la PK se mide para el Compuesto E
y Compuesto F después de una dosis a 1, 10, y 25 mg/kg. Para
el Compuesto E, la vida media terminal, como se mide en todos
los tres ensayos, estuvo dentro del intervalo de 8.96-37.9 h
dependiendo del grupo de dosis (Tabla 9), mientras que la
vida media terminal para el Compuesto F estuvo dentro del
intervalo de 18.6-79.5 h dependiendo del grupo de dosis
(Tabla 10). Estos resultados de tres diferentes ensayos de
unidén, gque miden cada uno diferentes partes del compuesto,
demuestran cada uno una vida media terminal mayor para el

Compuesto F en comparacidédn con el Compuesto E.

Tabla 9
Ensayo Dosis Media t;,, (n=2)
(mg/kg) (h)
1 8.96
Capt. de Ag de Ang2 10 24.4
25 35.9
Compuesto E 1 35.8
IgG humana total 10 30.2
25 36.7
1 15.6
Captura de Ag de
10 23.2
VEGFR2
25 37.9
Tabla 10
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Ensayo Dosis Media t;,, (n=2)

(mg/kg) (h)
1 20.1
Capt. de Ag de Ang2 10 54.3
25 75.2
Compuesto F 1 18.6
IgG humana total 10 52.6
25 79.5
1 27.5

Captura de Ag de
10 54.3

VEGFR2

25 71.2

Secuencias de aminodcidos y nucleétidos
SEC ID NO: 1 (HCVR de anticuerpo - Compuesto C)
EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTEAFDIWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 2 (HCVR de anticuerpo - Compuesto D)
EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYTYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 3 (HCVR de anticuerpo - Compuesto E)

EVOLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 4 (HCVR de anticuerpo - Compuesto F)
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EVOQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 5 (HC de anticuerpo - Compuesto C)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTEAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSLG

SEC ID NO: 6 (HC de anticuerpo - Compuesto D)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYTYYA
DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEA

LHNHYTOKSLSLSLG

SEC ID NO: 7 (HC de anticuerpo - Compuesto E)
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EVOQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVIVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSS
VVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSLG

SEC ID NO: 8 (HC de anticuerpo - Compuesto F)

EVQOLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP SVEFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK

GEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEA

LHNHYTQKSLSLSLG
SEC ID NO: 9 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
scFv — Compuesto C)

EVOLVQOSGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTEAFDIWGQGTLVIVSSASTKGP

SVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSS

VVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKP SNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
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DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQOKSLSLSLGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSETDY
NMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAV
YYCARTRDRYDVWYEDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSP
SSVSASVGDRVTITCKASQDVYIAVAWYQOKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSRESGSGSGT

DFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTFGCGTKVEIK

SEC ID NO: 10 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
scFv - Compuesto D)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYTYYA
DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVF LFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQOKSLSLSLGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFEFTDY
NMVWVROAPGQCLEWMGY IDPYNGGTGYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAV
YYCARTRDRYDVWYEFDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGEGESGGGEGESGGEGEGESDIQMTQSP
SSVSASVGDRVTITCKASQDVYTIAVAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSREFSGSGSGT

DFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTEFGCGTKVEIK

SEC ID NO: 11 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
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scFv - Compuesto E)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSLGGGGSGGGGSGGGGSQVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSEFTDY
NMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAV
YYCARTRDRYDVWYFDVWGQGTLVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSP
SSVSASVGDRVTITCKASQDVYTIAVAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSRESGSGSGT

DFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTEFGCGTKVEIK

SEC ID NO: 12 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
scFv - Compuesto F)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESSYSMLWVRQAPGKGLEWVSAISSSSSYIYYA
DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVF LFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQOKSLSLSLGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQDVYTA

VAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRDTGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCHQYSS
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YPPTEFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGY
SETDYNMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYNQKFEGRVTITADESTSTAYMELSSLRS

EDTAVYYCARTRDRYDVWYFDVWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 13 (LCVR de anticuerpo - Compuesto C y Compuesto
F)
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASRGIDNWLTWYQQKPGKAPKLLIYEASSLQSGVPSR

FSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQAKAFPPTFGGGTKVDIK

SEC ID NO: 14 (LCVR de anticuerpo - Compuesto D)
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIDNWLTWYQQKPGKAPKLLIVEASSLQSGVPSR

FSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQAKRFPPTFGGGTKVDIK

SEC ID NO: 15 (LCVR de anticuerpo - Compuesto E)
DIQOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIDNWLTWYQQKPGKAPKLLIVEASSLQSGVPSR

FSGSGSGTIDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQAKAFPPTFGGGTKVDIK

SEC ID NO: 16 (LC de anticuerpo - Compuesto C y Compuesto
F)

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASRGIDNWLTWYQQKPGKAPKLLIYEASSLQSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKAFPPTFGGGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

SEC ID NO: 17 (LC de anticuerpo - Compuesto D)
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DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIDNWLTWYQQOKPGKAPKLLIVEASSLOSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQAKRFPPTFGGGTKVDIKRTVAAPSVEIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

SEC ID NO: 18 (LC de anticuerpo - Compuesto E)

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIDNWLTWYQQKPGKAPKLLIVEASSLOSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKAFPPTFGGGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

SEC ID NO: 19 (polipéptido de scFv - Compuesto C, Compuesto
D, Compuesto E)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSEFTDYNMVWVROQAPGQCLEWMGY IDPYNGGTGYN
QKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARTRDRYDVWYEFDVWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSGGGGSGGEGGESGGEGEGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCKASQDVY IAVAWYQ
QKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTE

GCGTKVEIK

SEC ID NO: 20 (polipéptido de scFv - Compuesto F)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQDVYTIAVAWYQQKPGOPPKLLIYWASTRDTGVPDR
FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYSSYPPTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYSETDYNMVWVROQAPGQCLEWMGY IDPYNG
GTGYNQKFEGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARTRDRYDVWYEFDVWGQGTLV

TVSS
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SEC ID NO: 21 (HCVR de polipéptido de scFv - Compuesto C,
Compuesto D, Compuesto E)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSEFTDYNMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYN

QKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARTRDRYDVWYFDVWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 22 (HCVR de polipéptido de scFv - Compuesto F)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYSEFTDYNMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYN

QKFEGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARTRDRYDVWYFDVWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 23 (LCVR de polipéptido de scFv - Compuesto C,
Compuesto D, Compuesto E)
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCKASQDVYIAVAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSR

FSGSGSGTIDFTLTISSLOQPEDFATYYCHQYSSYPPTFGCGTKVEIK

SEC ID NO: 24 (LCVR de polipéptido de scFv - Compuesto F)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQDVYTIAVAWYQQKPGOPPKLLIYWASTRDTGVPDR

FSGSGSGTIDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYSSYPPTFGCGTKVEIK

SEC ID NO: 25 (ADN de HC de
anticuerpo/enlazante/polipéptido de scFv - Compuesto C)

GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATAGCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCC
AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCCATTAGTAGTAGTAGTAGTTACATATACTACGCA

GACTCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGC
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AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGTCACAGAGGC

TTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACACTGGTCACCGICTCAAGCGCCTCCACCAAGGGCCCA

TCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCT

GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC

CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC

GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACA

AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACC

CTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTICTTCCTIGTTCCCCCCAAAACCCAAG

GACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGG

AAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC

AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG

CACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGT

CCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC

CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA

GGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT

ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAAC

CGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT

CTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTGGCGGAGGCTCCGGGG

GAGGGGGTAGCGGAGGAGGGGGATCCCAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAA

GAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGACTAC

AACATGGTGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAATGCCTTGAGTGGATGGGATATATTGATC

CTTACAATGGTGGTACTGGCTACAACCAGAAGTTCGAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGA

CACATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTG

TATTACTGTGCGAGAACGAGGGATAGATACGACGTCTGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAGG

GAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGAGGCGGAGGTTCCGGGGGAGGGGGCAGCGGAGGAGG
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CGGATCGGGCGGAGGAGGAAGTGGAGGCGGAGGCAGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCA
TCTTCCGTGTICTGCATCTGTTGGCGACAGAGTCACCATCACTTGTAAGGCCAGTCAGGATG
TGTATATTGCTGTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA
TTGGGCATCCACCCGGGACACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACA
GATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCACC

AATATAGCAGCTATCCTCCTACGTTCGGCTGCGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

SEC ID NO: 26 (ADN de LC de anticuerpo- Compuesto C vy
Compuesto F)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCTGTIGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGTCGGGCGAGTCGTGGTATTGACAACTGGTTAACGTGGTATCAGCAGAAACCAGG
GAAAGCCCCTAAGCTCCTGATTTACGAAGCATCCAGTTTGCAATCAGGGGTCCCATCAAGG
TTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACTATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAG
ATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAAGCTAAGGCTTTTCCTCCCACTTTCGGCGGAGGGAC
CAAGGTGGACATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC

CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC

SEC ID NO: 27 (ADN de HC de
anticuerpo/enlazante/polipéptido de scFv - Compuesto D)
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT

CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATAGCATGCTTTGGGTCCGCCAGGCTCC
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AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCCATTAGTAGTAGTAGTAGTTACACCTACTACGCA

GACTCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGC

AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGTCACAGATGC

TTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACACTGGTCACCGICTCAAGCGCCTCCACCAAGGGCCCA

TCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCT

GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC

CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC

GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACA

AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACC

CTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTICTTCCTIGTTCCCCCCAAAACCCAAG

GACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGG

AAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC

AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG

CACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGT

CCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC

CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA

GGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT

ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAAC

CGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT

CTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTGGCGGAGGCTCCGGGG

GAGGGGGTAGCGGAGGAGGGGGATCCCAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAA

GAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGACTAC

AACATGGTGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAATGCCTTGAGTGGATGGGATATATTGATC

CTTACAATGGTGGTACTGGCTACAACCAGAAGTTCGAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGA

CACATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTG
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TATTACTGTGCGAGAACGAGGGATAGATACGACGTCTGGTACTTICGATGICTGGGGCCAGG
GAACCCTGGTCACCGTICTCCTCAGGAGGCGGAGGTTCCGGGGGAGGGGGCAGCGGAGGAGG
CGGATCGGGCGGAGGAGGAAGTGGAGGCGGAGGCAGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCA
TCTTCCGTGTICTGCATCTGTTGGCGACAGAGTCACCATCACTTGTAAGGCCAGTCAGGATG
TGTATATTGCTGTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA
TTGGGCATCCACCCGGGACACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACA
GATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCACC

AATATAGCAGCTATCCTCCTACGTTCGGCTGCGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

SEC ID NO: 28 (ADN de LC de anticuerpo- Compuesto D)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCTGTIGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTGACAACTGGTTAACGTGGTATCAGCAGAAACCAGG
GAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCGTCGAGGCATCCAGTTTGCAATCAGGGGTCCCATCAAGG
TTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACTATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAG
ATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAAGAGGTTTCCTCCCACTTTCGGCGGAGGGAC
CAAGGTGGACATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC

CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC

SEC ID NO: 29 (ADN de HC de
anticuerpo/enlazante/polipéptido de scFv - Compuesto E)

GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT
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CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATAGCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCC

AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCGATTAGTAGTAGTAGTAGTTACATATACTACGCA

GACTCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGC

AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGTCACAGATGC

TTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACACTGGTCACCGICTCAAGCGCCTCCACCAAGGGCCCA

TCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCT

GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC

CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC

GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACA

AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACC

CTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTICTTCCTIGTITCCCCCCAAAACCCAAG

GACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGG

AAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC

AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG

CACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGT

CCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC

CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA

GGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT

ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAAC

CGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT

CTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTIGTCTCTGGGTGGCGGAGGCTCCGGGG

GAGGGGGTAGCGGAGGAGGGGGATCCCAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAA

GAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGACTAC

AACATGGTGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAATGCCTTGAGTGGATGGGATATATTGATC

CTTACAATGGTGGTACTGGCTACAACCAGAAGTTCGAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGA
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CACATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTIG
TATTACTGTGCGAGAACGAGGGATAGATACGACGTCTGGTACTTICGATGICTGGGGCCAGG
GAACCCTGGTCACCGTICTCCTCAGGAGGCGGAGGTTCCGGGGGAGGGGGCAGCGGAGGAGG
CGGATCGGGCGGAGGAGGAAGTGGAGGCGGAGGCAGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCA
TCTTCCGTGTICTGCATCTGTTGGCGACAGAGTCACCATCACTTGTAAGGCCAGTCAGGATG
TGTATATTGCTGTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA
TTGGGCATCCACCCGGGACACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACA
GATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCACC

AATATAGCAGCTATCCTCCTACGTTCGGCTGCGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

SEC ID NO: 30 (ADN de LC de anticuerpo- Compuesto E)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCTGTIGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTGACAACTGGTTAACGTGGTATCAGCAGAAACCAGG
GAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCGTCGAGGCATCCAGTTTGCAATCAGGGGTCCCATCAAGG
TTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACTATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAG
ATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAAGGCTTTTCCTCCCACTTTCGGCGGAGGGAC
CAAGGTGGACATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA
GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC

CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC

SEC ID NO: 31 (ADN de HC de
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anticuerpo/enlazante/polipéptido de scFv - Compuesto F)

GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATAGCATGCTTTGGGTCCGCCAGGCTCC
AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCCATTAGTAGTAGTAGTAGTTACATATACTACGCA
GACTCAGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGC
AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGTCACAGATGC
TTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACACTGGTCACCGTCTCAAGCGCCTCCACCAAGGGCCCA
TCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACA
AGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACC
CTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAG
GACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGG
AAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTG
CACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGT
CCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
GGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAAC
CGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTGGCGGAGGCTCCGGGG
GAGGGGGTAGCGGAGGAGGGGGATCCGACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGC

TGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGTATATTGCT



10

15

20

25

96

GTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTICATTITACTGGGCATCCA
CCCGGGACACTGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCT
CACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAATATAGCAGC
TATCCTCCTACGTTCGGCTGCGGGACCAAGGTGGAGATCAAAGGTGGCGGAGGATCTGGTG
GAGGTGGCTCAGGAGGTGGCGGAAGCGGCGGAGGTGGAAGTCAGGTGCAGCTGGTGCAGTC
TGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTAC
TCATTCACTGACTACAACATGGTGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAATGCCTTGAGTGGA
TGGGATATATTGATCCTTACAATGGTGGTACTGGCTACAACCAGAAGTTCGAGGGCAGAGT
CACGATTACCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCT
GAGGACACGGCCGTIGTATTACTGTGCGAGAACGAGGGATAGGTACGACGTICTIGGTACTTCG

ATGTCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

SEC ID NO: 32 (ECD de VEGFRZ humano)

ASVGLPSVSLDLPRLSIQKDILTIKANTTLOQITCRGQRDLDWLWPNNQSGSECRVEVTECS
DGLEFCKTLTIPKVIGNDTGAYKCEFYRETDLASVIYVYVODYRSPFIASVSDOQHGVVYITEN
KNKTVVIPCLGSISNLNVSLCARYPEKREFVPDGNRISWDSKKGETIPSYMISYAGMVECEA
KINDESYQSIMYIVVVVGYRIYDVVLSPSHGIELSVGEKLVLNCTARTELNVGIDENWEYP
SSKHOHKKLVNRDLKTQSGSEMKKEFLSTLTIDGVTRSDOGLYTCAASSGLMTKKNSTEVRV
HEKPFVAFGSGMESLVEATVGERVRIPAKYLGYPPPEIKWYKNGIPLESNHTIKAGHVLTI
MEVSERDTGNYTVILTNPISKEKQSHVVSLVVYVPPQIGEKSLISPVDSYQYGTTQTLTCT
VYATPPPHHIHWYWQLEEECANEPSQAVSVINPYPCEEWRSVEDEFQGGNKIEVNKNQFALT
EGKNKTVSTLVIQAANVSALYKCEAVNKVGRGERVISFHVTRGPEITLOPDMQPTEQESVS
LWCTADRSTFENLTWYKLGPOQPLPIHVGELPTPVCKNLDTLWKLNATMEFSNSTNDILIMEL
KNASLODOGDYVCLAQDRKTKKRHCVVROQLTVLERVAPTITGNLENQTTSIGESIEVSCTA

SGNPPPOQIMWEKDNETLVEDSGIVLKDGNRNLTIRRVRKEDEGLYTCOQACSVLGCAKVEAF
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FITEGAQEKTNLE

SEC ID NO: 33 (Ang2 humana)

YNNFRKSMDSIGKKQYQVQHGSCSYTFLLPEMDNCRSSSSPYVSNAVQRDAPLEYDDSVQR
LOVLENIMENNTOQWLMKLENYIQDNMKKEMVEIQONAVONQTAVMIETIGTNLLNQTAEQTR
KLTDVEAQVLNQTTRLELQLLEHSLSTNKLEKQILDQTSEINKLODKNSFLEKKVLAMEDK
HITQLOSTIKEEKDQLOVLVSKONSTITEELEKKIVTATVNNSVLOKQQHDIMETVNNLLTMM
STSNSAKDPTVAKEEQISFRDCAEVEFKSGHTTNGIYTLTFPNSTEEIKAYCDMEAGGGGWT
ITQRREDGSVDFQRTWKEYKVGEGNP SGEYWLGNEFVSQLTNQOQRYVLKIHLKDWEGNEAY
SLYEHFYLSSEELNYRTHLKGLTGTAGKISSISQPGNDEFSTKDGDNDKCICKCSQMLTGGW

WEDACGPSNLNGMYYPORONTNKENGIKWYYWKGSGYSLKATTMMIRPADF

SEC ID NO: 34

GGGGSGGGGS

SEC ID NO: 35

GGGGSGGGGSGGGGES

SEC ID NO: 36

GGGGSGGGGSGGGEGESGGGGES

SEC ID NO: 37

GGGGSGGGGSGGEGEESGGEEGESGGGEGES

SEC ID NO: 38 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
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scFv — Compuesto A)

EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAFDIWGQGTMVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVM
HEATLHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSE
TDYNMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDD
TAVYYCARTRDRYDVWYFDVWGQGTLVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMT
QSPSSVSASVGDRVTITCKASQDVYTIAVAWYQQOKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSRESGSG

SGTIDFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTEGCGTKVEIK

SEC ID NO: 39 (LC de anticuerpo - Compuesto A y Compuesto
B)

DIQMTQSPSSVSASIGDRVTITCRASQGIDNWLGWYQQKPGKAPKLLIYDASNLDTGVPSR
FSGSGSGTYFTLTISSLQAEDFAVYFCQQAKAFPPTFGGGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

SEC ID NO: 40 (HC de anticuerpo/enlazante/polipéptido de
scFv - Compuesto B)
EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYA

DSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVTDAEFDIWGQGTMVITVSSASTKGP
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SVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEA
LHNHYTQOKSLSLSLGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSETDY
NMVWVRQAPGQCLEWMGYIDPYNGGTGYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAV
YYCARTRDRYDVWYEDVWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSP
SSVSASVGDRVTITCKASQDVYIAVAWYQOKPGKAPKLLIYWASTRDTGVPSRESGSGSGT

DFTLTISSLOPEDFATYYCHQYSSYPPTFGCGTKVEIK
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, que comprende un anticuerpo
fusionado por dos enlazantes a dos polipéptidos de fragmentos
variables de cadena Unica (scFv), caracterizado porque:

(a) el anticuerpo comprende dos cadenas pesadas
idénticas (HC) y dos cadenas ligeras idénticas
(LC), en donde cada HC comprende una regidn
variable de cadena pesada (HCVR) cuya
secuencia de aminodcidos se da en la SEC 1ID
NO: 1, SEC ID NO: 2, SEC ID NO: 3, o SEC 1ID
NO: 4, y en donde cada LC comprende una regioén
variable de cadena ligera (LVCR) cuya
secuencia de aminoacidos se da en la SEC ID
NO: 13, SEC ID NO: 14, o SEC ID NO: 15,

b) los dos polipéptidos de scFv son idénticos vy
cada uno comprende una HCVR operativamente
enlazada a una LCVR, en donde cada HCVR tiene
la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID
NO: 21, o SEC ID NO: 22, y en donde cada LCVR
tiene la secuencia de aminodcidos dada en la
SEC ID NO: 23, o SEC ID NO: 24, y

c) los dos enlazantes son enlazantes idénticos
ricos en glicina que enlazan operativamente

cada uno el carboxi terminal de wuna HC del
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anticuerpo al amino terminal de uno de los
polipéptidos de scFv.

2. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque los dos polipéptidos
de scFv comprenden cada uno el carboxi terminal de la LCVR de
un polipéptido de scFv operativamente enlazado al amino
terminal de la HCVR de un polipéptido de scFv.

3. E1l compuesto de conformidad con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 1, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y 1la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 23.

4. El compuesto de conformidad con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminocdcidos dada en la SEC
ID NO: 2, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminoacidos dada en la SEC ID NO: 14, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y 1la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada

en la SEC ID NO: 23.
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5. El compuesto de conformidad con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 3, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 15, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 21, y la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 23.

6. E1l compuesto de conformidad con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque cada HCVR del
anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC
ID NO: 4, cada LCVR del anticuerpo tiene la secuencia de
aminodcidos dada en la SEC ID NO: 13, la HCVR de cada uno de
los polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminoacidos
dada en la SEC ID NO: 22, y 1la LCVR de cada uno de los
polipéptidos de scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 24.

7. El compuesto de conformidad con las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque el anticuerpo
comprende dos cadenas pesadas (HC) vy dos cadenas ligeras
(LC), en donde cada HC tiene la secuencia de aminoadcidos dada
en una de la SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 6, SEC ID NO: 7, o SEC
ID NO: 8, y cada LC tiene la secuencia de aminodcidos dada en

una de la SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17, o SEC ID NO: 18.
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8. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque cada HC del anticuerpo
tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 5, vy
cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 16.

9. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque cada HC del anticuerpo
tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 6, vy
cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 17.

10. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque cada HC del anticuerpo
tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 7, vy
cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de aminodcidos dada
en la SEC ID NO: 18.

11. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque cada HC del anticuerpo
tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO: 8, y
cada LC del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos dada
en la SEC ID NO: 16.

12. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 1 o 7, caracterizado porque cada polipéptido
de scFv tiene la secuencia de aminodcidos idéntica dada en
una de la SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20.

13. El compuesto de conformidad con la
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reivindicacién 12, caracterizado porque cada polipéptido de
scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO:
19.

14. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 12, caracterizado porque cada polipéptido de
scFv tiene la secuencia de aminodcidos dada en la SEC ID NO:
20.

15. Un compuesto, caracterizado porque comprende
dos primeros polipéptidos y dos segundos polipéptidos en
donde cada uno de los primeros polipéptidos tiene 1la
secuencia de aminodcidos de SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC
ID NO: 11, o SEC ID NO: 12, y cada uno de los segundos
polipéptidos tiene la secuencia de aminocdcidos de SEC ID NO:
16, SEC ID NO: 17, o SEC ID NO: 18.

1l6. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque cada uno de 1los
primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 9, y cada uno de los segundos polipéptidos tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 16.

17. El compuesto de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque cada uno de 1los
primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminodcidos de
SEC ID NO: 10, y cada uno de los segundos polipéptidos tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 17.

18. El compuesto de conformidad con la
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reivindicacién 15, caracterizado porgque cada uno de 1los
primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminodcidos de
SEC ID NO: 11, y cada uno de los segundos polipéptidos tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 18.

19. E1l compuesto de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porgue cada uno de 1los
primeros polipéptidos tiene la secuencia de aminodcidos de
SEC ID NO: 12, y cada uno de los segundos polipéptidos tiene
la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 16.

20. El1 compuesto de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 15-19, caracterizado porque cada uno de
los primeros polipéptidos forma un enlace de disulfuro inter-—
cadena con cada uno de los segundos polipéptidos, y el primer
polipéptido forma dos enlaces de disulfuro inter-cadena con
el otro primer polipéptido, vy cada uno de los primeros
polipéptidos forma un enlace de disulfuro intra-cadena.

21. Una célula de mamifero, caracterizada porque
comprende una molécula de ADN que comprende una secuencia de
polinucledétidos que codifica un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de un polipéptido que consiste de SEC ID
NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11 y SEC ID NO: 12 y una
secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de un polipéptido que
consiste de SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17 y SEC ID NO: 18, en

donde la célula es capaz de expresar un compuesto que
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comprende un primer polipéptido gque tiene una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NO:
9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11 y SEC ID NO: 12 y un segundo
polipéptido qgue tiene una secuencia de aminodcidos
seleccionada del grupo que consiste de SEC ID NO: 16, SEC ID
NO: 17 y SEC ID NO: 18.

22. Un proceso para producir un compuesto que
comprende dos primeros polipéptidos seleccionados del grupo
que consiste de SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 11 vy
SEC ID NO: 12 y dos segundos polipéptidos seleccionados del
grupo que consiste de SEC ID NO: 16, SEC ID NO: 17 y SEC ID
NO: 18, caracterizado porque comprende cultivar la célula de
mamifero de conformidad con la reivindicacién 21 bajo
condiciones de modo gque el compuesto se expresa, Yy recuperar
el compuesto expresado.

23. Un compuesto, caracterizado porque se puede
obtener por el proceso de conformidad con la reivindicacién
22.

24. Una composicidén farmacéutica, caracterizada
porque comprende el compuesto de conformidad con cualqguiera
de las reivindicaciones 1-20, vy un portador, diluyente, o
excipiente aceptable.

25. Un método para tratar céncer, caracterizado
porque comprende administrar a un paciente en necesidad del

mismo, una cantidad efectiva del compuesto de conformidad con
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cualquiera de las reivindicaciones 1-20.

26. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
25, caracterizado porque el cédncer es cancer de mama, cancer
de ovarios, caéncer gastrico, cancer colorrectal, cancer de
pulmén de células no pequehas, cancer del tracto biliar, o
carcinoma hepatocelular.

27. E1 método de conformidad con la reivindicacidn
25, caracterizado porque el cancer es cancer de mama, cancer
de ovarios, cancer gastrico, céncer colorrectal, o carcinoma
hepatocelular.

28. El1 compuesto de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1-20, caracterizado para uso en terapia.

29. El1 compuesto de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1-20, caracterizado para uso en el
tratamiento de cancer.

30. E1 compuesto para uso de conformidad con la
reivindicacién 29, caracterizado porque el cancer es cancer
de mama, cancer de ovarios, cancer gastrico, cancer
colorrectal, cancer de pulmén de células no pequeias, cancer
del tracto biliar, o carcinoma hepatocelular.

31. E1 compuesto para uso de conformidad con la
reivindicacién 29, caracterizado porque el cancer es cancer
de mama, cancer de ovarios, cancer gastrico, cancer

colorrectal, o carcinoma hepatocelular.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos due
se unen al receptor 2 del factor de crecimiento endotelial
vascular humano (VEGFR2) y angiopoyetina-2 humana (Ang2), vy
pueden ser utiles para el tratamiento de cancer,
especialmente tumores sdélidos impulsados por VEGFR2 y Ang2,
incluyendo cénceres gastrico, carcinoma hepatocelular, de
ovarios, colorrectal, de pulmdén de células no pequeiias, del

tracto biliar, y de mama.



