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DESCRIPCION

Glucomanipulacion especifica del sitio de restos orientadores
ANTECEDENTES

El uso de anticuerpos especificos para tratar a las personas y otros animales es una poderosa herramienta que ha
sido muy eficaz para tratar muchas afecciones y trastornos. Sin embargo, existe una gran demanda de terapias
orientadas mas eficaces, especialmente terapias especificas orientadas con una eficacia superior y mayores margenes
terapéuticos. Uno de estos tratamientos especificos orientados emplea conjugados de anticuerpo-resto efector en los
que un resto orientador dirige un anticuerpo especifico a una zona de tratamiento deseada. Estas moléculas han
mostrado un indice terapéutico mejorado — una eficacia superior y/o perfiles de toxicidad inferiores que el anticuerpo
no orientado en un entorno clinico. Sin embargo, el desarrollo de estas terapias puede suponer un reto, ya que muchos
factores, incluyendo las propiedades fisicas y/o estructurales del propio anticuerpo asi como la estabilidad del enlace,
pueden tener un impacto significativo sobre la especificidad para la enfermedad elegida (p. €j. tumor), reduciendo de
ese modo la eficacia. Con una alta unién inespecifica y baja estabilidad en circulacién, el conjugado anticuerpo-resto
efector se depura tipicamente a través de tejidos normales antes de alcanzar la zona diana. Por otra parte, los
conjugados de anticuerpo-resto efector con subpoblaciones significativas de alta carga de farmaco podrian generar
agregados que serian eliminados por macréfagos, conduciendo a una semivida mas corta. Asi, existen necesidades
crecientes de un control critico del procedimiento asi como de prevenir complicaciones, tales como agregacion del
anticuerpo y toxicidad inespecifica mediada por el anticuerpo.

Aunque los conjugados de anticuerpo-resto efector generados segun los métodos actuales pueden ser eficaces, el
desarrollo de estas terapias supone un reto, ya que las mezclas heterogéneas a menudo son una consecuencia de
las quimicas de conjugacién usadas. Por ejemplo, la conjugacion de un resto efector a residuos de lisina del anticuerpo
es complicada por el hecho de que hay muchos residuos de lisina (~30) en un anticuerpo disponibles para la
conjugacién. Puesto que el nimero éptimo de la relacion de resto efector a anticuerpo conjugados (DAR) es mucho
menor para minimizar la pérdida de funcion del anticuerpo (p. €j., alrededor de 4:1), la conjugacion a lisina a menudo
genera un perfil muy heterogéneo. Por otra parte, muchas lisinas estan situadas en paratopos criticos de la regién
CDR, y la conjugacién al farmaco puede conducir a un reduccién en la afinidad del anticuerpo. La conjugacion mediada
por tiol se orienta principalmente a las ocho cisteinas implicadas en enlaces disulfuro de bisagra. Sin embargo, todavia
es dificil predecir e identificar cuales cuatro de las ocho cisteinas se conjugan coherentemente entre las diferentes
preparaciones. Mas recientemente, la manipulacion genética de residuos de cisteina libres ha permitido la conjugacién
especifica del sitio con quimicas basadas en tiol, pero estos enlaces a menudo exhiben una estabilidad muy variable,
sufriendo el enlazador reacciones de intercambio con albimina y otras moléculas séricas que contienen tiol. Por lo
tanto, una estrategia de conjugacién especifica del sitio que genere un conjugado de anticuerpo con un sitio de
conjugacién definido y un enlace estable seria (til para permitir la conjugacion del resto efector mientras que
minimizaria efectos adversos sobre la estructura o la funcién del anticuerpo.

Un método para la conjugacion anticuerpo-farmaco especifica de un sitio a través de glucomanipulacién es descrito
por Zhou y cols. (Bioconjugate Chem. (2014) 25:510-520). Zhou y cols. no describen la conjugacion de un polipéptido
con un resto orientador que se une a una célula. Otros métodos de conjugacion especifica de un sitio a polipéptidos
tales como anticuerpos se describen en las publicaciones de patente internacionales W02014/164534 A2,
WO02014/164503 A1 y W0O2014/043361 A1 (todas de Genzyme Corporation), que tampoco muestran la conjugacion
de un polipéptido con un resto orientador segun la presente invencién.

SUMARIO

La actual divulgacién proporciona polipéptidos (p. €j., anticuerpos) de unién y sus conjugados con restos orientadores.
En ciertos casos, los conjugados comprenden un enlace resto orientador-glucano manipulado especificamente para
un sitio dentro de glucanos naturales o modificados del polipéptido de union. La actual divulgacién también proporciona
secuencias de 4cido nucleico que codifican los polipéptidos de unién a antigeno, vectores de expresion recombinantes
y células anfitrionas para elaborar estos polipéptidos que se unen a antigeno. También se proporcionan métodos para
usar los polipéptidos que se unen a antigeno divulgados en este documento para tratar una enfermedad.

Segun esto, en un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano
modificado, donde el glucano comprende al menos un resto de Férmula (1V):

4 Gal—Sia—C(H)=N—Q—-CON—X __
Formula (1V)

donde:

A)QesNHuUO;
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B) CON es un resto conector;

C) X es un resto orientador que se une a una célula, donde el resto orientador es un resto de glucano GalNAc
trivalente o un glucopéptido trigalactosilado;

D) Gal es un resto de galactosa; y
E) Sia es un resto de &cido sidlico;
donde el glucano comprende al menos un resto de la siguiente formula estructural:

—4—Ga—o

HOOC 0

H
H _C=N—O-CON—X

NHAc

OH
H

En una realizacion, la célula es una célula de mamifero. En una realizacion adicional, la célula se selecciona de una
célula inmunitaria, una célula hepatica, una célula tumoral, una célula vascular, una célula epitelial o una célula
mesenquimal. En otra realizacion mas, la célula se selecciona de una célula B, una célula T, una célula dendritica,
una célula agresora natural (NK), un macréfago, un neutréfilo, un hepatocito, una célula endotelial sinusoidal hepatica
o una célula de hepatoma.

En una realizacién, el polipéptido de union es internalizado por la célula. En otra realizacién, la cantidad del polipéptido
de unién internalizada por la célula es mayor que la cantidad de un polipéptido de unién de referencia que carece de
un resto orientador internalizado por la célula.

En una realizacion, el resto orientador se une a un receptor de 6-fosfato de manosa sobre la célula. En otra realizacion,
el resto orientador comprende un resto de 6-fosfato de manosa (Man 6-P).

En una realizacion, el resto orientador se une a una Siglec sobre la célula. En una realizacién adicional, la Siglec es
sialoadhesina (Siglec-1), CD22 (Siglec-2), CD33 (Siglec-3), MAG (Siglec-4), Siglec-5, Siglec-6, Siglec-7, Siglec-8,
Siglec-9, Siglec-10, Siglec-11, Siglec-12, Siglec-14 o Siglec-15. En otra realizacién, el resto orientador comprende un
residuo de acido siélico enlazado en 02,3, a2,6 0 02,8. En una realizacién adicional, el resto orientador comprende un
resto de a2,3-sialil-lactosa o un resto de a2,6-sialil-lactosa.

En una realizacion, el resto orientador se une a un receptor de lectina tipo C, una galectina, un receptor de lectina tipo
L u otros receptores de carbohidratos. En una realizacién adicional, el resto orientador se une a DEC-205 (CD205;
antigeno linfocitico 75), receptor de manosa de macréfagos (MMR; CD206), dectina-1, dectina-2, lectina tipo C
inducible por macroéfagos (Mincle), nointegrina de asimiento a ICAM3 especifica de células dendriticas (DC-SIGN;
CD209), receptor 1 del grupo de lectina DC NK (DNGR-1), langerina (CD207), un lecticano, un receptor de
asialoglucoproteina (ASGPR), inmunorreceptor de células dendriticas del receptor de lectina C (CLEC4A; CLECSFG6;
DCIR), lectina de tipo galactosa de macréfagos (MGL), un receptor de DC, una colectina, una selectina, un receptor
de células NK, un receptor endocitico del dominio de lectina tipo multi-C (CTLD), una lectina del grupo Reg (tipo VII),
condrolectina, tetranectina, policistina, atractina (ATRN), proteina béasica principal de eosindfilos (EMBP), gen 2 de la
regioén critica del sindrome de DiGeorge (DGCR2), trombomodulina, Bimlec, una lectina del grupo XVI (SEEC) o una
lectina del grupo XVII (CBCP/Frem1/QBRICK).

En una realizacion, Q es O.
En una realizacién, el resto orientador es un resto de glucano GalNAc trivalente.
En una realizacién adicional, el resto orientador es un glucopéptido trigalactosilado, p. €., lactosas-Cys3Glya.

En una realizacion, el resto lactosas-CyssGly4 esté representado por la Férmula V:



5

ES2940903 T3

OH
HO y o
Ho Ho O
H H
HO Ho o N N s
H oH A o~~~ \n/\/
H H H H o) e} TN

OH OH
HO H
H_O H’O O /In.
H H
HO %ho o) N N S o
H OH A OH ~ \n/\/ HN
H H H H

OH OH
HO H o
H |'LO H_o \
HO © HO O\/\/H N o:« S
OH OH \n/\/
H H H H o) (@)

[Formula V]

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto de la siguiente férmula estructural:

oH

o OH
o} oH oH
H H
s N N_~_~0 oH® COH
o > HO' H HO H
O 0 H H H H
o

T
-§—Ga|—$ia—ﬁ=N—o H €:

p=d
T

0 N
HO 0

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto de la siguiente férmula estructural:

e

O-NH,

OH
o, OH
o] o H 0 H
SM N o oH® off
\/\n/ ~ "0 R HO  H
o} H H H H
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OH
OH Lo oH
o) oH o
s N Ne_~_-0 oH® ol
0 HO HO H
pre §: I W Th Ho H

4+ —Ga—o H N ©
H _C=N—C 0
HOOC
o NHAC 2\'8
OH o
H NH
o
HN T Y O

@)

En una realizacién, el resto orientador es un resto de glucano GalNAc trivalente.

En una realizacién, el resto de glucano GalNAc trivalente esté representado por la Formula VIII:

5
o O
H
HO \/\/\n/ N
H NHAc \n/\
OH o) O O
HO H o o
O /\/\)J\
H o N/\/\N
"o NHA H H o) o)
C
i ° I K
OH N N~ Yo 2
HO H 9H
Ho o)
H - H H
HO-\~ 0\/\/\[]/"‘\/\/'\‘
H NHAc
e} o)
[Formula VIII],

donde g es un numero entero entre 1y 29 inclusive.

10 En otra realizacion, el glucano comprende al menos un resto que tiene la siguiente formula estructural:

Q'
H
H H O H
WN\/\/NY\/\/O OH
AcHN H
o O O H OH
OH
H
H
OH

0 0

o)

: : AcHN
X M ? R
+-Gal—sia—C=N-0" "NV Ty N o .

H H Ho b H

H H H
N\/\/N\r(\/\/o OH

AcHN 1

o) o H ,

(3}
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donde g es un numero entero entre 1y 29 inclusive.

En otra realizacion, el glucano comprende al menos un resto que tiene la siguiente formula estructural:

5
%H
o H
H H H
(\H/N\/\/N\n/\/\/o OH
AcHN H
o o o H  oH

0o 0o H OH
o]
AN )I\/\/\ H
))LH H i ,
(0] 0] AcHN H
I R IS WA | L
=0 Ty c

(0]
H _C
HOOC
° NHAc 0 oH

H H H

OH N\/\/N\n/\/\/o OH
AcHN H
o H

H
o}
donde g es un numero entero entre 1y 29 inclusive.

10 En una realizacion, el resto de glucano GalNAc trivalente esta representado por la Férmula VI, la Férmula Xlll o la

Férmula XIV:
HOOH
HO
o N N
HO \/\/\n/ ~ TN\
H NHAc \fm
O H O 0] (e}
HO H o o
° /\/\)j\
H AN
- ] s ”)kL
H NHAc o O
O\
HOOH HJ\/ NH,
H o O
0 N N
HO | \/\/\n/ ~ TN\
H NHAc
(e} o]
[Formula VII];
OH
HO H
2o P
HO NN
H NHAc \/\/\ﬂ/ ﬁ
OH H (@] (] O
HO H o 0
H ° OM)LN/\/\NJ\L
HO
H H
o ° JOJ\/\/\/\/\/\/H N
N _NH,
H 0] (0]
HO NN
4 NHAc Y
15 © ©
[Formula X1I];
o
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HO OH
H
HO \/\/\n/ ~N
H NHAc \[(\
OH e} (@] [e]
HOT o o
O /\/\)J\
/\/\
O N N
HO H H)H\
H NHAc 0 (0] (]
on N e O
HO H H
H O
-0

[Férmula XIV]

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales:
Obn
H
P H
\n/\/\/o OH
AcHN H
0 H OH
o o H OH
)J\/\/\ P
N/\/\N 0 H
(@] H H Poery OH
Cc
+4-cal—sia—c=N-o._J_ o Ty
H N
H OH
OH
0 H
O
H H H
W\'rN\/\/N\“/\/\/O\hté‘gH
AcHN H
O O H :

ZT

H
N\/\/
O

(@)

H\/\/\/\/\/\)L © fortt # H
—§—GaI—Sia—ﬁ=N—O/\|c])/ N

0 0 o AcHN H
+Ga—sia—c=N-0 I~ ~ o~~~
H N N

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales:
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%y
OH
H H H
(\[rN\/\/N\ﬂ/\/\/O OH
AcHN H
(0] (0] o OH
o o H OH
O
N/\/\NJJ\/\/\O H
—§—Gal—0 H Q : : AcHN on
c
c N—o\)l\N 0 H
HOOC
0 NHAC H o,
OH o oH
H H H H
N\/\/N\n/\/\/o OH
AcHN H
O o] ;
ol
o Tou
N\ OH
|/\|r \"/\/\/ AcHN H
o O o) H
i JOI\/\/\ OH Y
/\/\
J)LH N © o
e} AcHN H
—;—Gal—o H_N_ H\/\/\/\/\/\)L ©
HooC L=y H om
o o) o H
NHAG \H(H H 0
OH Na~N o oH
A ) Ggrre H
(@] [¢] )
(0]
OH
H OH
NN OH
W \ﬂ/\/\/ AcHN H
O O 0}6
(0] H H
/HL /\/\NJ\/\/\ P H
H OH
_ (e} AcHN H
Gal—0
—§— @ H é:N—O\)LN/\/\/\/\/\/\)J\ O% H
HOOC™N\2 NHAG H oH H
OH
H \/\/H O off
AoHN H |

En una realizacion, el polipéptido de unién comprende un dominio Fc. En una realizacion adicional, el glucano
modificado esta enlazado por N al polipéptido de unién a través de un residuo de asparagina en la posicion del
aminodcido 297 del dominio Fc, segun la numeracién de EU. En otra realizacién, el glucano modificado esta enlazado
por N al polipéptido de union a través de un residuo de asparagina en la posicién del aminoacido 298 del dominio Fc,
segun la numeracion de EU

En una realizacion, el dominio Fc es humano. En otra realizacién, el polipéptido de unién comprende un dominio CH1.
En una realizacion adicional, el glucano modificado esta enlazado por N al polipéptido de union a través de un residuo
de asparagina en la posicion del aminoacido 114 del dominio CH1 segln la numeracion de Kabat.

En una realizacion, el resto conector comprende un enlazador sensible al pH, un enlazador de disulfuro, un enlazador
sensible a enzimas u otro resto enlazador escindible. En una realizacién, el resto conector que comprende un resto
enlazador se selecciona del grupo de restos enlazadores representados en la Tabla 2 o 14.

En una realizacién, el polipéptido de unién es un anticuerpo o una inmunoadhesina.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para elaborar el polipéptido de unién de la invencion,
comprendiendo el método hacer reaccionar un resto efector de Férmula (1):

NH2-Q-CON-X Formula (1),

donde:
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A) Qes NHu O;
B) CON es un resto conector; y

C) X es un resto orientador que se une a una célula, donde el resto orientador es un resto de glucano GalNAc
trivalente o un glucopéptido trigalactosilado,

con un polipéptido de unién precursor que comprende un glucano oxidado.
En una realizacién, el polipéptido de unién inicial comprende al menos un resto de la siguiente formula estructural:

OH

—§—GaI—Sia—k|/\OH

OH

En una realizacién, el polipéptido de unién inicial comprende al menos un resto de la siguiente formula estructural:

OH
OH
4 Ga—o
Hooc o OH
NHAc
OH
H

En una realizacion, el polipéptido de unidn precursor comprende un glucano oxidado comprende al menos un resto de
la siguiente férmula estructural:

+$-Gal—Sia—C=0
H .

En una realizacion, el polipéptido de unién precursor comprende un glucano oxidado comprende al menos un resto de
la siguiente férmula estructural:

4 Ga—o0 Q
H
HooC
© NHAc

OH
H

En una realizacion, el polipéptido de union precursor que comprende un glucano oxidado se genera al hacer reaccionar
un polipéptido de unioén inicial que comprende un glucano con un agente suavemente oxidante. En una realizacion
adicional, el agente suavemente oxidante es peryodato sédico. En otra realizacion, no se emplea peryodato sédico
mas de 1 mM. En otra realizacion, el agente suavemente oxidante es galactosa oxidasa.

En una realizacion, el método para elaborar una proteina de unién comprende hacer reaccionar un resto efector de la
siguiente formula estructural:

NH2-O-CON-X

con el polipéptido de union precursor que comprende un glucano oxidado que comprende al menos un resto de la
siguiente formula estructural:

4 —Ga—o ! Q

HOOC
° NHAc

OH
H

para formar un polipéptido de unién de la siguiente formula estructural:
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“4—Ga—o0

HOOC 0

H
H _C—=N—O-CON—X

NHAc

OH
H

En una realizacion, el resto orientador es un resto de glucano GalNAc trivalente. En una realizacién, la etapa de
reaccion se efectla en presencia de una sal que comprende un ion metalico. En una realizacion adicional, donde el
ion metdlico es un ion cobre. En una realizacion, la sal es acetato de cobre. En otra realizacion, la sal que comprende
un ion metalico esta presente en una concentracion de al menos 0,1 mM.

En otra realizacion, el polipéptido de unién que comprende el glucano comprende uno o dos residuos de acido sialico
terminales. En una realizacion adicional, los residuos de acido sidlico terminales se introducen mediante el tratamiento
del polipéptido de unién con una sialiltransferasa o una combinacion de sialiltransferasa y galactosiliransferasa. En
una realizacion, un polipéptido de unién inicial se pone en contacto con un agente suavemente oxidante a fin de
producir un polipéptido de unién precursor o proteina de union precursora. En una realizacién, el polipéptido de unién
precursor o proteina de unién precursora comprende un resto de 4cido sialico oxidado que comprende un aldehido
terminal.

La presente divulgacién también se refiere a un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano modificado
que comprende al menos un resto de Formula (1V):

4 Gal—Sia—C(H)=N—Q—-CON—X __
Formula (1V),
donde:

A) Qes NHu O;

B) CON es un resto conector; y

C) X es un resto de lactosas-CyssGlys;

D) Gal es un componente derivado de galactosa;

E) Sia es un componente derivado de &cido sidlico; y

donde Sia esté presente y el resto de lactosas-CyssGlys esté representado por la Férmula V:

OH
HO yQH
H H-O H—O
HO O
H H H H
o—NH2
N

S . I
%’iﬂw pasat
\H/\/N ( O:‘QOH s

[Férmula V].
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La presente divulgacion también proporciona una composicién que comprende un polipéptido de unién descrito
anteriormente y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. En un caso, la relacién de resto orientador a
polipéptido de union es igual a o mayor quee aproximadamente 4. En otro caso, la relacion de resto orientador a

5 polipéptido de unién es al menos aproximadamente 2. La presente divulgacion se refiere ademas a un método para
tratar a un paciente que lo necesite, que comprende administrar una cantidad eficaz de la composicion.

La presente divulgacién también se refiere a un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano modificado
que comprende al menos un resto de Formula (1V):

10
4 Gal—Sia—C(H)=N—Q—CON—X __
Formula (IV),
donde:
A)QesNHuUO;
B) CON es un resto conector; y
15 C) X es un resto que comprende PEG;

D) Gal es un componente derivado de galactosa; y
E) Sia es un componente derivado de &cido sidlico;

donde Sia esta presente o ausente.

20 En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto representado por la Férmula IX o la Férmula XI:

HOOH
HO
o % N
HO \/\/\[( NN
HH NHAc S \[m

H
OH
(0]

H H 0 o)

g H NHAc 0 (@] (0]

HOOH

H O H
-0
H o § §
HO T Mr ~ N
H NHAc
H (0]

[Formula IX],

25 donde p tiene un valorde 1 a2 32; 0
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HOOH
H
H 9 H
HO /\/0\/\0/\/’\‘
H NHAc
H
HOOH
) )
H
HO O\/\O/\/O\/\NJ\/\
NHAc
H H )J\,é \/3\/\ )J\/O NH
OH
HOT |,
° 0] N
|_H|O ro i e e N
NHAc ®)
A H
[Formula XI],

5 donde p tiene un valor de 1 a 32.
En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales

b
OH
H H H
N\/\/N\n/\/\/ OH
AcHN HY
O 0 OH
o H OH
J\M 0
N/\/\ H
OH
0 AcHN H
-§—Ga|—s|a—c N— o\)l\ %09)\ on H
P H OH
0
H
\/\/ \n/\/\/ OH
AcHN H
0 H
10 donde p tiene un valor de 1 a2 32; 0
P
H
o}
H
N\/\o/\/o\/\o OH
AcHN HH

H
o]

/\)LN/\/O\/\O/\/O OI'-I-|
—§—Ga|—s|a—c N- o\)L /\%\/ \})k AcHN H |
om

H
N O. P
\/\O/\/ \/\O O|!|-|
®) AcHN HH

donde p tiene un valor de 1 a 32.
En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales
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P+
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H H H
(\n/N\/\/Nm/\/\/O OH
AcHN H
o O o H H
o o no|OH
o}
AN J\/\/\ H
/HLH N ° oH
o) AHN 1 |

o)
+—Gal— H 0
=N—0 o
ooc OH c \)J\N 9)LN on
NHAG H P H 5 H
OH H H P H
N\/\/N\n/\/\/o OH
AcHN
o H

donde p tiene un valorde 1 a 32; 0

(0]
Ly Tom
H 0 H
(\n/N\/\O/\/O\/\O OH
o 0 AcHN H u
(e]
. oH Bn
0 0 /\/”\ A0 ot
4—Ga—o0 . E':—N—o\)L o 0 N © AGHN H
HOOG o = N/\»%\/ }/U\N o H
NHAG H p H 4 B
H
OH H O
H j\'rN\/\O/\/O\/\O OI-'—|1
(6] AcHN HH
donde p tiene un valor de 1 a 32.
5
En una realizacién, el resto orientador comprende PEG y esta representado por la Férmula X o la Férmula XII:
HO OH
) 0]
i o N N
HO \/\/\[( ~ N
H NHAc \[m
OH H O O O
HO H o o
Q /\/\)J\
H o N/\/\N
HO H H
H NHAc o O O
OH N)%O\/ﬁ\/\NJJ\/O‘NHZ
HO o5 H 24 H
Ho
H H H
HO o NN
H NHAc
o] 0]
[Férmula X];
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H 2 H
HO /\/O\/\O/\/N
H NHAc

HoH
Mo
H
HO O\/\O/\/O\/\N)J\/\
NHAC
g H /l\/oNH
OH 2

HO

H
Q O N
HH o o e e

NHAC o)
LH

[Férmula XII].

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales:

b ] OH

O

K H
(\n/ \/\/Nm/\/\/o OH
AcHN H
H 0

o o
iy B
OH
0 0 AN # |
-§—Gal—Sla—(I_3|=N—O\)]\N/\,€\/09/U\ on
H 24 OH

od

H H
\/\/NY\/\/O OH
AcHN H
[e) H

(0]
(0]
i
H
]
H
N\/\o/\/o\/\o OH
AcHN H
H
O
%,
P H
/\)J\N/\/ \/\O/\/O OH
—§—GaI—S|a—C N- O\)l\ /\/6\/ \>.)L AchN HH
24 OH
H OH
N O P
~ NN N OI-I?
O AcHN H
H

En una realizacién, el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales:
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" OH
H H O H
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C—N o\)J\ /\/Q\/OQ/K OH
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o
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H
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H
/\)L SugA
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4 Ga—o H N/\/ R e oH
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HOOC
° NHAc 24 O
OH ol
H N\/\O/\/O\/\o OH
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En una realizacion, el resto PEG comprende mono-PEG, bi-PEG o tri-PEG. En otra realizacion, el resto PEG
comprende de 3 a 3,5 PEG. En otra realizacion, el polipéptido de unién es un anticuerpo o una inmunoadhesina.

La presente divulgacion se refiere ademas a un método para elaborar un polipéptido de unién PEGilado que
comprende al menos un glucano oxidado, donde el método comprende:

(a) hacer reaccionar un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano con un agente suavemente
oxidante en presencia de una sal que comprende un ion metélico, y (b) conjugar el polipéptido de unién oxidado
con al menos un resto que comprende PEG.

En un caso, el ion metélico es un ion cobre. En otro caso, la sal es acetato de cobre. En otro caso, la sal que comprende
un ion metalico esté presente a una concentracion de al menos 0,1 mM. En otro caso, el agente suavemente oxidante
es peryodato o galactosa oxidasa. En otro caso, el al menos un glucano es un glucano modificado.

En un caso, el método para elaborar un polipéptido de union comprende: a) hacer reaccionar un polipéptido de unién
que comprende al menos un glucano modificado con un agente suavemente oxidante en presencia de una sal que
comprende un ion metalico; y b) conjugar el polipéptido de union oxidado con el resto que comprende PEG. En un
caso adicional, el resto PEG comprende mono-PEG, bi-PEG o tri-PEG.

La presente divulgacién también se refiere a un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano modificado
que comprende al menos un resto de Formula (1V):

-$-Gal—Sia—C(H)=N—Q—-CON—X
Férmula (1V),
donde:

A)QesNHuUO;
B) CON es un resto conector; y

C) X es un glucano GalNAc trivalente;
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D) Gal es un componente derivado de galactosa; y
E) Sia es un componente derivado de &cido sidlico;

donde Sia esta presente y el resto de glucano GalNAc trivalente esta representado por la Férmula VI.

La proteina de unidén puede comprender una glucoforma de N-glucano seleccionada del grupo que consiste en: una
glucoforma GO, una glucoforma G1 y una glucoforma G2. La glucoforma de N-glucano se puede seleccionar ademas
del grupo que consiste en: una glucoforma G1S1, una glucoforma G2S 1, una glucoforma G2S2, una glucoforma GIF,
una glucoforma G2F, una glucoforma G1S1F, una glucoforma G2S1F y una glucoforma G2S2F.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas y ventajas precedentes y otras de la presente divulgacion se entenderan mas a fondo a partir de
la siguiente descripcion detallada de realizaciones ilustrativas tomadas junto con los dibujos adjuntos.

Las Figuras 1 (A-C) son una ilustracion esquematica de la sintesis de un conjugado de anticuerpo-farmaco donde un
resto de toxina se enlaza a un residuo de acido sialico oxidado de un glucano de anticuerpo usando un enlace oxima.
La Figura 1A reproduce anticuerpos con carbohidratos silvestres (existentes) en la posicion Asn297 y con sitios de
glicosilacion manipulados en las posiciones 114 (segun la numeracién de Kabat) y 298 (segun es sistema de
numeracion de EU). La Figura 1B reproduce tanto la estructura canénica del glucano GIF (izquierda, observada en la
posicion Asn297 en los anticuerpos mostrados en la Figura 1A) como la estructura G2S1F (derecha, observada en
las posiciones Ala114 y Asn298 en los anticuerpos mostrados en la Figura 1A). Las estructuras de glucano mostradas
en la Figura 1B tienen varias subunidades diferentes: las cajas cuadradas blancas representan GIcNAc, el triangulo
blanco invertido representa fucosa, los circulos blancos representan manosa, los circulos sombreados representan
galactosa y el triangulo derecho sombreado representa acido sialico. La Figura 1C reproduce la preparacién de un
conjugado de la actual divulgacion. A la izquierda hay una proteina de unién inicial con un resto Gal y Sia. Después
de la oxidacién con NalO4, el resto sialico se oxida para formar una proteina de unién precursora y a continuacion se
hace reaccionar con un resto que contiene toxina para formar un péptido de unién que comprende al menos un resto
de Férmula IV.

La Figura 2 es un gel tefiido con azul de Coomassie que muestra la expresion y la purificacién de mutantes de
glucosilacion.

La Figura 3 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para valorar la
unién de mutantes de anticuerpo afTCR HEBE1 IgG a FcyRIlla humano recombinante (V158 & F158).

La Figura 4 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para valorar la
unién de mutantes de anticuerpo aBTCR HEBE1 IgG a FcyRI humano recombinante.

La Figura 5 reproduce el perfil de liberacion de citocinas desde PBMC para TNFa, GM-CSF, IFNy e IL10 en presencia
de anticuerpos anti-aBTCR mutantes (dia 2).

La Figura 6 reproduce el perfil de liberacion de citocinas desde PBMC para IL6, IL4 e IL2 en presencia de anticuerpos
anti-aBTCR mutantes (dia 2).

La Figura 7 reproduce el perfil de liberacion de citocinas desde PBMC para TNFa, GM-CSF, IFNy e IL10 en presencia
de anticuerpos anti-aBTCR mutantes (dia 4).

La Figura 8 reproduce el perfil de liberacion de citocinas desde PBMC para IL6, IL4 e IL2 en presencia de anticuerpos
anti-aBTCR mutantes (dia 4).

Las Figuras 9 (A-B) reproducen los resultados de experimentos que investigan el nivel de expresion de mutantes 2C3
mediante transferencia Western (Figura 9A) y resonancia plasménica superficial (Figura 9B).

La Figura 10 reproduce los resultados de experimentos que investigan la glucosilacion de mutantes 2C3 antes y
después del tratamiento con PNGasa F.

La Figura 11 reproduce los resultados de experimentos de SDS-PAGE que investigan sitios de glucosilacion sobre
mutantes 2C3 aislados de cultivo celular.
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Las Figuras 12 (A-C) reproducen los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para
valorar la unién de anti-CD52 modificado a FcyRllla humano recombinante (V158). Se usaron anti-CD52 que
comprenden mutaciones S298N/Y300S en el domino Fc para valorar la funcion efectora de la molécula modificada, la
unién al péptido CD52 (Figura 12A), la union a FcyRllla (V158, Figura 12B) y la unién de control a FcRn de ratén
(Figura 12C).

La Figura 13 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial que investigan las
propiedades de unién a Fc de mutantes 2C3.

Las Figuras 14 (A-B) reproducen los resultados de experimentos de resonancia plasménica superficial que investigan
la unién de anti-CD52 modificado tanto a FcyRllla (Val158) (como anteriormente) como a FcyRllla (Phe158). Se usaron
anticuerpos anti-CD52 que comprenden mutaciones S298N/Y300S en el dominio Fc para valorar la funcion efectora
de la molécula modificada que se une a FcyRllla (Val158, Figura 14A) y FcyRllla (Phe58, Figura 14B).

Las Figuras 15 (A-B) reproducen el analisis de la unién a C1q en el mutante S298N/Y300S y el control WT 2C3
(Figura 15A) y los resultados de un analisis de Eliza que confirma el revestimiento equivalente de los pocillos (Figura
15B).

La Figura 16 reproduce los resultados de experimentos experimentos de resonancia plasmonica que miden la cinética
de unién de mutantes 2C3 al péptido 741 de CD-52.

La Figura 17 reproduce los resultados de experimentos experimentos de resonancia plasmoénica que comparan la
afinidad de union a antigeno de WT anti-CD-52 2C3 y el mutante de hiperglucosilacion A114N.

Las Figuras 18 (A-D) reproducen los resultados de experimentos de caracterizacion de carga por enfoque isoeléctrico
y espectrometria de masas para determinar el contenido de glucano de mutantes 2C3.

Las Figuras 19 (A-B) reproducen los resultados de experimentos de concentracién (Octet) y resonancia plasménica
que comparan la afinidad de unién a antigeno de WT anti-CD52 2C3 y mutantes.

La Figura 20 reproduce los resultados de experimentos de SDS-PAGE para demonstrar la glucosilacion adicional del
mutante anti-TEM1 A114N.

La Figura 21 reproduce los resultados de SDS-PAGE y analisis por cromatografia de interaccion hidr6foba del mutante
A114N de anti-Her2.

La Figura 22 reproduce los resultados de experimentos de SDS-PAGE para demostrar la conjugacion de PEG al
mutante 2C3 A114N a través de un enlace aminooxi.

La Figura 23 reproduce los resultados de experimentos de LC-MS para determinar el contenido de glucano del
mutante de hiperglucosilacion anti-TEM1 A114N.

La Figura 24 reproduce los resultados de experimentos de LC-MS para determinar el contenido de glucano de un
anticuerpo HER2 silvestre y un mutante de hiperglucosilacién A114N de anti-Her2.

Las Figuras 25 (A-C) reproducen un método ejemplar para realizar la conjugacién especifica del sitio de un anticuerpo.

La Figura 26 reproduce una sintesis de restos efectores ejemplares: aminooxi-Cys-MC-VC-PABC-MMAE y aminooxi-
Cys-MC-VC-PABC-PEG8-Dol10.

Las Figuras 27 (A-C) reproducen informacién de caracterizacion para un anticuerpo HER2 sialilado. Las Figuras 28
(A-D) reproducen informacion de caracterizacion para un anticuerpo anti-HER 2 sialilado oxidado.

La Figura 29 reproduce cromatografias de interaccion hidr6foba de glucoconjugados preparados con tres anticuerpos
sialilados diferentes con dos grupos aminooxi diferentes.

La Figura 30 muestra una cromatografia de HIC de un conjugado del mutante de glucosilacion antiHer2 A114 con
AO-MMAE preparado usando quimica GAM(+).
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Las Figuras 31 (A-D) reproducen una comparacioén de la potencia in vitro de un glucoconjugado y un conjugado tiélico
de anti-HER2.

La Figura 32 reproduce una comparacién de la potencia in vitro de un glucoconjugado y un conjugado tidlico de anti
FAP B11.

Las Figuras 33 (A-D) reproducen una comparacion de la eficacia in vivo de glucoconjugados y conjugados tidlicos de
anti-HER2 en un modelo de xenoinjerto de células tumorales Her2+.

La Figura 34 reproduce los resultados de experimentos de LC-MS para determinar el contenido de glucano de un
anticuerpo anti-aBTCR mutante que contiene la mutacién S298N/Y300S.

La Figura 35 reproduce los resultados de experimentos de dicroismo circular para determinar la estabilidad térmica
relativa de un anticuerpo anti-aBTCR silvestre y un anticuerpo anti-aBTCR mutante que contiene la mutacion
S298N/Y300S.

La Figura 36 reproduce los resultados de un ensayo de proliferacién celular para ADC preparadas con el anticuerpo
anti-HER que tiene la mutacién de hiperglucosilacion A114N y AO-MMAE.

La Figura 37 es una ilustracion esquematica de la sintesis de un conjugado de anticuerpo-farmaco donde un resto
orientador se enlaza a un residuo de acido sialico oxidado del glucano del anticuerpo usando un enlace oxima.

La Figura 38 es una ilustracién esquematica que representa un método ejemplar para realizar la conjugacion
especifica del sitio de un anticuerpo a un glucopéptido a través de un enlace oxima segun los métodos descritos.

La Figura 39 es una ilustracién esquematica que representa la conjugacion especifica del sitio de neoglucanos a
anticuerpo a través de acido sialico en glucanos Fc naturales.

La Figura 40 es una serie de glucanos ejemplares que se pueden usar para conjugacion incluyendo lactosa aminooxi
y bis Man-6-P (o bisM6P) hexamanosa aminooxi (para la conjugacién con aminooxi).

La Figura 41 es una reproduccion esquematica de la preparacién de Man-6-P hexamanosa-maleimida.

La Figura 42 reproduce la caracterizacién por SDS-PAGE y MALDI-TOF de conjugados de Man-6-P hexamanosa
aminooxi elaborados con anticuerpo policlonal de conejo.

La Figura 43 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para valorar la
unién de anticuerpos de IgG de conejo de control y conjugados a Man-6-P hexamanosa al receptor de Man-6-P.

La Figura 44 reproduce la captacién de anticuerpo IgG de conejo conjugado a Man-6-P en células HepG2 y RAW.

La Figura 45 reproduce la caracterizacion de anticuerpos de control, conjugados a Man-6-P y conjugados a lactosa a
través de SDS-PAGE y transferencia de lectina.

La Figura 46 reproduce los resultados de andlisis de proteina intacta por MALDI-TOF para anticuerpos de control,
conjugados a Man-6-P y conjugados a lactosa.

La Figura 47 reproduce la caracterizacion de anticuerpo policlonal conjugado a Man-6-P hexamanosa-maleimida
(conjugacién a tiol en las cisteinas de bisagra) a través de SDS-PAGE (no reductora y reductora), transferencia de
lectina (reductora) y cuantificacion de Man-6-P.

La Figura 48 reproduce la caracterizacion de anticuerpo policlonal conjugado a lactosa-maleimida (conjugacion a tio
en las cisteinas de bisagra) a través de SDS-PAGE y cuantificacion de galactosa.

La Figura 49 reproduce la caracterizacion de anticuerpo monoclonal conjugado a Man-6-P hexamanosa-maleimida
(conjugacién a tiol en las cisteinas de bisagra) a través de SDS-PAGE (no reductora y reductora) y cuantificacion de
glucano (bis Man-6-P).
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La Figura 50 reproduce los resultados de un analisis de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) de un conjugado
cisteina de bisagra-anticuerpo policlonal.

La Figura 51 reproduce los resultados de un analisis de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) de un conjugado
cisteina de bisagra-anticuerpo monoclonal.

La Figura 52 reproduce los resultados de la titulacion de sialidasa y la cuantificacion de acido sidlico para determinar
la cantidad de liberacion de acido sialico de anticuerpos NNAS, NNAS sialilados y NNAS desialilados y galactosilados.

La Figura 53 reproduce los resultados del andlisis por MALDI-TOF MS para determinar las estructuras de glucano de
un anticuerpo NNAS de ratén y un anticuerpo NNAS desialilado y galactosilado.

La Figura 54 reproduce los resultados del analisis por MALDI-TOF MS para determinar las estructuras de glucano de
un anticuerpo NNAS de ratén y un anticuerpo NNAS sialilado.

La Figura 55 reproduce la caracterizacion de receptor de Man-6-P (CI-MPR) unido a anticuerpos policlonales y
monoclonales conjugados a glucano Man-6-P a través de glucano Fc natural o disulfuros de bisagra usando PAGE
natural.

La Figura 56 reproduce la caracterizacion de anticuerpos NNAS modificados enzimaticamente y conjugados a
glucopéptido mediante SDS-PAGE (4-12% NuPAGE; reductora y no reductora) y transferencia de lectina ECL
(reductora).

La Figura 57 reproduce los resultados de la cuantificacion de galactosa terminal en un anticuerpo NNAS, un anticuerpo
NNAS desialilado/galactosilado, y un anticuerpo NNAS conjugado en moles de galactosa o moles de glucopéptido por
mol de anticuerpo.

La Figura 58 reproduce el examen de lactosa-maleimida que se ha modificado con alfa-2,3-sialiltransferasa y eluido
de columnas de purificacion QAE con NaCl 20 mM. El eluido resultante se caracterizé usando MALDI-TOF MS y HPLC
Dionex.

Las Figuras 59 (A-B) reproducen la caracterizacion de anticuerpo policlonal de conejo conjugado con sialil-lactosa-
maleimida (reaccion con tiol) usando SDS-PAGE y HPLC Dionex (cuantificacion de acido sialico).

Las Figuras 60 (A-D) reproducen la caracterizacion de lactosa-maleimida sialilada con alfa-2,6-sialiltransferasa y
purificada usando una columna de QAE-sepharose. El andlisis usando HPLC Dionex se muestra para (Figura 60A)
un estandar de lactosa; (Figura 60B) un estandar de alfa-2,6-sialil-lactosa; (Figura 60C) un estandar de lactosa-
maleimida; y (Figura 60D) una fraccion de alfa-2,6-sialil-lactosa-maleimida eluida de un columna de QAE-sepharose.

La Figura 61 reproduce la caracterizacion de una fraccién de alfa-2,6-sialil-lactosa-maleimida eluida de una columna
de QAE-sepharose usando MALDI-TOF MS.

Las Figuras 62 (A-B) reproducen la caracterizacion de un anticuerpo de control, un anticuerpo policlonal conjugado a
glucano alfa-2,3-sialil-lactosa y un anticuerpo policlonal conjugado a glucano alfa-2,6-sialil-lactosa a través de SDS-
PAGE y HPLC Dionex (se muestra la gréafica del analisis de &cido sidlico).

La Figura 63 reproduce la caracterizacion de anticuerpos de control y mutantes de NNAS modificados
enzimaticamente (desialilados/galactosilados) usando SDS-PAGE vy transferencia de lectina.

La Figura 64 reproduce la caracterizacion a través de SDS-PAGE reductora y no reductora del anticuerpo de control
PEGilado y Gal NNAS con diversas cantidades de galactosa oxidasa.

La Figura 65 reproduce los resultados de la PEGilacién estimada de una cadena pesada de anticuerpo a partir de la
titulacién previa de galactosa oxidasa usando ProteinSimple.

La Figura 66 reproduce la caracterizacion a través de SDS-PAGE reductora y no reductora del anticuerpo de control
PEGilado y Gal NNAS con diverso exceso molar de PEG sobre el anticuerpo.

La Figura 67 reproduce los resultados de la PEGilacién estimada de una cadena pesada de anticuerpo a partir de la
titulacién previa de PEG usando ProteinSimple
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La Figura 68 es un dibujo estructural del aminooxiglucopéptido, lactosas-CyssGlya.

Las Figuras 69 (A-B) reproducen la caracterizacion a través de SDS-PAGE reductora del anticuerpo de control
PEGilado y Gal NNAS con galactosa oxidasa en ausencia de acetato de cobre (Figura 69A) y en presencia de
cantidades variables de acetato de cobre (Figura 69A y Figura 69B).

La Figura 70 reproduce la caracterizacion de Herceptin silvestre, A114N, NNAS y A114N/NNAS modificada
enzimaticamente mediante SDS-PAGE (4-12% NuPAGE; reductora y no reductora) y transferencia de lectina ECL
(reductora) junto con los resultados de la cuantificaciéon de galactosa terminal en moles de galactosa por mol de
anticuerpo.

La Figura 71 es una tabla que reproduce el contenido de &cido sidlico (en mol/mol) de anticuerpos silvestres y
mutantes segun se mide usando HPLC Dionex.

La Figura 72 reproduce la caracterizacion de la PEGilacion de anticuerpos silvestres y mutantes a través de SDS-
PAGE reductora y no reductora.

La Figura 73 es una tabla que reproduce la PEGilacion (en mol/mol) de anticuerpos silvestres y mutantes estimada
usando ProteinSimple.

La Figura 74 es una serie de fotografias que reproducen la tinciéon por inmunofluorescencia de la captacion por células
HepG2 de anticuerpos de control, modificados enzimaticamente (con galactosiltransferasa) o conjugados (con
lactosaaminoxi o lactosa-maleimida).

La Figura 75 es una reproduccion de un glucano GalNAc trivalente ejemplar.

La Figura 76 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para valorar la
unién de anticuerpos conjugados a glucano GalNAc trivalente a la subunidad HI de ASGPR.

La Figura 77 es una representacion de un glucano que contiene GalNAc trivalente y un glucopéptido que contiene
galactosa trivalente usados para conjugacion.

La Figura 78 reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmonica superficial usados para valorar la
unién de enzimas lisosémicas recombinantes conjugadas a GalNAc trivalente y conjugadas a glucopéptido que
contiene galactosa trivalente a la subunidad HI de ASGPR.

Las Figuras 79 (A-D) son una representacion de glucanos GalNAc trivalentes adicionales.

La Figura 80 es una representacion de los resultados de la conjugacion de la enzima lisosémica recombinante rhGAA
oxidada con peryodato con un exceso de glucano GalNAc trivalente C12 (en un exceso molar de glucano de 20, 40,
80 y 200 veces sobre rhGAA). Se representa el glucano resultante conjugado por rhGAA.

La Figura 81 reproduce la unién a ASGPR de enzimas lisosémicas recombinantes conjugadas con glucano GalNAc
trivalente C12 en Biacore. Las enzimas conjugadas con un exceso de 20 (conjugado 1), 40, 80 y 200 veces (conjugado
4) de glucano muestran todas una fuerte unién a la subunidad 1 de ASGPR. No existe una diferencia significativa en
la unién entre los conjugados (conjugados 1 a 4).

DESCRIPCION DETALLADA

La actual divulgacion proporciona polipéptidos (p. ej., anticuerpos) de unién y sus conjugados con restos efectores (p.
ej., conjugados con restos orientadores). En ciertos casos, los conjugados comprenden un enlace farmaco-glucano
manipulado especificamente para un sitio dentro de glucanos naturales o modificados de un polipéptido de union a
antigeno tal como una molécula de IgG. La actual divulgacién también proporciona acidos nucleicos que codifican
polipéptidos de unién a antigeno, vectores de expresion recombinantes y células anfitrionas para elaborar polipéptidos
de union a antigenos. También se describen métodos para usar los polipéptidos de unién a antigeno divulgados en
este documento para tratar una enfermedad.
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I. Definiciones

A menos que se defina lo contrario en este documento, los términos cientificos y técnicos usados en este documento
tienen los significados que son entendidos comunmente por los expertos normales en la técnica. En caso de cualquier
ambigliedad latente, las definiciones proporcionadas en este documento tienen prioridad sobre cualquier definicién de
diccionario o extrinseca. A menos que se requiera lo contrario por el contexto, los términos singulares incluiran los
plurales y los términos plurales incluiran el singular. El uso de "o" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario.
El uso del término "que incluye”, asi como otras formas tales como "incluye" e "incluido", no es limitativo.

Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacién con el cultivo celular y tisular, la biologia molecular, la
inmunologia, la microbiologia, la genética y la quimica de las proteinas y los acidos nucleicos y la hibridacion descritas
en este documento son las bien conocidas y comunmente usadas en la técnica. Los métodos y las técnicas
proporcionados en este documento se realizan generalmente segin métodos convencionales bien conocidos en la
técnica y que se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y analizan a lo largo de
la presente memoria descriptiva a menos que se indique otra cosa. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacién se realizan segun las especificaciones del fabricante, segiin se efectia cominmente en la técnica o segun
se describe en este documento. Las nomenclaturas usadas en relaciéon con, y los procedimientos y las técnicas de
laboratorio de, la quimica analitica, la quimica organica sintética y la quimica médica y farmacéutica descritas en este
documentos son las bien conocidas y usadas cominmente en la técnica. Se usan técnicas estandar para las sintesis
quimicas, los andlisis quimicos y la preparacion, la formulacion y el aporte farmacéuticos y el tratamiento de los
pacientes.

Para que la divulgacién se pueda entender mas facilmente, se definen posteriormente términos seleccionados.

El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena polimérica de aminoacidos y abarca proteinas, analogos
polipeptidicos o variantes naturales o artificiales de una secuencia proteinica, o fragmentos de los mismos, a menos
que se contradiga de otro modo por el contexto. Un polipéptido puede ser monomérico o polimérico. Para un
polipéptido antigénico, un fragmento de un polipéptido contiene opcionalmente al menos un epitopo contiguo o no
lineal de un polipéptido. Los limites precisos del al menos un fragmento epitopico se pueden confirmar usando la
experiencia normal en la técnica. Un fragmento polipeptidico comprende al menos aproximadamente 5 aminoacidos
contiguos, al menos aproximadamente 10 aminodcidos contiguos, al menos aproximadamente 15 aminoacidos
contiguos o al menos aproximadamente 20 aminodcidos contiguos, por ejemplo.

El término "proteina aislada" o "polipéptido aislado” se refiere a una proteina o un polipéptido que en virtud de su
origen o fuente de derivacion no estd asociado con componentes naturalmente asociados que lo acomparan en su
estado natural; esté sustancialmente libre de otras proteinas de la misma especie; es expresado por una célula de una
especie diferente; o0 no esté presente en la naturaleza. Asi, una proteina o un polipéptido que se sintetiza quimicamente
0 se sintetiza en un sistema celular diferente de la célula de la que se que origina naturalmente estara "aislado" de sus
componentes naturalmente asociados. Una proteina o polipéptido se puede liberar sustancialmente de componentes
naturalmente asociados mediante aislamiento usando técnicas de purificacion de proteinas muy conocidas en la
técnica.

Segun se usa en este documento, el término "proteina de unién” o "polipéptido de unién" se referird a una proteina o
un polipéptido (p. €j., un anticuerpo o fragmento del mismo) que contiene al menos un sitio de unién que es responsable
de unirse selectivamente a un antigeno diana de interés (p. ej., un antigeno humano). Sitios de unién ejemplares
incluyen un dominio variable de anticuerpo, un sitio de union al ligando de un receptor o un sitio de unién al receptor
de un ligando. En ciertos aspectos, las proteinas de unién o los polipéptidos de unién comprenden mudltiples (p. €j.,
dos, tres, cuatro o mas) sitios de unién. En ciertos aspectos, la proteina de union o polipéptido de unién no es una
enzima terapéutica.

Segun se usa en este documento, el término "residuo natural” se referird a un residuo de aminoacido que esta presente
en la naturaleza en una posicion de aminoacido particular de un polipéptido de union (p. €j., un anticuerpo o fragmento
del mismo) y que no se ha modificado, introducido o alterado por la mano del hombre. Segun se usa en este
documento, el término "proteina de unién alterada”, "polipéptido de unién alterado", "proteina de unién modificada" o
"polipéptido de unién modificado" se referira a polipéptidos de unién y/o proteinas de unién (p. €j., un anticuerpo o
fragmento del mismo) que comprende al menos una sustitucion, eliminacion y/o adicion de aminodacidos con relacion
a la secuencia de aminoéacidos natural (es decir, silvestre) y/o una mutacion que da como resultado una glucosilacién
alterada (p. €j., hiperglucosilacion, hipoglucosilacion y/o aglucosilaciéon) en una o mas posiciones de aminoacido con
relacién a la secuencia de aminoacidos natural (es decir, silvestre).

Segun se usa en este documento, el término "polipéptido de unién inicial" o "proteina de unidn inicial" se referird a un
polipéptido de unién o proteina de unién que se pone en contacto con un agente suavemente oxidante para producir
un "polipéptido de union precursor” o una "proteina de unién precursora", respectivamente, (véanse las Figuras 1A-
C). Segun se usa en este documento, el término "polipéptido de union precursor" o "proteina de unién precursora” se
referira a un polipéptido o una proteina suavemente oxidados que se pueden hacer reaccionar con uno o mas de los
restos efectores descritos en este documento. En ciertos casos, un polipéptido de unién inicial, una proteina de unién
inicial, un polipéptido de unién precursor y/o una proteina de union precursora (p. €j., un anticuerpo o fragmento del
mismo) contiene al menos un sitio de unidn que es responsable de unirse selectivamente a un antigeno diana de
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interés (p. ej., un antigeno humano). Sitios de unién ejemplares incluyen un dominio variable de anticuerpo, un sitio
de unién a ligando de un receptor o un sitio de unién a receptor de un ligando. En ciertos aspectos, un polipéptido de
unién inicial, una proteina de unién inicial, un polipéptido de unién precursor y/o una proteina de unién precursora
comprende multiples (p. €j., dos, tres, cuatro o mas) sitios de uniéon. En ciertos aspectos, el polipéptido de unién inicial,
la proteina de unién inicial, el polipéptido de unién precursor y/o la proteina de unién precursora no es una enzima
terapéutica. Un polipéptido de unién inicial, una proteina de union inicial, un polipéptido de unién precursor y/o una
proteina de union precursora puede tener una secuencia silvestre o puede comprender al menos una sustitucion,
eliminacion y/o adicion de aminoacidos con relacién a la secuencia de aminoacidos natural (es decir, silvestre), y/o
una mutacion que dé como resultado una glucosilacién alterada (p. ej., hiperglucosilacién, hipoglucosilacion y/o
aglucosilacién) en una 0 mas posiciones de aminodcido con relacion a la secuencia de aminodcidos natural (es decir,
silvestre).

El término "ligando" se refiere a cualquier sustancia capaz de union, o de unirse, a otra sustancia. De forma similar, el
término "antigeno” se refiere a cualquier sustancia para la que se pueda generar un anticuerpo. Aunque "antigeno" se
usa comunmente en referencia a un sustrato de unién a anticuerpo y "ligando" se usa a menudo cuando se hace
referencia a sustratos de unién a receptor, estos términos no se distinguen uno de otro, y abarcan una amplia gama
de entidades quimicas que se solapan. Para evitar dudas, antigeno y ligando se usan indistintamente a lo largo de
este documento. Los antigenos/ligandos pueden ser un péptido, un polipéptido, una proteina, un aptamero, un
polisacarido, una molécula de azucar, un carbohidrato, un lipido, un oligonucleétido, un polinucleétido, una molécula
sintética, una molécula inorganica, una molécula organica, y cualquier combinacioén de los mismos.

El término "se une especificamente”, segln se usa en este documento, se refiere a la capacidad de un anticuerpo o
un fragmento de unién a antigeno del mismo para unirse a un antigeno con una constante de disociacion (Kd) de como
mucho aproximadamente 1 x 108 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10°M, 1 x 101 M, 1 x 10" M, 1 x 10-'2 M, 0 menos,
y/o para unirse a un antigeno con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad para un antigeno
inespecifico.

Segun se usa en este documento, el término "anticuerpo” se refiere a estos ensamblajes (p. ej., moléculas de
anticuerpo intactas, fragmentos de anticuerpo, o variantes de los mismos) que tienen actividad inmunorreactiva
especifica conocida significativa para un antigeno de interés (p. €j. un antigeno asociado a un tumor). Los anticuerpos
y las inmunoglobulinas comprenden cadenas ligeras y pesadas, con o sin un enlace covalente intercatenario entre
ellas. Las estructuras inmunoglobulinicas basicas en sistemas de vertebrados se entienden relativamente bien.

Como se entendera con mas detalle posteriormente, el término genérico "anticuerpo” comprende cinco clases distintas
de anticuerpo que se pueden distinguir bioquimicamente. Aunque las cinco clases de anticuerpos estan claramente
dentro del alcance de la actual divulgacion, el siguiente andlisis se dirigira generalmente a la clase IgG de moléculas
de inmunoglobulina. Con respecto a IgG, las inmunoglobulinas comprenden dos cadenas ligeras idénticas de peso
molecular aproximadamente 23.000 daltons, y dos cadenas pesadas idénticas de peso molecular 53.000-70.000. Las
cuatro cadenas estas empalmadas por uniones disulfuro en una configuracion en "Y" en la que las cadenas ligeras
encuadran a las cadenas pesadas partiendo de la boca de la "Y" y continuando a través de la region variable.

Las cadenas ligeras de inmunoglobulina se clasifican bien como kappa o bien como lambda (x, A). Cada clase de
cadena pesada puede estar unida con una cadena ligera bien kappa o bien lambda. En general, las cadenas ligeras
y pesadas estan unidas covalentemente entre si, y las porciones de "cola" de las dos cadenas pesadas estan unidas
entre si por enlaces disulfuro covalentes o enlaces no covalentes cuando las inmunoglobulinas son generadas bien
por hibridomas, bien por células B o bien por células anfitrionas genéticamente manipuladas. En la cadena pesada,
las secuencias de aminoacidos van desde un extremo N en las puntas bifurcadas de la configuraciéon de Y hasta el
extremo C en la parte inferior de cada cadena. Los expertos en la técnica apreciaran que las cadenas pesadas se
clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon (y, W, a, 8, €) con algunas subclases entre ellas (p. €j., y1-y4). Es la
naturaleza de esta cadena lo que determina la "clase" del anticuerpo como IgG, IgM, IgA IgG o IgE, respectivamente.
Las subclases de isotipos de inmunoglobulina (p. €j., IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, etc.) estan bien caracterizadas y
se sabe que confieren especializacion funcional. Las versiones modificadas de cada una de estas clases e isotipos
son facilmente discernibles por el experto a la vista de la actual divulgacion y, segln esto, estan dentro del alcance de
la actual divulgacion.

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. El término
"region" se refiere a una parte o porciéon de una cadena de inmunoglobulina o anticuerpo e incluye region constante o
regiones variables, asi como partes o porciones mas discretas de dichas regiones. Por ejemplo, las regiones variables
de las cadenas ligeras incluyen "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR" intercaladas entre
"regiones marco" o "FR", segun se definen en este documento.

Las regiones de una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina se pueden definir como regién "constante" (C) o
regiones "variables" (V), basandose en la falta relativa de variacion de secuencia dentro de las regiones de diversos
miembros de la clase en el caso de una "region constante", o la variacion significativa dentro de las regiones de
diversos miembros de una clase en el caso de "regiones variables". Los términos "regién constante" y "region variable”
también se pueden usar funcionalmente. A este respecto, se apreciard que las regiones variables de una
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inmunoglobulina o un anticuerpo determinan el reconocimiento y la especificidad para el antigeno. A la inversa, las
regiones constantes de una inmunoglobulina o un anticuerpo confieren importantes funciones efectoras tales como
secrecién, movilidad transplacentaria, union a receptores de Fc, union al complemento, y similares. Las estructuras
subunitarias y las configuraciones tridimensionales de las regiones constantes de las diversas clases de
inmunoglobulinas son bien conocidas.

Las regiones constantes y variables de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina se pliegan en dominios. El
término "dominio" se refiere a una region globular de una cadena pesada o ligera que comprende bucles peptidicos
(p. €j., que comprende de 3 a 4 bucles peptidicos) estabilizados, por ejemplo, la lamina plegada B y/o una union
disulfuro intracatenaria. Los dominios de la regién constante en la cadena ligera de una inmunoglobulina se denominan
indistintamente "dominios de la regién constante de la cadena ligera", "regiones CL" o "dominios CL". Los dominios
constantes en la cadena pesada (p. €. dominios bisagra, CH1, CH2 o CH3) se denominan indistintamente "dominios
de la regién constante de la cadena pesada”, dominios de la regién "CH" o "dominios CH". Los dominios variables en
la cadena ligera se denominan indistintamente "dominios de la regién variable de la cadena ligera", "dominios de la
region VL o "dominios VL". Los dominios variables en la cadena pesada se denominan indistintamente "dominios de
la region variable de la cadena pesada”, "dominios de la region VH" o "dominios VH".

Por convencién, la numeracién de los dominios de las regiones constantes variables se incrementa a medida que se
hacen mas distales del sitio de unién al antigeno o el extremo amino de la inmunoglobulina o el anticuerpo. El extremo
N de cada cadena pesada y ligera de inmunoglobulina es una regién variable y en el extremo C es una region
constante; los dominios CH3 y CL comprenden realmente el extremo carboxi de la cadena pesada y ligera,
respectivamente. Segun esto, los dominios de una inmunoglobulina de cadena ligera estan dispuestos en una
orientacion VL-CL, mientras que los dominios de la cadena pesada estan dispuestos en la orientacién VH-CH1-
bisagra-CH2-CHS3.

Las posiciones de los aminoacidos en una region constante de la cadena pesada, incluyendo las posiciones de los
aminoacidos en los dominios CH1, bisagra , CH2, CH3 y CL, se pueden numerar segun el sistema de numeracion del
indice de Kabat (véase Kabat y cols., en "Sequences of Proteins of Immunological Interest", U.S. Dept. Health and
Human Services, 52 edicion, 1991). Alternativamente, las posiciones de los aminoacidos de un anticuerpo se pueden
numerar segun el sistema de numeracién del indice EU (véase Kabat y cols, ibid.).

Segun se usa en este documento, el término "dominio VH" incluye el dominio variable aminoterminal de una cadena
pesada de inmunoglobulina, y el término "dominio VL" incluye el dominio variable aminoterminal de una cadena ligera
de inmunoglobulina.

Segun se usa en este documento, el término "dominio CH1" incluye el primer (el mas aminoterminal) dominio de la
region constante de una cadena pesada de inmunoglobulina que se extiende, p. €j., desde aproximadamente las
posiciones 114-223 en el sistema de numeracién de Kabat (posiciones EU 118-215). El dominio CH1 es adyacente al
dominio VH y aminoterminal a la region de bisagra de una molécula de la cadena pesada de inmunoglobulina, y no
forma parte de la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina.

Segun se usa en este documento, el término "regién de bisagra" incluye la porcién de una molécula de la cadena
pesada que empalma el dominio CH1 al dominio CH2. Esta regi6on de bisagra comprende aproximadamente 25
residuos y es flexible, permitiendo asi que las dos regiones de unién a antigeno N-terminales se muevan
independientemente. Las regiones de bisagra se pueden subdividir en tres dominios distintos: dominios de bisagra
superior, medio e inferior (Roux y cols. J. Immunol. 1998, 161 :4083).

Segun se usa en este documento, el término "dominio CH2" incluye la porcién de una molécula de inmunoglobulina
de cadena pesada que se extiende, p. ej., desde aproximadamente las posiciones 244-360 en el sistema de
numeracion de Kabat (posiciones EU 231-340). El dominio CH2 es UGnnico en que no esta estrechamente apareado con
otro dominio. En cambio, dos cadenas de carbohidrato enlazadas por N estan interpuestas entre los dos dominios
CH2 de una molécula de IgG natural intacta. En una realizacion, un polipéptido de unién de la actual divulgacién
comprende un dominio CH2 derivado de una molécula de IgG1 (p. €j. una molécula de IgG1 humana).

Segun se usa en este documento, el término "dominio CH3" incluye la porcién de una molécula de inmunoglobulina
de cadena pesada que se extiende aproximadamente 110 residuos desde el extremo N del dominio CH2, p. ej., desde
aproximadamente las posiciones 361-476 del sistema de numeraciéon de Kabat (posiciones EU 341-445). El dominio
CHS3 forma tipicamente la porcién C-terminal del anticuerpo. Sin embargo, en algunas inmunoglobulinas, dominios
adicionales se pueden extender desde el dominio CH3 para formar la porcién C-terminal de la molécula (p. €j. el
dominio CH4 en la cadena p de IgM y la cadena e de IgE). En una realizacién, un polipéptido de union de la actual
divulgacion comprende un dominio CH3 derivado de una molécula de IgG1 (p. €j. una molécula de IgG1 humana).

Segun se usa en este documento, el término "dominio CL" incluye el dominio de la regién constante de una cadena
ligera de inmunoglobulina que se extiende, p. €j., desde aproximadamente la posiciéon Kabat 107A-216. El dominio CL
es adyacente al dominio VL. En una realizacion, un polipéptido de unién de la actual divulgacién comprende un dominio
CL derivado de una cadena ligera kappa (p. €j., una cadena ligera kappa humana).
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Segun se usa en este documento, el término "regiéon Fc" se define como la porciéon de una regién constante de la
cadena pesada que comienza en la regién de bisagra justo aguas arriba del sitio de escision de papaina (es decir, el
residuo 216 en IgG, considerando que el primer residuo de la regién constante de la cadena pesada es 114) y que
termina en el extremo C del anticuerpo. Segun esto, una region Fc completa comprende al menos un dominio de
bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

El término "Fc natural", segun se usa en este documento, se refiere a una molécula que comprende la secuencia de
un fragmento que no se une a antigeno resultante de la digestion de un anticuerpo o producido por otros medios, ya
esté en forma mondémera o multimera, y puede contener la region de bisagra. La fuente de inmunoglobulina original
del Fc natural es tipicamente de origen humano y puede ser cualquiera de las inmunoglobulinas, tales como IgG1 e
IgG2. Las moléculas Fc naturales estan constituidas por polipéptidos monémeros que pueden estar enlazados en
formas dimeras o multimeras mediante asociacion covalente (es decir, uniones disulfuro) y no covalente. El nimero
de uniones disulfuro intermoleculares entre subunidades monémeras de moléculas de Fc natural varia de 1 a 4
dependiendo de la clase (p. €j., IgG, IgA y IgE) o subclase (p. €j., IgG1, IgG2, IgG3, IgA1 y IgGA2). Un ejemplo de un
Fc natural es un dimero unido por disulfuro resultante de la digestion con papaina de una IgG. El término "Fc natural”,
segun se usa en este documento, es genérico para las formas mondémeras, dimeras y multimeras.

El término "variante de Fc", segun se usa en este documento, se refiere a una molécula o secuencia que esta
modificada con respecto a un Fc natural pero todavia comprende un sitio de union para el receptor de rescate, FcRn
(receptor de Fc neonatal). Se conocen en la técnica variantes de Fc ejemplares, y su interaccién con el receptor de
rescate. Asi, el término "variante de Fc" puede comprender una molécula o secuencia que se humaniza a partir de un
Fc natural no humano. Por otra parte, un Fc natural comprende regiones que se pueden retirar debido a que
proporcionan rasgos estructurales o actividad biolégica que no se requieren para polipéptidos de union de tipo
anticuerpo presentados en esta divulgacién. Asi, el término "variante de Fc" comprende una molécula o secuencia que
carece de uno o mas sitios o residuos de Fc natural, o en la que uno o mas sitios o residuos de Fc se han modificado,
que afectan o estan implicados en: (1) la formacién de uniones disulfuro, (2) incompatibilidad con una célula anfitriona
seleccionada, (3) heterogeneidad N-terminal tras la expresion en una célula anfitriona seleccionada, (4) glicosilacién,
(5) interaccion con el complemento, (6) unién a un receptor de Fc distinto al receptor de rescate, o (7) citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

El término "dominio Fc", segun se usa en este documento, abarca Fc natural y variantes y secuencias de Fc segun se
definen anteriormente. Como con las variantes de Fc y las moléculas de Fc natural, el término "dominio Fc" incluye
moléculas en forma mondmera o multimera, ya sea digeridas a partir del anticuerpo entero o producidas por otros
medios.

Segun se indica anteriormente, las regiones variables de un anticuerpo le permiten reconocer selectivamente y unirse
especificamente a epitopos sobre antigenos. Esto es, el dominio VL y el dominio VH de un anticuerpo se combinan
para formar la regién variable (Fv) que define un sitio de unién a antigeno tridimensional. Esta estructura cuaternaria
del anticuerpo forma el sitio de union a antigeno presente al final de cada brazo de la Y. Mas especificamente, el sitio
de unién a antigeno estéa definido por tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) sobre cada una de
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras. Segun se usa en este documento, el término "sitio de union
a antigeno" incluye un sitio que se une especificamente a (inmunorreacciona con) un antigeno (p. €j., un antigeno de
la superficie celular o soluble). El sitio de unién a antigeno incluye una regién variable de la cadena pesada y la cadena
ligera de inmunoglobulina y el sitio de unién formado por estas regiones variables determina la especificidad del
anticuerpo. Un sitio de unién a antigeno esta formado por regiones variables que varian de un anticuerpo a otro. Los
anticuerpos alterados de la actual divulgacion comprenden al menos un sitio de unién a antigeno.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién de la actual divulgacion comprenden al menos dos dominios de
unién a antigeno que proporcionan la asociacién del polipéptido de unién con el antigeno seleccionado. Los dominios
de unién a antigeno no necesitan derivarse de la misma molécula de inmunoglobulina. A este respecto, la region
variable puede derivarse o se deriva de cualquier tipo de animal que pueda ser inducido para montar una respuesta
humoral y generar inmunoglobulinas contra el antigeno deseado. Como tal, la regién variable del un polipéptido de
unién puede ser, por ejemplo, de origen mamifero, p. ej., puede ser humana, murina, de rata, cabra, oveja, primate no
humano (tal como macaco de Java, macacos, etc.), lupina o de camélido (p. ej., de camellos, llamas y especies
relacionadas).

En anticuerpos presentes en la naturaleza, las seis CDR presentes sobre cada anticuerpo monomérico son secuencias
no contiguas cortas de aminoacidos que estan situadas especificamente para formar el sitio de uniéon a antigeno
cuando el anticuerpo asume su configuracion tridimensional en un ambiente acuoso. El resto de los dominios variables
pesados y ligeros muestra menos variabilidad intermolecular en la secuencia de aminoacidos y se denominan las
regiones marco. Las regiones marco adoptan en gran parte una conformacién de lamina B y las CDR forman bucles
que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de la Iamina B. Asi, estas regiones marco actian para
formar un andamiaje que proporciona la colocacion de las seis CDR en orientacion correcta mediante interacciones
no covalentes intercatenarias. El dominio de unién a antigeno formado por las CDRs colocadas define una superficie
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complementaria al epitopo sobre el antigeno inmunorreactivo. Esta superficie complementaria promueve la uniéon no
covalente del anticuerpo al epitopo antigénico inmunorreactivo.

Polipéptidos de unién ejemplares incluyen variantes de anticuerpo. Segln se usa en este documento, el término
"variante de anticuerpo"” incluye formas sintéticas y manipuladas de anticuerpos que se alteran de modo que no sean
anticuerpos presentes en la naturaleza, p. €j., que comprenden al menos dos porciones de cadena pesada pero no
dos cadenas pesadas completas (tales como anticuerpos con dominios eliminados o minicuerpos); formas
multiespecificas de anticuerpos (p. €j., biespecificas, triespecificas, etc.) alteradas para unirse a dos o0 mas antigenos
diferentes o a diferentes epitopos sobre un solo antigeno); moléculas de cadena pesada empalmadas a moléculas de
scFv y similares. Ademas, el término "variante de anticuerpo” incluye formas multivalentes de anticuerpos (p. €j.,
anticuerpos trivalentes, tetravalentes, etc., que se unen a tres, cuatro o mas copias del mismo antigeno.

Segun se usa en este documento, el término "valencia" se refiere al nimero de sitios de unién a una diana potenciales
en un polipéptido. Cada sitio de unién a una diana se une especificamente a una molécula diana o un sitio especifico
sobre una molécula diana. Cuando un polipéptido comprende mas de un sitio de unién a una diana, cada sitio de unién
a una diana puede unirse especificamente a moléculas iguales o diferentes (p. €j., se puede unir a diferentes ligandos
o diferentes antigenos, o diferentes epitopos sobre el mismo antigeno). Los polipéptidos de unién en cuestion
tipicamente tiene al menos un sitio de unién especifico para una molécula de antigeno humano.

El término "especificidad" se refiere a la capacidad para unirse especificamente (p. €j., inmunorreacionar con) un
antigeno diana dado (p. €j., un antigeno diana humano). Un polipéptido de unién puede der monoespecifico y contener
uno o mas sitios de uniéon que se unen especificamente a una diana o un polipéptido puede ser multiespecifico y
contener dos o mas sitios de unién que se unen especificamente a dianas iguales o diferentes. En ciertas realizaciones,
un polipéptido de unidn es especifico para dos porciones diferentes (p. ej., no solapadas) de la misma diana. En ciertas
realizaciones, un polipéptido de unién es especifico para mas de una diana. Se conocen en la técnica polipéptidos de
unién (p. ej., anticuerpos) ejemplares que comprenden sitios de unién a antigeno que se unen a antigenos expresados
sobre células tumorales y una o mas CDR procedentes de estos anticuerpos se pueden incluir en un anticuerpo
caracterizado en esta divulgacién.

El término "resto de enlace" incluye restos que son capaces de enlazar el resto efector a los polipéptidos de union
divulgados en este documento. El resto de enlace se puede seleccionar de modo que sea escindible (p. ej., escindible
enzimaticamente o sensible al pH) o no escindible. Restos de enlace ejemplares se indica en la Tabla 2 en este
documento.

Segun se usa en este documento, el término "resto efector” comprende agentes (p. ej. proteinas, acidos nucleicos,
lipidos, carbohidratos, glucopéptidos, y fragmentos de los mismos) con actividad biolégica u otra funcional. Por
ejemplo, un polipéptido de unién modificado que comprende un resto efector conjugado a un polipéptido de unién tiene
al menos una funcién o propiedad adicional en comparacién con el anticuerpo no conjugado. Por ejemplo, la
conjugacién de un farmaco citotoxico (p. €j., un resto efector) a un polipéptido de unién da como resultado la formacién
de un polipéptido de unién con citotoxicidad farmacolégica como segunda funcién (es decir ademas de la union a
antigeno). En otro ejemplo, la conjugacion de un segundo polipéptido de unién al polipéptido de unién puede conferir
propiedades de unién adicionales. En ciertos casos, cuando el resto efector es una proteina o un &cido nucleico
terapéutico o diagndstico codificado genéticamente, el resto efector se pueden sintetizar o expresar mediante métodos
bien de sintesis de péptidos o bien de ADN recombinante que son bien conocidos en la técnica. En otro aspecto,
cuando el resto efector sea un péptido no codificado genéticamente, o un resto farmacolégico, el resto efector se
puede sintetizar artificialmente o purificar a partir de una fuente natural. Segin se usa en este documento, el término
"resto farmacologico" incluye agentes terapéuticos antiinflamatorios, anticancerosos, antiinfecciosos (p. €j.,
antifingicos, antibacterianos, antiparasitarios, antivirales, etc.), y agentes terapéuticos anestésicos. En un caso
adicional, el resto farmacoldgico es un agente anticanceroso o citotoxico. Restos farmacologicos compatibles también
pueden comprender profarmacos. Restos efectores ejemplares se indican en la Tabla 1 en este documento.

Segun se usa en este documento, el término "suavemente oxidante" se refiere a un reactivo que acepta un electrén
de otra especie (y por lo tanto se reduce), pero no atrae esos electrones muy fuertemente. Ejemplos de agentes
suavemente oxidantes incluyen, pero no se limitan a, peryodato oxidasa y galactosa oxidasa.

En ciertos casos, un "resto efector" comprende un "resto orientador." Segln se usa en este documento, el término
"resto orientador" se refiere a un resto efector que se une a una molécula diana. Restos orientadores pueden
comprender, sin limitacion, proteinas, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos (p. €j., glucanos), y combinaciones de
los mismos (p. €j., glucoproteinas, glucopéptidos y glucolipidos).

Segun se usa en este documento, el término "profarmaco" se refiere a una forma precursora o derivada de un agente
farmacéuticamente activo que es menos activa, reactiva o propensa a efectos secundarios en comparacién con el
farmaco original y es capaz de activarse enzimaticamente o convertirse de otro modo en una forma mas activa in vivo.
Profarmacos compatibles con las composiciones de la actual divulgacién incluyen, pero no se limitan a, profarmacos
que contienen fosfatos, profarmacos que contienen aminodacidos, profarmacos que contienen tiofosfatos, profarmacos
que contienen sulfatos, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos que contienen 3-lactamas, profarmacos
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que contienen fenoxiacetamidas opcionalmente sustituidas o profarmacos que contienen fenilacetamidas
opcionalmente sustituidas, profarmacos de 5-fluorocitosina y otras 5-fluorouridinas que se pueden convertir en el
farmaco libre citotéxico mas activo. Un experto en la técnica puede realizar modificaciones quimicas en el resto
farmacoldgico deseado o su profarmaco a fin de hacer a las reacciones de ese compuesto mas convenientes con los
fines de preparar polipéptidos de unién modificados de la actual divulgacion. Los restos farmacologicos también
incluyen derivados, sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, amidas y éteres de los restos farmacologicos
descritos en este documento. Los derivados incluyen modificaciones en los farmacos identificados en este documento
que pueden mejorar o no reducir significativamente una actividad terapéutica deseada de un farmaco particular.

Segun se usa en este documento, el término "agente anticanceroso” incluye agentes que son perjudiciales para el
crecimiento y/o la proliferacion de células neoplasticas o tumorales y pueden actuar para reducir, inhibir o destruir la
neoplasia maligna. Ejemplos de estos agentes incluyen, pero no se limitan a, agentes citostaticos, agentes alquilantes,
antibiéticos, nucledsidos citotoxicos, agentes que se unen a tubulina, hormonas, antagonistas de hormonas, agentes
citotéxicos, y similares. Agentes citotoxicos incluyen derivados de tomaimicina, derivados de maitansina, derivados de
criptoficina, derivados de antraciclina, derivados de bisfosfonato, derivados de leptomicina, derivados de
estreptonigrina, derivados de auristatina y derivados de duocarmicina. Cualquier agente que actue para retardar o
frenar el crecimiento de células inmunorreactivas o células malignas esta dentro del alcance de la actual divulgacion.

El término "antigeno" o "antigeno diana", segun se usa en este documento, se refiere a una molécula o una porcion
de una molécula que es capaz de ser unida por el sitio de unién de un polipéptido de unién. Un antigeno diana puede
tener uno o mas epitopos.

El término "sal" comprende un ion metalico. Por ejemplo, un ion metalico incluye, pero no se limita a, un metal alcalino
(Grupo la), p. €j. litio, sodio y potasio, un metal alcalinotérreo (Grupo lla), p. ej., magnesio y calcio, un metal de
transicion, p. ej., cobre, cinc, niquel, hierro y manganeso en valencias habituales. Valencias habituales ejemplares de
metales incluyen, por ejemplo, sodio(l), calcio(ll), magnesio(ll), cinc(ll), cobre(l) y cobre(ll). Sales ejemplares que
comprenden un ion metalico incluyen, pero no se limitan a, acetato de cobre(ll) (Cu2(OAc)4), acetato de cinc(ll)
(Zn2(OAc)a4), cloruro de hierro (FesCla) y cloruro calcico (CaClz).

Il. Polipéptidos de union

En un aspecto, la actual divulgacion proporciona polipéptidos (p. €j., anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, variantes
de anticuerpo y proteinas de fusién) de unién que comprenden un dominio glucosilado, p. €j., un dominio constante
glucosilado. Los polipéptidos de unién divulgados en este documento abarcan cualquier polipéptido de uniéon que
comprende un dominio que tiene un sitio de glucosilaciéon enlazado por N. En ciertas realizaciones, el polipéptido de
unién es un anticuerpo o un fragmento o derivado del mismo. Cualquier anticuerpo procedente de cualquier fuente o
especie se puede emplear en los polipéptidos de unién divulgados en este documento. Anticuerpos adecuados
incluyen, sin limitacién, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados o anticuerpos quiméricos.

En ciertas realizaciones, el dominio glucosilado es un dominio Fc. En ciertas realizaciones, el dominio de glucosilacion
es un dominio de glucosilacion natural en N297, seguin la numeracion de EU.

En otras realizaciones, el dominio de glucosilacion es un dominio de glucosilacién manipulado. Dominios de
glucosilacion manipulados ejemplares en el dominio Fc comprenden un residuo de asparagina en la posicién de
aminoacido 298, segun la numeracion de EU y/o un residuo de serina o treonina en la posicion de aminoacido 300,
segun la numeracion de EU.

Dominios de Fc procedentes de cualquier clase de inmunoglobulina (p. €j., IgM, IgG, IgD, IgA e IgE) y especie se
pueden usar en los polipéptidos de unién divulgados en este documento. También se pueden emplear dominios Fc
quiméricos que comprenden porciones de dominios Fc de diferentes especies o clases de Ig. En ciertas realizaciones,
el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1 humana. En el caso de un dominio Fc de IgG1 humana, la mutacion del
aminoacido silvestre en la posicion de Kabat 298 por una asparagina y la posicion de Kabat 300 por una serina o
treonina da como resultado la formacién de un sitio de consenso de glucosilacion enlazado por N (es decir, el secu6n
N-X-T/S, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina). Sin embargo, en el caso de dominios Fc de otras especies
y/o clases o isotipos de Ig, el experto apreciard que puede ser necesario mutar la posicion de Kabat 299 del dominio
Fc si esta presente un residuo de prolina para recrear un secuén N-X-T/S.

En otras realizaciones, la actual divulgaciéon proporciona polipéptidos de unién (p. €j., anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, variantes de anticuerpo y proteinas de fusiéon) que comprenden al menos un dominio CH1 que tiene un
sitio de glucosilacion enlazado por N. Estos polipéptidos de union ejemplares pueden comprender, por ejemplo, y sitio
de glucosilacion manipulado en la posicion 114, segun la numeracién de Kabat.

Se pueden usar dominios CH1 procedentes de cualquier clase de inmunoglobulina (p. ej., IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE) y

especie en los polipéptidos de unién divulgados en este documento. También se pueden emplear dominios CHI
quiméricos que comprenden porciones de dominios CHI procedentes de diferentes especies o clases de lg. En ciertas
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realizaciones, el dominio CH1 es un dominio CH1 de IgG1 humana. En el caso de un dominio de IgG1 humana, la
mutacion del aminodacido silvestre en la posicidon 114 por una asparagina da como resultado la formacién de un sitio
de consenso de glucosilacién enlazado por N (es decir, el secu6n N-X-T/S, donde X es cualquier aminoacido excepto
prolina). Sin embargo, en el caso de otros dominios CH1 de otras especies y/o clases o isotipos de Ig, el experto
apreciara que puede ser necesario mutar las posiciones 115 y/o 116 del dominio CH1 para crear un secu6n N-X-T/S.

En ciertas realizaciones, el polipéptido de unién de la actual divulgacion puede comprender un fragmento de unién a
antigeno de un anticuerpo. El término "fragmento de unién a antigeno" se refiere a un fragmento polipeptidico de una
inmunoglobulina o un anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es decir, con el anticuerpo
intacto del que se derivaban) con respecto a la unién al antigeno (es decir, union especifica). Los fragmentos de union
a antigeno se pueden producir mediante métodos recombinantes o bioquimicos que son muy conocidos en la técnica.
Fragmentos de unién a antigeno ejemplares incluyen Fv, Fab, Fab'y (Fab')2. En realizaciones ejemplares, el fragmento
de unién a antigeno de la actual divulgacion es un fragmento de unién a antigeno alterado que comprende al menos
un sitio de glucosilacién manipulado. En una realizaciéon ejemplar, un fragmento de unién a antigeno alterado de la
actual divulgacion comprende un dominio VH alterado descrito anteriormente. En otra realizacion ejemplar, un
fragmento que se une a antigeno alterado de la actual divulgacion comprende un dominio CH1 alterado descrito.

En realizaciones ejemplares, el polipéptido de unién comprende una secuencia de la regién variable monocatenaria
(ScFv). Las secuencias de la region variable monocatenarias comprenden un solo polipéptido que tiene uno o0 mas
sitios de unién a antigeno, p. ej., un dominio VL enlazado por un enlazador flexible a un dominio VH. Las moléculas
de ScFv se pueden construir en una orientacion VH-enlazador-VL o una orientacién VL-enlazador-VH. La bisagra
flexible que enlaza los dominios VL y VH que constituyen el sitio de unién a antigeno incluye de aproximadamente 10
a aproximadamente 50 residuos de aminoacido. Se conocen en la técnica péptidos de conexion. Los polipéptidos de
unién pueden comprender al menos una scFv y/o al menos una regién constante. En una realizacién, un polipéptido
de unién de la actual divulgacion puede comprender al menos una scFv enlazada o fusionada a un anticuerpo o
fragmento que comprende un dominio CH1 (p. ej. un dominio CH1 que comprende un residuo de asparagina en la
posicion de Kabat 114/la posicion de EU 118) y/o un dominio CH2 (p. ej. un dominio CH2 que comprende un residuo
de asparagina en la posicion de EU 298 y un residuo de serina o treonina en la posicién de EU 300).

En ciertas realizaciones ejemplares, un polipéptido de unién de la actual divulgacion es un anticuerpo multivalente (p.
ej., tetravalente) que se produce al fusionar una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo con una molécula de
ScFv (p. ej., una molécula de ScFv alterada). Por ejemplo, en una realizacion, estas secuencias se combinan de modo
que la molécula de ScFv (p. €j., una molécula de ScFv alterada) esté enlazada en su extremo N o extremo C a un
fragmento Fc de un anticuerpo a través de un enlazador flexible (p. €j., un enlazador de gly/ser). En otra realizacion,
un anticuerpo tetravalente de la actual divulgacion se puede elaborar al fusionar una molécula de ScFv a un péptido
de conexion, que esta fusionado a un dominio CH1 (p. ej., un dominio CH1 que comprende un residuo de asparagina
en la posicién de Kabat 114/la posicion de EU 118) para construir una molécula tetravalente de ScFv-Fab.

En otra realizacion, un polipéptido de unién de la actual divulgacion es un minicuerpo alterado. Un minicuerpo alterado
de la actual divulgacion es una molécula dimera constituida por dos cadenas polipeptidicas que comprenden cada una
una molécula de ScFv (p. ej., una molécula de ScFv alterada que comprende un dominio VH alterado descrita
anteriormente) que esta fusionada a un dominio CH3 o una porcion del mismo a través de un péptido de conexion.
Los minicuerpos se pueden elaborar al construir un componente de ScFv y conectar los componentes péptido-CH3
usando métodos descritos en la técnica (véanse, p. €j., la patente de EE. UU. 5.837.821 o el documento WO
94/09817A1). En otra realizacién, se puede construir un minicuerpo tetravalente. Los minicuerpos tetravalentes se
pueden construir del mismo modo que los minicuerpos, excepto que dos moléculas de ScFv se enlazan usando un
enlazador flexible. La construccién scFv-scFv enlazada se empalma entonces a un dominio CH3.

En otra realizacion, un polipéptido de unién de la actual divulgacién comprende un diacuerpo. Los diacuerpos son
moléculas tetravalentes dimeras que tienen cada una un polipéptido similar a moléculas de scFv, pero que
habitualmente tienen un enlazador de residuos de aminoacido corto (menos de 10, p. €j., 1-5) que conecta ambos
dominios variables, de modo que los dominios VL y VH sobre la misma cadena polipeptidica no puedan interactuar.
En cambio, el dominio VL y VH de una cadena polipeptidica interactia con el dominio VH y VL (respectivamente)
sobre una segunda cadena polipeptidica (véase, por ejemplo, el documento WO 02/02781). Los diacuerpos de la
actual divulgacion comprenden una molécula de scFv fusionada a un dominio CH3.

En otras realizaciones, los polipéptidos de unién comprenden anticuerpos multiespecificos o multivalentes que
comprenden uno o0 mas dominios variables en serie sobre la misma cadena polipeptidica, p. €j., polipéptidos de
dominios variables en tandem (TVD). Polipéptidos de TVD ejemplares incluyen la configuracion de "doble cabeza" o
"Fv dual" descrita en la Patente de EE. UU. N° 5.989.830. En la configuracion de Fv dual, los dominios variables de
dos anticuerpos diferentes se expresan en una orientacion en tdndem sobre dos cadenas separadas (una cadena
pesada y una cadena ligera), donde una cadena polipeptidica tiene dos dominios VH en serie separados por un
enlazador peptidico (VH1-enlazador-VH2) y la otra cadena polipeptidica consiste en dominios VL complementarios
conectados en serie por un enlazador peptidico (VL1-enlazador-VL2). En la configuracién de doble cabeza transversal,
los dominios variables de dos anticuerpos diferentes se expresan en una orientacion en tdndem sobre dos cadenas
polipeptidicas separadas (una cadena pesada y una cadena ligera), donde una cadena polipeptidica tiene dos
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dominios VH en serie separados por un enlazador peptidico (VH1-enlazador-VH2) y la otra cadena polipeptidica
consiste en dominios VL complementarios conectados en serie por un enlazador peptidico en la orientacion opuesta
(VL2-enlazador-VL1). Variantes de anticuerpo adicionales basadas en el formato de "Fv dual" incluyen el anticuerpo
biespecifico de IgG de dominio variable dual (DVD-IgG) (véase la Patente de EE. UU. N2 7.612.181 y el formato TBTI
(véase el documento US 2010/0226923 A1). La adicién de dominios constantes a cadenas respectivas de la Fv dual
(CH1-Fc a la cadena pesada y el dominio contante kappa o lambda a la cadena ligera) conduce a anticuerpos
biespecificos funcionales sin la necesidad de modificaciones adicionales (es decir, adiciébn obvia de dominios
constantes para potenciar la estabilidad).

En otra realizacién ejemplar, el polipéptido de unién comprende un anticuerpo biespecifico de IgG de dominio variable
dual transversal (CODV-IgG) basado en una configuracién de "doble cabeza" (véase el documento US20120251541
A1). Las variantes de anticuerpo de CODV-IgG tienen una cadena polipeptidica con dominios VL conectados en serie
a un dominio CL (VL1-L1-VL2-L2-CL) y una segunda cadena polipeptidica con dominios VH complementarios
conectados en serie en la orientacion opuesta a un dominio CH1 (VH2-L3-VH1-L4-CH1), donde las cadenas
polipeptidicas forman un par cadena ligera-cadena pesada transversal. En cierta realizacion, el segundo polipéptido
puede estar conectado ademas a un dominio Fc (VH2-L3-VH1-L4-CH1-Fc). En ciertas realizaciones, el enlazador L3
es al menos dos veces mas largo que el enlazador L1 y/o el enlazador L4 es al menos mas largo que el enlazador L2.
Por ejemplo, L1 y L2 pueden tener una longitud de 1-3 residuos de aminoé&cido, L3 puede tener una longitud de 2 a 6
residuos de aminoacido y L4 puede tener una longitud de 4 a 7 residuos de aminoacido. Ejemplos de enlazadores
adecuados incluyen un residuo de una sola glicina (Gly); un péptido de diglicina (Gly-Gly); un tripéptido (Gly-Gly-Gly);
un péptido con cuatro residuos de glicina (Gly-Gly-Gly-Gly) (SEQ ID NO: 40); un péptido con cinco residuos de glicina
(Gly-Gly-Gly-Gly-Gly) (SEQ ID NO: 41); un péptido con seis residuos de glicina (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly) (SEQ ID NO:
42); un péptido con siete residuos de glicina (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly) (SEQ ID NO: 43); un péptido con ocho
residuos de glicina (Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly) (SEQ ID NO: 44). Se pueden usar otras combinaciones de
residuos de aminoacidos tales como el péptido Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 45) y el péptido Gly-Gly-Gly-Gly-
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 46).

En ciertas realizaciones, el polipéptido de unién comprende una molécula de inmunoadhesina que comprende una
region que no es de unidén a anticuerpo (p. €j., un receptor, un ligando o una molécula de adhesién celular) fusionada
a una regién constante de anticuerpo (véase, p. €j., Ashkenazi y cols., Methods, 1995 8(2), 104-115)

En ciertas realizaciones, el polipéptido de union comprende dominios inmunoglobulinicos. Dominios
inmunoglobulinicos adecuados incluyen, sin limitacion, dominios de fibronectina (véase, por ejemplo, Koide y cols.
(2007), Methods Mol. Biol. 352: 95-109), DARPin (véase, por ejemplo, Stumpp y cols. (2008) Drug Discov. Today 13
(15-16): 695-701), dominios Z de proteina A (véase Nygren y cols. (2008) FEBS J. 275 (11): 2668-76), lipocalinas
(véase, por ejemplo, Skerra y cols. (2008) FEBS J. 275 (11): 2677-83), afilinas (véase, por ejemplo, Ebersbach y cols.
(2007) J. Mol. Biol. 372 (1): 172-85), afitinas (véase, por ejemplo, Krehenbrink y cols. (2008). J. Mol. Biol. 383 (5):
1058-68), avimeros (véase, por ejemplo, Silverman y cols. (2005) Nat. Biotechnol. 23 (12): 1556-61), findmeros,
(véase, por ejemplo, Grabulovski y cols. (2007) J Biol Chem 282 (5): 3196-3204), y péptidos del dominio de Kunitz
(véase, por ejemplo, Nixon y cols. (2006) Curr Opin Drug Discov Devel 9 (2): 261-8).

lll. Glucanos enlazados por N

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién presentados en la invencién emplean glucanos que estan
"enlazados por N" a través de un residuo de asparagina a un sitio de glucosilacion en el esqueleto polipeptidico del
polipéptido de union. El sitio de glucosilacion puede ser un sitio de glucosilacién natural o manipulado. Adicionalmente
o alternativamente, el glucano puede ser un glucano natural o un glucano manipulado (p. €j., un glucano modificado)
que contiene uno o mas enlaces no naturales. Los "N-glucanos" o "glucanos enlazados por N" estan ligados a un
nitrégeno amidico de una residuo de asparagina o arginina en una proteina a través de un residuo de N-
acetilglucosamina. Estos "sitios de glucosilacion enlazados por N" se presentan en la estructura primaria del péptido
que contiene, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos asparagina-X-serina/treonina, donde X es cualquier residuo
de aminoacido excepto prolina y acido aspartico. Estos N-glucanos se describen a fondo, por ejemplo, en Drickamer
K, Taylor ME (2006). Introduction to Glycobiology, 2° ed..

En ciertas realizaciones, se proporcionan proteinas de unién y/o polipéptidos de unién glucomanipulados y métodos
para elaborar proteinas de unién y/o polipéptidos de unién glucomanipulados. Segun se usa en este documento, el
término "glucomanipulacion" se refiere a cualquier método reconocido en la técnica para alterar el perfil de la
glucoforma de una composicion de proteina de unién para generar un "glucano modificado."

Segun se usan en el presente documento, los términos "glucoforma GO0", "glucoforma G1" y "glucoforma G2" se
refieren a glucoformas de N-glucano que tienen cero, uno o dos residuos de galactosa terminales, respectivamente.
Estos términos incluyen glucoformas GO, G1 y G2 que estan fucosiladas o comprenden un residuo de N-
acetilglucosamina bisector.
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En ciertas realizaciones, las glucoformas G1 y G2 comprenden ademas residuos de acido sidlico enlazados a uno o
ambos de los residuos de galactosa terminales para formar las glucoformas G1S1, G2S1 y G2S2. Segun se usan en
este documento, los términos "glucoforma G1S1", "glucoforma G2S1" y "glucoforma G2S2" se refieren a glucoformas
de N-glucano que tienen un residuo de &cido sialico enlazado al tnico residuo de galactosa terminal en una glucoforma
G1, uno del residuo de galactosa terminal en una glucoforma G2 o ambos residuos de galactosa terminales en una
glucoforma G2, respectivamente. Estos términos incluyen glucoformas G1S1, G2S1 y G2S2 que estan fucosiladas o
comprenden un residuo de N-acetilglucosamina bisector. En ciertas realizaciones, los residuos de acido siélico de las
glucoformas G1S1, G2S1 y G2S2 estan enlazados por enlaces de &cido alfa-2,6-sidlico al residuo de galactosa
terminal de cada glucoforma a fin de potenciar la actividad antiinflamatoria de la molécula de unién (véase p. €j.,
Anthony y cols., PNAS 105: 19571-19578, 2008).

Segun se usan en este documento, los términos "glucoforma GIF", "glucoforma G2F", "glucoforma G1S1F",
"glucoforma G2S1F" y "glucoforma G2S2F" se refieren a la "glucoforma G1", la "glucoforma G2", la "glucoforma G1S1",
la "glucoforma G2S1" y la "glucoforma G2S2" que estan fucosiladas, respectivamente.

En ciertas realizaciones ejemplares, el polipéptido de unién comprende el sitio de glucosilacién natural de un dominio
Fc de anticuerpo. Este sitio de glucosilacién natural comprende un residuo de asparagina silvestre en la posicion 297
del dominio Fc (N297), segun la numeracion de EU. El glucano enlazado por N natural que reside en esta posicion
generalmente esta enlazado a través de un enlace de B-glucosilamida al grupo nitrégeno de la cadena lateral de N297.
Sin embargo, también se pueden emplear otros enlaces reconocidos en la técnica. Un glucano enlazado por N a N297
puede contener una manosa, N-acetilglucosamina, galactosa o acido sialico terminal.

En otras realizaciones ejemplares, los polipéptidos de unidon comprenden uno o mas sitios de glucosilacion
manipulados. Estos sitios de glucosilacion manipulados comprenden la sustitucién de uno o mas aminoacidos
silvestres en el esqueleto polipeptidico del polipéptido de unién por un residuo de asparagina que es capaz de ser N-
glucosilado por las enzimas de glucosilacién de una célula. Sitios de glucosilacion manipulados ejemplares incluyen
la introduccion de mutacion de asparagina en la posicion de aminoacido 298 del dominio Fc (298N) segun la
numeracion de EU o la posicion de aminoacido 114 de un dominio CH1 (114N) segun la numeracién de Kabat (posicion
118 de un dominio CH1 segln la numeracion de EU).

Cualquier tipo de glucano enlazado por N presente en la naturaleza o sintético (es decir, no natural o modificado) se
puede enlazar a un sitio de glucosilacion de un polipéptido de unidn presentado en esta divulgacién. En ciertos casos,
el glucano comprende un sacérido (p. €j., un residuo de sacarido situado en el extremo de un oligosacarido) que se
puede oxidar (p. ej., mediante tratamiento con peryodato o galactosa oxidasa) para producir un grupo adecuado para
la conjugacion a un resto efector (p. €j., un grupo aldehido reactivo). Sacéaridos oxidables adecuados incluyen, sin
limitacién, galactosa y &cido sialico (p. ej., acido N-acetilneuraminico). En ciertos casos, el glucano es un glucano
biantenario. En ciertos casos, el glucano es una glucoforma de mamifero presente en la naturaleza.

La glucosilacion se puede conseguir a través de cualquier medio conocido en la técnica. En ciertas realizaciones, la
glucosilacién se consigue mediante la expresién de los polipéptidos de union en células capaces de glucosilacion
enlazada por N. Cualquier célula natural o manipulada (p. €j., se pueden emplear procariéticas o eucaridticas (p. €;j.,
células CHO o NSO)). En general, se emplean células de mamifero para efectuar la glucosilacion. Los N-glucanos que
se producen en células de mamifero se denominan comunmente N-glucanos de tipo hibrido complejos con alto
contenido de manosa (véase p. ej., Drickamer (2006)). Estos N-glucanos complejos tienen una estructura que
tipicamente tiene de dos a seis ramificaciones externas con una secuencia de sialil-lactosamina enlazada a una
estructura central interna MansGIcNAcz2. Un N-glucano complejo tiene al menos una ramificacién, y/o al menos dos
ramificaciones, de residuos de GIcNAc y galactosa (Gal) alternos que terminan en oligosacaridos tales como, por
ejemplo: NeuNAc-; NeuAc a2,6 GalNAc a1-; NeuAc a2,3 Gal 1,3 GalNAc ai1-; y NeuAc a2,3/6 Gal 1,4 GIcNAc B 1.;
Ademas, se pueden presentar ésteres de sulfato sobre residuos de galactosa, GalNAc, y GlcNAc. NeuAc puede estar
O-acetilado o se puede reemplazar por NeuGl (acido N-glicolilneuraminico). Los N-glucanos complejos también
pueden tener sustituciones intracatenarias de GlcNAc bisector y fucosa (Fuc) central.

Adicionalmente o alternativamente, la glucosilacion se puede conseguir o modificar a través de medios enzimaticos,
in vitro. Por ejemplo, se pueden emplear una o mas glucosiltransferasas para afadir residuos de sacarido especificos
al N-glucano natural o manipulado de un polipéptido de unién, y se pueden emplear una o mas glucosidasas para
retirar sacaridos no deseados del glucano enlazado por N. Estos medios enzimaticos son muy conocidos en la técnica
(véase. p. €j., el documento WO2007/005786).

IV Funciones Efectoras Inmunoldgicas y Modificaciones de Fc

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de uniéon pueden comprender una region constante de anticuerpo (p. €j., una
region constante de IgG p. ej., una region constante de IgG humana, p. €j., una region constante de IgG1 o IgG4
humanas) que media en una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, la unién del complejo C1 a una regién constante
de anticuerpo puede activar el sistema del complemento. La activacion del sistema del complemento es importante en
la opsonizacién vy la lisis de patdgenos celulares. La activacion del sistema del complemento también estimula la
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respuesta inflamatoria y también puede estar implicada en la hipersensibilidad autoinmunitaria. Ademas, los
anticuerpos se unen a los receptores sobre diversas células a través de la region Fc (sitios de union a receptores Fc
sobre la region Fc del anticuerpo se unen a receptores de Fc (FcR) sobre una célula). Existe un nimero de receptores
de Fc que son especificos para diferentes clases de anticuerpo, incluyendo IgG (receptores gamma), IgE (receptores
épsilon), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La unién del anticuerpo a receptores de Fc sobre superficies
celulares desencadena un ndmero de respuestas biolégicas importantes y diversas incluyendo la fagocitacion y la
destruccién de particulas revestidas con anticuerpo, la depuracién de complejos inmunitarios, la lisis de células diana
revestidas con anticuerpo por células agresoras (llamada citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos, o ADCC), la liberacion de mediadores inflamatorios, la transferencia placentaria y el control de la
produccién de inmunoglobulinas. En algunas realizaciones, los polipéptidos de unién (p. ej., anticuerpos o sus
fragmentos de unién a antigenos) se unen a un receptor gamma de Fc. En realizaciones alternativas, los polipéptidos
de unién pueden comprender una regién constante que carece de una o mas funciones efectoras (p. €j., actividad
ADCC) y/o es incapaz de unirse a un receptor de Fcy.

Ciertas realizaciones incluyen anticuerpos en los que al menos un aminoacido en uno o mas de los dominios de la
region constante se han eliminado o alterado de otro modo a fin de proporcionar caracteristicas bioquimicas deseadas
tales como una reduccion o potenciacion de las funciones efectoras, la capacidad para dimerizarse no covalentemente,
un incremento en la capacidad para localizarse en la zona de un tumor, una reduccién en la semivida sérica o un
incremento en la semivida sérica en comparacion con un anticuerpo inalterado entero de aproximadamente la misma
inmunogenicidad. Por ejemplo, ciertos anticuerpos para el uso en métodos de diagnéstico y tratamiento descritos en
este documento son anticuerpos con dominios eliminados, que comprenden una cadena polipeptidica similar a una
cadena pesada de inmunoglobulina, pero que carecen de al menos una porcién de uno o mas dominios de la cadena
pesada. A modo de ejemplo, en ciertos anticuerpos, se eliminard un dominio completo de la regién constante del
anticuerpo modificado, por ejemplo, se eliminard la totalidad o parte del dominio CH2.

En ciertas otras realizaciones, los polipéptidos de unién comprenden regiones constantes derivadas de diferentes
isotipos de anticuerpo (p. €j., regiones constantes procedentes de dos o mas de una IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana).
En otras realizaciones, los polipéptidos de unién comprenden una bisagra quimérica (es decir, una bisagra que
comprende porciones de la bisagra derivadas de dominios de bisagra de diferentes isotipos de anticuerpo, p. €j., un
dominio de bisagra superior procedente de una molécula de IgG4 y un dominio de bisagra medio IgG1). En una
realizacién, los polipéptidos de unidon comprenden una regién Fc o porcién de la misma procedente de una molécula
de IgG4 humana y una mutacién Ser228Pro (numeracion de EU) en la region de bisagra central de la molécula.

En ciertas realizaciones, la porcién Fc se puede mutar para incrementar o disminuir una funcién efectora usando
técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la eliminacién o inactivacion (a través de mutaciones puntuales u otros
medios) de un dominio de la regién constante puede reducir la union al receptor de Fc del anticuerpo modificado
circulante incrementando de ese modo la localizacion del tumor. En otros casos, puede ser que modificaciones de la
region constante de acuerdo con la actual divulgacién moderen la union al complemento y asi reduzcan la semivida
sérica y la asociacién inespecifica de una citotoxina conjugada. Sin embargo, se pueden usar otras modificaciones de
la region constante para modificar enlaces disulfuro o restos de oligosacarido que permitan la potenciaciéon de la
localizacién debido a un incremento en la especificidad o flexibilidad del antigeno. El perfil fisiolégico, la
biodisponibilidad y otros efectos bioquimicos resultantes de las modificaciones, tales como localizacién tumoral,
biodistribucion y semivida sérica, se pueden medir y cuantificar faciimente usando técnicas inmunolégicas bien
conocidas sin una experimentacion excesiva.

En ciertas realizaciones, un dominio Fc empleado en un anticuerpo es una variante de Fc. Segln se usa en este
documento, el término "variante de Fc" se refiere a un dominio Fc que tiene al menos una sustitucion de aminoacido
con relacion al dominio Fc silvestre del que se deriva dicho dominio Fc. Por ejemplo, cuando el dominio Fc se derive
de un anticuerpo de IgG1 humana, la variante de Fc de dicho dominio Fc de IgG1 humana comprende al menos una
sustitucion de aminodacido con relacién a dicho dominio Fc.

La sustitucién o las sustituciones de aminodacidos de una variante de Fc pueden estar situadas en cualquier posicion
(es decir, cualquier posicion de aminoacido de la convencién de EU) dentro del dominio Fc. En una realizacion, la
variante de Fc comprende una sustitucién en una posicién de aminoacido situada en un dominio de bisagra o una
porcién del mismo. En otra realizacién, la variante de Fc comprende una sustitucion en una posicion de aminoacido
situada en un dominio CH2 o una porcion del mismo. En otra realizacion, la variante de Fc comprende una sustitucion
en una posicion de aminoacido situada en un dominio CH3 o una porcion del mismo. En otra realizacion, la variante
de Fc comprende una sustitucién en una posiciéon de aminoé&cido situada en un dominio CH4 o una porcién del mismo.

Los polipéptidos de unién pueden emplear cualquier variante de Fc reconocida en la técnica conocida por impartir una
mejora (p. ej., reduccion o potenciacién) en una funcién efectora y/o la union a FcR. Dichas variantes de Fc pueden
incluir, por ejemplo, una cualquiera de las sustituciones de aminodcido divulgadas en las Publicaciones PCT
Internacionales  WO88/07089A1, WO96/14339A1, WQO98/05787A1, WO98/23289A1, WO099/51642A1,
WO099/58572A1, WOOO/09560A2, WOOO/32767A1, WOO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2,
WO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2,
WO04/099249A2, WOO05/040217A2, WOO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2,
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WO06/019447A1, WO06/047350A2 y WO06/085967A2 o las Pat. EE. UU. N® 5.648.260, 5.739.277, 5.834.250,
5.869.046, 6.096.871, 6.121.022, 6.194.551, 6.242.195, 6.277.375, 6.528.624, 6.538.124, 6.737.056, 6.821.505,
6.998.253 y 7.083.784. En una realizacion ejemplar, un polipéptido de unién puede comprender una variante de Fc
que comprende una sustitucién de aminoacido en la posicién 268 de EU (p. ej., H268D o H268E). En otra realizacion
ejemplar, un polipéptido de unién puede comprender una sustitucion de aminoacido en la posicion 239 de EU (p. €j.,
S239D o S239E) y/o la posicion 332 de EU (p. €j., 1332D o 1332Q).

En ciertas realizaciones, un polipéptido de uniéon puede comprender una variante de Fc que comprende una sustitucion
de aminodcido que altera las funciones efectoras independientes de antigeno del anticuerpo, en particular la semivida
circulatoria del polipéptido de union. Estos polipéptidos de union exhiben bien un incremento o bien una reduccion en
la unién a FcRn en comparacion con polipéptidos de union que carecen de estas sustituciones, por lo tanto, tienen un
incremento o una disminucion en la semivida en suero, respectivamente. Se anticipa que las variantes de Fc con
afinidad mejorada para FcRn tienen semividas séricas mas prolongadas, y estas molécula tienen aplicaciones Utiles
en métodos para tratar a mamiferos en los que se desee una semivida prolongada del anticuerpo administrado, p. €j.,
para tratar una enfermedad o trastorno crénicos. En contraste, se espera que las variantes de Fc con una disminucién
en la uniéon a FcRn tengan semividas mas breves, y estas moléculas también son Utiles, por ejemplo, para la
administracion a un mamifero cuando pueda ser deseable un tiempo de circulacién abreviado, p. ej. para diagnostico
por imagen in vivo o en situaciones en las que el anticuerpo de partida tenga efectos secundarios téxicos cuando esté
presente en la circulacion durante periodos prolongados. Las variantes de Fc con una disminucién en la afinidad de
unién a FcRn también son menos propensas a cruzar la placenta y, asi, también son Utiles en el tratamiento de
enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. Ademas, otras aplicaciones en las que se puede desear una
reduccion en la afinidad de unién a FcRn incluyen aplicaciones localizadas en el cerebro, el rifién y/o el higado. En
una realizaciéon ejemplar, los polipéptidos de union (p. €j., anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos)
alterados exhiben una reduccién en el transporte a través del epitelio de los glomérulos renales desde la vasculatura.
En otra realizacién, los polipéptidos de union (p. €j., anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos)
alterados exhiben una reduccion en el transporte a través de la barrera hematoencefalica (BBB) desde el cerebro
hasta el interior del espacio vascular. En una realizacién, un anticuerpo con una alteraciéon en la unién a FcRn
comprende un dominio Fc que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos dentro del "bucle de unién a FcRn" de
un dominio Fc. El bucle de uniéon a FcRn estd comprendido por los residuos de aminoacido 280-299 (segun la
numeracion de EU). Sustituciones de aminoacidos ejemplares que alteran la actividad de unién a FcRn se divulgan
en la Publicacién PCT Internacional N® WO05/047327. En ciertas realizaciones ejemplares, los polipéptidos de unién
(p. €j., anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos) comprenden un dominio Fc que tiene una o mas
de las siguientes sustituciones: V284E, H285E, N286D, K290E y S304D (numeracién de EU). En otras realizaciones
ejemplares adicionales, las moléculas de uni6on comprenden un dominio de Fc humano con la mutacién doble
H433K/N434F (véase, p. €., la Patente de EE. UU. N° 8.163.881).

En otras realizaciones, los polipéptidos de unién, para el uso en los métodos de diagndstico y tratamiento descritos en
este documento tienen una regién constante, p. ej., una regiéon constante de la cadena pesada de IgG1 o IgG4, que
se altera para reducir o eliminar la glucosilacion. Por ejemplo, los polipéptidos de unién (p. ej., anticuerpos o fragmentos
de unién a antigeno de los mismos) también pueden comprender una variante de Fc que comprende una sustitucion
de aminoacido que altere la glucosilacion del Fc del anticuerpo. Por ejemplo, dicha variante de Fc puede tener una
reduccion en la glucosilacion (p. ej., glucosilacién enlazada por N u O). En realizaciones ejemplares, la variante de Fc
comprende una reduccién en la glucosilacién del glucano enlazado por N normalmente encontrado en la posicion de
aminodcido 297 (numeracion de EU). En otra realizacién, el anticuerpo tiene una sustitucion de aminoécido cerca de
o dentro de un motivo de glucosilacion, por ejemplo, un motivo de glucosilacion enlazado por N que contiene la
secuencia de aminoacidos NXT o NXS. En una realizacion particular, el anticuerpo comprende una variante de Fc con
una sustitucién de aminoacido en la posicién de aminoacido 228 o 299 (numeracién de EU). En realizaciones mas
particulares, el anticuerpo comprende una region constante de IgG1 o IgG4 que comprende una mutaciéon S228P y
una T299A (numeracion de EU).

Sustituciones de aminoacidos ejemplares que confieren una reduccion o alteracion en la glucosilacién se divulgan en
la Publicacion PCT Internacional N® WO05/018572. En algunas realizaciones, los polipéptidos de unién se modifican
para eliminar la glucosilacién. Estos polipéptidos de unién se pueden denominar polipéptidos de unién "aglu” (p. ej.
anticuerpos "aglu"). Aunque sin limitarse por una teoria, se cree que los polipéptidos de unién "aglu" pueden tener una
mejora en el perfil de seguridad y estabilidad in vivo. Los polipéptidos de unién aglu pueden ser de cualquiera de sus
isotipos o subclases, p. €j., IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién aglu
comprenden una region Fc aglucosilada de un anticuerpo de IgG4 que carece de la funcién efectora de Fc, eliminando
de ese modo el potencial de toxicidad mediada por Fc para los érganos vitales normales que expresan IL-6. En otras
realizaciones adicionales, los polipéptidos de unién comprenden un glucano alterado. Por ejemplo, el anticuerpo puede
tener un numero reducido de residuos de fucosa sobre un N-glucano en Asn297 de la regién Fc, es decir, esta
afucosilado. La afucosilacion incrementa a union a FcyRIl sobre las células NK e incrementa potencialmente la ADCC.
Se ha mostrado que un diacuerpo que comprende una scFV anti-IL-6 y una scFv anti-CD3 induce la destruccién de
células que expresan IL-6 mediante ADCC. Segun esto, en una realizacién, se usa un anticuerpo anti-IL-6 afucosilado
para orientarse a y destruir células que expresan IL-6. En otra realizacion, el polipéptido de unién puede tener un
namero alterado de residuos de &cido sialico sobre el N-glucano en Asn297 de la regién Fc. Estan disponibles
numerosos métodos reconocidos en la técnica para elaborar anticuerpos "aglu" o anticuerpos con glucanos alterados.
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Por ejemplo, se pueden usar células anfitrionas manipuladas genéticamente (p. €j., levadura, p. €j., Picchia, o células
CHO, modificadas) con rutas de glucosilacién modificadas (p. €j., eliminaciones de glicosil-transferasa) para producir
estos anticuerpos.

V. Restos Efectores

En ciertos casos, los polipéptidos de unién de la actual divulgacion comprenden restos efectores (p. e€j., restos
orientadores). En general, estos restos efectores se conjugan (bien directamente o bien a través de un resto enlazador)
a un glucano enlazado por N sobre el polipéptido de unién, (p. €j., un glucano enlazado por N enlazado a N298
(numeracion de EU) del dominio CH2 y/o N114 (numeracion de Kabat) de un dominio CH1). En ciertos casos, el
polipéptido de unién es un anticuerpo de longitud completa que comprende dos dominios CH1 con un glucano en la
posicion de Kabat 114 (posicion 118 de EU), donde ambos glucanos se conjugan a uno o mas restos efectores.
Cualquier resto efector se puede anadir a los polipéptidos de union divulgados en este documento. Los restos efectores
pueden anadir una funcién no natural a un anticuerpo alterado o sus fragmentos sin alterar significativamente la
actividad intrinseca del polipéptido de union. En ciertos casos ejemplares, un resto efector es un resto orientador (p.
€j., un glucopéptido o neoglucano). Un polipéptido de union (p. ej., un anticuerpo) modificado de la actual divulgacién
puede comprender uno 0 mas restos efectores, que pueden ser iguales o diferentes.
En un caso, el resto efector puede ser de Formula (1):

H2N-Q-CON-X Férmula (1),

en la que:
A)QesNHuUO;y
B) CON es un resto conector; y
C) X es un resto efector (p. €j., un resto orientador segun se define en este documento).

El resto conector conecta el agente terapéutico a HaN-Q-. El resto conector puede incluir al menos uno de cualquier
componente adecuado conocido por los expertos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, un componente de alquilenilo,
un componente de polietilenglicol, un componente de poli(glicina), un componente de poli(oxazolina), un componente
de carbonilo, un componente derivado de cisteinamida, un componente derivado de valina acoplada con citrulina, y
un componente derivado de carbamato de 4-aminobencilo, o cualquiera de sus combinaciones.

En otro caso, el resto efector de Férmula (l) puede ser de Formula (la):
Ha2N-Q-CH2-C(0)-Z-X Férmula (la),
en la que:
A)QesNHuUO;y
B) Z es -Cys-(MC)a-(VC)b-(PABC)c-(C16H3208C2H4)1,
donde
i. Cys es una cisteinamida derivada componente;
ii. MC es un componente derivado de maleimida;
iii. VC es un componente derivado de valina acoplada con citrulina;
iv. PABC es un componente derivado de carbamato de 4-aminobencilo;
v. X es un resto efector (p. €j., un resto orientador segun se define en este documento);

viiaes0o1;
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viLbes0o01;
vii.ces0o01;y
ix.fesOo 1

El "componente derivado de cisteinamida" es el punto de ligazéon a H2N-Q-CH2-C(O)-. En un caso, el "componente
derivado de cisteinamida” se puede referir a una o mas porciones del resto efector que tiene la estructura:

En un caso, el componente "Cys" de un resto efector puede incluir una de estas porciones. Por ejemplo, la siguiente
estructura muestra un resto efector con una de estas porciones (donde el componente de "Cys" estd indicado con la
caja de linea de puntos):

................

M-(VC)a-(PABC)p(C16H3205CoH,)X

En otro caso, el componente "Cys" de un resto efector puede incluir dos 0 mas de estas porciones. Por ejemplo, €l
siguiente resto contiene dos de estas porciones:

(MC)4-(VC)p-(PABC)(C16H3205C2H4 )X
S
H
R-N Nj/\/\s/(MC)a'(VC)b‘(PABC)c(C16H32OSCZH4)fX
H

%6 NH,

Como se puede observar a partir de la estructura, cada componente "Cys" tiene un grupo -(MC)a-(VC)b-(PABC)c-
(C16H3208C2H4)t -X.

En un caso, la expresion "componente derivado de maleimida" se puede referir a cualquier porcién del resto efector

que tenga la estructura:
0
E 0
N\(\%K
0 d o

donde d es un nimero entero de 2 a 5. El nimero de componentes MC incluido en cualquier grupo Cys-(MC)a-(VC)o-
(PABC)c-(C16H3208C2H4)s -X en el resto efector estd indicado por el subindice "a", y puede ser 0 0 1 En un caso, a es
1. En otro caso, b es 0.

En un caso, el componente "Cys" puede estar conectado al componente "MC" a través del atomo de azufre del
componente "Cys", segun se indica por la caja de linea de puntos de la estructura posterior:
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0]
H 0
R-N N\H)J\
S A (VC)a~(PABC)p-(C16H3208CoH )X
o) (0]

NH,

En un caso, la expresion "componente derivado de valina acoplada con citrulina" se puede referir a cualquier porcion
del resto efector con la siguiente estructura:

0
H
S;\N N -
Ho _W\
NH
O)\NHZ.

El nimero de componentes VC incluido en cualquier grupo Cys-(MC)a-(VC)b-(PABC)c-(C1sH3208C2Ha)s -X en el resto
efector esta indicado por el subindice "b", y puede ser 0 0 1. En un caso, b es 1. En otro caso, b es 0.

En un caso, la expresion "componente derivado de carbamato de 4-aminobencilo" se puede referir a cualquier porcién
del resto efector con la siguiente estructura:

El nimero de componentes PABC incluido en cualquier grupo Cys-(MC)a-(VC)b-(PABC)c-(C1sH3208C2Ha)s -X en el
resto efector estéd indicado por el subindice "c", y puede ser 0 0 1. En un caso, c es 1. En otro caso, c es 0.

En un caso, "C1sH3208C2H4" se refiere a la siguiente estructura:

A

El nimero de unidades C16H320s incluido en cualquier grupo Cys-(MC)a-(VC)b-(PABC)c-(C1eH3208C2Ha)t -X en el resto
efector esta indicado por el subindice "f", En un caso, f es 1. En otro caso, f es 0.

Enuncaso,aes1,bes1,ces1yfesO.
a) Restos Efectores Terapéuticos

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién de la actual divulgaciéon estan conjugados a un resto efector que
comprende un agente terapéutico, p. ej. un resto farmacoldgico (o su profarmaco) o un compuesto radiomarcado. En
una realizacion el agente terapéutico es una citotoxina. Agentes terapéuticos citotoxicos ejemplares se indican en la
Tabla 1 en este documento.
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Restos farmacoldgicos ejemplares adicionales incluyen agentes terapéuticos antinflamatorios, anticancerosos,
antiinfecciosos (p. €j., antifungicos, antibacterianos, antiparasitarios, antivirales, etc.) y anestésicos. En una realizacion
adicional, el resto farmacol6gico es un agente anticanceroso. Agentes anticancerosos ejemplares incluyen, pero no
se limitan a, citostaticos, inhibidores enzimaticos, reguladores génicos, nucledsidos citotdxicos, agentes de union a
tubulina o inhibidores de tubulina, inhibidores del proteasoma, hormonas y antagonistas de hormonas, agentes
antiangiogénicos, y similares. Agentes anticancerosos citostaticos ejemplares incluyen agentes alquilantes tales como
la familia de farmacos de antraciclina (p. ej. adriamicina, carminomicina, ciclosporina-A, cloroquina, metopterina,
mitramicina, porfiromicina, estreptonigrina, porfiromicina, antracenodiones y aziridinas). Otros agentes anticancerosos
citostaticos incluyen inhibidores de la sintesis de ADN (p. ej., metotrexato y diclorometotrexato, 1,4-di6xido de 3-amino-
1,2,4-benzotriazina, aminopterina, B-D-arabinofurandsido de citosina, 5-fluoro-5'-desoxiuridina, 5-fluorouracilo,
ganciclovir, hidroxiurea, actinomicina-D y mitomicina C), intercaladores o reticuladores de ADN (p. ej., bleomicina,
carboplatino, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida, dicloruro de cisdiaminoplatino(ll) (cisplatino), melfalano,
mitoxantrona y oxaliplatino), y reguladores de la transcripcién de ADN-ARN (p. ej., actinomicina D, daunorrubicina,
doxorrrubicinaa, homoharringtonina e idarrubicina). Otros agentes citostaticos ejemplares que son compatibles con la
presente divulgacion incluyen ansamicinabenzoquinonas, derivados quinonoides (p. ej. quinolonas, genisteina,
bactaciclina), busulfano, ifosfamida, mecloretamina, triazicuona, diazicuona, carbazilquinona, indoloquinona EO9,
diaziridinil-benzoquinona metil DZQ, trietilenfosforamida y compuestos de nitrosourea (p. ej. carmustina, lomustina,
semustina).

Agentes anticancerosos de nucledsido citotoxicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a: arabinésido de adenosina,
citarabina, arabinésido de citosina, 5-fluorouracilo, fludarabina, floxuridina, ftorafur y 6-mercaptopurina. Agentes de
unién a tubulina anticancerosos ejemplares incluyen, pero no se limitan a: taxoides (p. ej. paclitaxel, docetaxel, taxano),
nocodazol, rizoxina, dolastatinas (p. ej. dolastatina-10, -11 o -15), colchicina y colchicinoides (p. ej. ZD6126),
combretastatinas (p. ej. combretastatina A-4, AVE-6032) y alcaloides de las vincas (p. €j. vinblastina, vincristina,
vindesina y vinorelbina (navelbina)). Hormonas y antagonistas hormonales anticancerosos ejemplares incluyen, pero
no se limitan a: corticosteroides (p. €j. prednisona), progestinas (p. ej. hidroxiprogesterona o medroprogesterona),
estrégenos, (p. ej. dietilestilbestrol), antiestrégenos (p. ej. tamoxifeno), andrégenos (p. ej. testosterona), inhibidores de
aromatasas (p. ej. aminoglutetimida), 17-(alilamino)-17-desmetoxigeldanamicina, 4-amino-1,8-naftalimida, apigenina,
brefeldina A, cimetidina, &cido diclorometilendifosfénico, leuprolida (leuprorelina), hormona liberadora de la hormona
luteinizante, pifitrina-a, rapamicina, globulina de unién a hormonas sexuales, y tapsigargina. Compuestos
antiangiogénicos anticancerosos ejemplares incluyen, pero no se limitan a: angiostatina KI-3, DL-a-
difluorometilornitina, endostatina, fumagilina, genisteina, minociclina, estaurosporina y (x)-talidomida.

Inhibidores enzimaticos anticancerosos ejemplares incluyen, pero no se limitan a: S(+)-camptotecina, curcumina, (-)-
deguelina, 1-B-D-ribofuranésido de 5,6-diCH1orobencimidazol, etopdsido, formestano, fostriecina, hispidina, acido 2-
imino-1-imidazolidinacético (ciclocreatina), mevinolina, tricostatina A, tirfostina AG 34 y tirfostina AG 879.

Reguladores génicos anticancerosos ejamplares incluyen, pero no se limitan a: 5-aza-2'-desoxicitidina, 5-azacitidina,
colecalciferol (vitamina D3), 4-hidroxitamoxifeno, melatonina, mifepristona, raloxifeno, trans-retinal (aldehidos de
vitamina A), &cido retinoico, vitamina A &cida, acido 9-cis-retinoico, acido 13-cis-retinoico, retinol (vitamina A),
tamoxifeno y troglitazona.

Otras clases de agentes anticancerosos incluyen, pero no se limitan a: la familia de farmacos de pteridina, diinenos y
las podofilotoxinas. Miembros de esas clases particularmente Gtiles incluyen, por ejemplo, metopterina, podofilotoxina
o derivados de podofilotoxina tales como etopésido, fosfato de etopdsido, leurosidina, vindesina, leurosina y similares.

Otros agentes anticancerosos adicionales que son compatibles con las ensefianzas del presente documento incluyen
auristatinas (p. ej. auristatina E y monometilauristana E), geldanamicina, calicheamicina, gramicidina D,
maitansanoides (p. €j. maitansina), neocarzinostatina, topotecano, taxanos, citocalasina B, bromuro de etidio, emetina,
tenopdsido, colchicina, dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, puromicina,
y analogos u homaélogos de los mismos.

Otros agentes anticancerosos adicionales que son compatibles con las ensefianzas del presente documento incluyen
derivados de tomaimicina, derivados de maitansina, derivados de criptoficina, derivados de antraciclina, derivados de
bisfosfonato, derivados de leptomicina, derivados de estreptonigrina, derivados de auristatina y derivados de
duocarmicina.

Otra clase de agentes anticancerosos compatibles que se pueden usar como restos farmacolégicos son farmacos
radiosensibilizadores que se pueden dirigir eficazmente a células tumorales o inmunorreactivas. Estos restos
farmacoldgicos potencian la sensibilidad a la radiacion ionizante, incrementando de ese modo la eficacia de la
radioterapia. Sin limitarse a una teoria, un anticuerpo modificado con un resto farmacoldgico radiosensibilizador e
internalizado por la célula tumoral aportaria el radiosensibilizador més cerca del nicleo en el que la radiosensibilizacion
seria maxima. Los anticuerpos que perdieran el resto radiosensibilizador se depurarian rapidamente de la sangre,
localizando el agente de radiosensibilizacion restante en el tumor diana y proporcionando una captacién minima en
tejidos normales. Después de la depuracion de la sangre, se podria administrar radioterapia adyuvante mediante
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radiacion de haz externo dirigida especificamente al tumor, radiactividad implantada directamente en el tumor o
radioinmunoterapia sistémica con el mismo anticuerpo modificado.

En una realizacion, el agente terapéutico comprende radioniclidos o radiomarcadores con radiacién ionizante de alta

5 energia que son capaces de provocar multiples roturas de cadena en ADN nuclear, conduciendo a muerte celular.

Radionlclidos de alta energia ejemplares incluyen: 90 Y, 15| 131] 123| 111|q 105Rp 158Gm, 67Cy, 67Ga, '%Ho, '77Lu,

186Re y 188Re. Estos is6topos producen tipicamente particulas a o B de alta energia que tienen una longitud de recorrido

corta. Estos radionlclidos destruyen células con las que estdn en estrecha proximidad, por ejemplo células

neoplasticas a la que se ha ligado el conjugado o en las que ha entrado. Tienen poco o ningun efecto sobre células

10 no localizadas y son esencialmente ininmunogénicos. Alternativamente, se pueden generar is6topos de alta energia

mediante la irradiacién térmica de un isétopo por lo demas estable, por ejemplo como en la terapia de captura de
neutrones del boro (Guan y cols., PNAS, 95: 13206-10, 1998).

En una realizacién, el agente terapéutico se selecciona de MMAE, MMAF y PEG8-Do110.

" Restos efectores terapéuticos ejemplares incluyen las estructuras:
"N
HZN—O’WTOIN\HZ“q\/\/\)LI( ﬁm% \%
g i A ﬂ%f%
20

BN

Lngqim@wwwyﬁfw gﬂﬁr@

M C-VC-PABC-MMAE

HoN o\)k J;( I\ _MC-VC-PABC-MMAE

NH,

MC -VC-PABC-MMAE
M VC PABC-MMAE

PEG24 PEG24
0

N \ﬂ/\o _NH,
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En una realizacion, el resto efector se selecciona de:
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En ciertas realizaciones, el resto efector contiene mas de un agente terapéutico. Estos multiples agentes terapéuticos
pueden ser iguales o diferentes.

b) Restos efectores diagnosticos

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de unién de la actual divulgacion estan conjugados a un resto efector que
comprende un agente diagndstico. En una realizacion, el agente diagnéstico es un marcador de molécula pequefa
detectable, p. €j. biotina, fluoréforos, croméforos, sondas de resonancia de espin o radiomarcadores. Fluoréforos
ejemplares incluyen colorantes fluorescentes (p. ej. fluoresceina, rodamina, y similares) y otras moléculas
luminiscentes (p. ej. luminal). Un fluoréforo puede ser ambientalmente sensible de modo que su fluorescencia cambie
si se sitla cerca de uno o mas residuos en el polipéptido de unién modificado que sufre cambios estructurales al unirse
a un sustrato (p. ej. sondas de dansilo). Radiomarcadores ejemplares incluyen moléculas pequefas que contienen
atomos con uno o mas ndcleos de baja sensibilidad ('3C, 13N, 2H, 125], 124] 123] 99T¢ 43K, 52Fe, ®4Cu, 68Ga, ""'In y
similares). El radionuclido puede ser, p. €j., un radiondclido emisor de particulas gamma, fotones o positrones con una
semivida adecuada para permitir la actividad o deteccion después del tiempo transcurrido entre la administracion y la
localizacién en la zona de obtencién de imagenes.
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En una realizacion, el agente diagnostico es un polipéptido. Polipéptidos diagnésticos ejemplares incluyen enzimas
con actividad fluorogénica o cromogénica, p. €j. la capacidad para escindir un sustrato que forma un fluoréforo o
cromoforo como un producto (es decir proteinas indicadoras tales como luciferasa). Otras proteinas diagnésticas
pueden tener actividad fluorogénica o cromogénica intrinseca (p. ej., proteinas aecuorina bioluminiscentes
fluorescentes verde, roja y amarilla procedentes de organismos marinos bioluminiscentes) o pueden comprender una
proteina que contiene uno o mas nucleos radiactivos de baja energia ('3C, '°N, 2H, 25|, 124] 123] 99T¢ | 43K, 52Fg, 64Cu,
68Ga, ""'In y similares).

Con respecto al uso de conjugados radiomarcados junto con la presente divulgacion, los polipéptidos de unién de la
actual divulgacion se pueden marcar directamente (tal como a través de yodacion) o se pueden marcar indirectamente
a través de uso de un agente quelante. Segln se usan en este documento, las expresiones "marcaje indirecto" y
"enfoque de marcaje indirecto" significan ambas que un agente quelante se liga covalentemente a un polipéptido de
unién y al menos un radionuclido se asocia con el agente quelante. Estos agentes quelantes se denominan tipicamente
agentes quelantes bifuncionales ya que se unen tanto al polipéptido como al radiois6topo. Agentes quelantes
ejemplares comprenden derivados de acido 1-isotiocicmatobencil-3-metildiotelentriaminopentaacético ("MX-DTPA") y
acido ciclohexildietilentriaminopentaacético ("CHX-DTPA"). Otros agentes quelantes comprenden derivados de P-
DOTA y EDTA. Radionuclidos ejemplares para el marcaje indirecto incluyen 111In y 90Y. La mayor parte de los
estudios de obtencion de imagenes utilizan anticuerpo marcado con 5 mCi de 111In, debido a que esta dosis tanto es
segura como tiene un incremento en la eficacia de obtencion de imagenes en comparacién con dosis inferiores,
produciéndose la obtenciéon de imagenes optima a de tres a seis dias después de la administracién del anticuerpo.
Véanse, por ejemplo, Murray, (1985), J. Nuc. Med. 26: 3328 y Carraguillo y cols, (1985), J. Nuc. Med. 26: 67. Un
radionuclido ejemplar para el marcaje directo es 1311. Los expertos en la técnica apreciaran que también se pueden
ensamblar conjugados no radiactivos dependiendo del agente seleccionado que se vaya a conjugar.

En ciertas realizaciones, el resto efector diagndstico es una sonda de FRET (iransferencia de energia fluorescente
mediante resonancia). FRET se ha usado para una variedad de aplicaciones diagnoésticas incluyendo el diagndstico
del cancer. Una sonda de FRET puede incluir un enlazador escindible (enlazador sensible a enzimas o de pH) que
conecta los restos donante y aceptor de la sonda de FRET, donde la escisiéon da como resultado una potenciacion en
la fluorescencia (incluyendo el infrarrojo cercano) (véase, p. €j., A. Cobos-Correa y cols. Membrane-bound FRET probe
visualizes MMP12 activity in pulmonary inflammation, Nature Chemical Biology (2009), 5(9), 628-63; S. Gehrig y cols.
Spatially Resolved Monitoring of Neutrophil Elastase Activity with Ratiometric Fluorescent Reporters (2012) Angew.
Chem. Int. Ed. , 51, 6258 -6261).

En una realizacion, el resto efector se selecciona de:

1,

o]
= ‘AN s
X H/r?if WAHNS\SQAO

R® R*

R ' = H o CH3 o C2H6 u otros grupos alifaticos
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c) Restos efectores funcionalizados

En ciertas realizaciones, los restos efectores se pueden funcionalizar para contener uno o mas grupos adicionales
ademas del propio resto efector. Por ejemplo, el resto efector puede contener enlazadores escindibles que liberan el
resto efector del polipéptido de unién bajo condiciones particulares. En realizaciones ejemplares, el resto efector puede
incluir un enlazador que es escindible por enzimas celulares y/o es sensible al pH. Adicionalmente o alternativamente,
el resto efector puede contener una unién disulfuro que se escinde mediante glutationa intracelular tras la captacion
en la célula. Enlazadores sensibles a disulfuro y pH ejemplares se proporcionan posteriormente:

OH
0 H
0 j;rH ka@
H Nln., N
HZN‘O/\([)]/N\/\/\)LX Y= 0 ﬁ'r oo ON°

0
X= 'K\H/\(S\S/\)k/
0

R! R?

f"iN/\(s\s/<)A 0)9

H R3 R4
R ™4 =H o CHs o C2Hs u otros grupos alifaticos

d L L i

R = H o grupos alquilo, alquilarilo sustituidos o no sustituidos

En otras realizaciones adicionales, el resto efector puede incluir restos hidréfilos y biocompatibles tales como restos
poli(glicina), poli(oxazolina) y/o PEG. Estructuras ("Y") ejemplares se proporcionan posteriormente:

OH
o H
- O
"o X—Y— N
0 \ 0 ﬁ| o\ 0 O\ 0
Y= E{N/\»{O\/\O)Y‘; PEG
H (o}
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H o
N oo
ﬁ.{ \/&(H/ﬁﬁ\ poli(glicina)

H
P N~
71{ \/‘(}N\/\a Q/\; poli(oxazolina)
0” R

R = H, grupo no sustituido o funcional que contiene grupos alquilo
Py Q = grupos funcionales iguales o diferentes para enlazar farmacos, moléculas indicadoras y proteina

En ciertas realizaciones, el resto efector contiene un grupo aminooxi que facilita la conjugacién a un polipéptido de
5 unién a través de un enlace oxima estable. Restos efectores ejemplares que contienen grupos aminooxi se indican en
la Tabla 2 en este documento.

Tabla 2. Restos efectores de aminoxi ejemplares (donde X puede ser cualquier enlazador, Y es cualquier
espaciador y donde X y/o Y son opcionales)
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(continuacién)
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En otras realizaciones, el resto efector contiene un grupo hidrazida y/o hidrazida alquilada en N para facilitar la
conjugacién a un polipéptido de unién a través de un enlace hidrazona estable. Restos efectores que contienen grupos
aminooxi ejemplares se indica en la Tabla 14 en este documento.

Tabla 14. restos efectores de hidracina y/o hidrazida ejemplares

OH
H H [+} w © H
HZN'NMN\/\(O/\}O\AT N:d\N N
o) fe) n [¢] o
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[o] [o]
H H H
N
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(o] (o] n H [o] H
NH

0)\ NH

2
d) Restos orientadores

El polipéptido de union de la presente invencion comprende un resto orientador que se une a una célula, donde el
resto orientador es un resto de glucano GalNAc trivalente o un glucopéptido trigalactosilado. Mas generalmente, sin
embargo, la presente divulgacién describe restos efectores que comprenden restos orientadores que se unen
especificamente a una o mas moléculas diana. Se puede emplear cualquier tipo de resto orientador incluyendo, sin
limitacion, proteinas, &cidos nucleicos, lipidos, carbohidratos (p. ej., glucanos), y sus combinaciones (p. €j.,
glucoproteinas, glucopéptidos y glucolipidos). En ciertos casos, el resto orientador es un carbohidrato o un
glucopéptido. En ciertos casos, el resto orientador es un glucano. Los restos orientadores pueden ser moléculas
presentes 0 no en la naturaleza. Restos orientadores adecuados para la conjugacién pueden incluir los que contienen
enlazadores de aminooxi (véanse, p. €j., la Figura 40 y 41).

Los restos orientadores descritos en la presente invencion se pueden unir a cualquier tipo de célula, incluyendo células
de animales (p. ej., mamiferos), plantas o insectos bien in vitro o bien in vivo, sin limitacién. Las células pueden ser de
origenes endodérmico, mesodérmico o ectodérmico, y pueden incluir cualquier tipo de célula. En ciertas realizaciones,
el resto orientador se une a una célula, p. ej., una célula de mamifero, una facilita el aporte de un polipéptido de unién
a la célula elegida, p. €j., para mejorar la orientacién a la célula y/o la captacién. Células diana ejemplares incluyen,
sin limitacién, células inmunitarias (p. €j., linfocitos tales como células B, células T, células agresoras naturales (NK),
baséfilos, macréfagos o células dendriticas), células hepaticas (p. €j., hepatocitos o células no parenquimales tales
como células endoteliales sinusoidales hepaticas, células de Kupffer o células estrelladas hepaticas), células
tumorales (p. €j., cualquier célula maligna o benigna incluyendo células de hepatoma, células de cancer de pulmén,
células de sarcoma, células de leucemia o células de linfoma), células vasculares (p. €j., células endoteliales adrticas
o células endoteliales de la arteria pulmonar), células epiteliales (p. €j., células epiteliales escamosas simples, células
epiteliales columnares simples, células epiteliales columnares seudoestratificadas células epiteliales escamosas
estratificadas) o células mesenquimales (p. €j., células de los sistemas linfatico y circulatorio, células de hueso y
cartilago).

En una realizacién, el polipéptido de unién que comprende uno o mas restos orientadores es internalizado por la célula.
En otra realizacion, la cantidad del polipéptido de unién que comprende uno o mas restos orientadores internalizados
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por la célula es mayor que la cantidad de un polipéptido de unién de referencia que carece de un resto orientador
internalizado por la célula.

En una realizacion, el resto orientador se une a un receptor sobre la célula diana. Por ejemplo, el resto orientador
puede comprender un resto 6-fosfato de manosa que se une a un receptor de 6-fosfato de manosa sobre la célula. En
otras realizaciones ejemplares, el resto orientador se une a una Siglec sobre una célula diana. Siglecs ejemplares
incluyen sialoadhesina (Siglec-1), CD22 (Siglec-2), CD33 (Siglec-3), MAG (Siglec-4), Siglec-5, Siglec-6, Siglec-7,
Siglec-8, Siglec-9, Siglec-10, Siglec-11, Siglec-12, Siglec-14 o Siglec-15. En otras realizaciones adicionales, el resto
orientador comprende un residuo de acido sidlico enlazado en a2,3, 02,6 0 a2,8. En una realizacién adicional, el resto
orientador comprende un resto de a2,3-sialil-lactosa o un resto de a2,6-sialil-lactosa. Otros receptores ejemplares
incluyen receptores de lectina, incluyendo, pero no limitados a, receptores de lectina tipo C, galectinas y receptores
de lectina tipo L. Receptores de lectina ejemplares incluyen: DEC-205 (CD205; antigeno linfocitico 75), receptor de
manosa de macrofagos (MMR; CD206), dectina-1, dectina-2, lectina tipo C inducible por macréfagos (Mincle), ICAM3
no asociada a integrina especifica de células dendriticas (DC-SIGN, CD209), receptor-1 del grupo de lectina DC NK
(DNGR-1), langerina (CD207), un lecticano, un receptor de asialoglucoproteina, inmunorreceptor de células
dendriticas del receptor de lectina C (CLEC4A; CLECSF6; DCIR), lectina de tipo galactosa de macréfagos (MGL), un
receptor de DC, una colectina, una selectina, un receptor de células NK, un receptor endocitico del dominio de lectina
tipo multi-C (CTLD), una lectina del grupo Reg (tipo VII), condrolectina, tetranectina, policistina, atractina (ATRN),
proteina basica principal de eosindéfilos (EMBP), gen 2 de la regién critica del sindrome de DiGeorge (DGCR2),
trombomodulina, Bimlec, una lectina del grupo XVI (SEEC) y una lectina del grupo XVII (CBCP/Frem1/QBRICK).

Los polipéptidos de union de la presente invencién se pueden usar para retirar compuestos toxicos y sustancias
nocivas del higado en multiples enfermedades al orientarse a receptores de carbohidratos (p. €j., receptor de 6-fosfato
de manosa, receptor de manosa y receptor de asialoglucoproteina). Por favor, véanse: Ganesan, L.P. y cols: Rapid
and Efficient Clearance of Blood-borne Virus by Liver Sinusoidal Endothelium. PLoS Pathogens 2011, 9: 1; y Monnier,
V.M. y cols: Glucosepane: a poorly understood advanced glycation end product of growing importance for diabetes
and its complications. Clin Chem Lab Med 2014; 52: 21.

Los polipéptidos de unién de la presente invencién también se pueden usar para orientarse a células tumorales a
través de la orientacion a uno o mas receptores celulares diferentes incluyendo, pero no limitados a: receptores de
carbohidratos, receptores de asialoglucoproteina y/o Siglecs. Por favor, véanse: Chen, W.C. y cols: In vivo targeting
of B-cell lymphoma with glycan ligands of CD22. Blood 2010, 115: 4778; Chen, W.C. y cols: Targeting B lymphoma
with nanoparticles bearing glycan ligands of CD22. Leuk Lymphoma 2012, 53: 208; Hatakeyama, S. y cols: Targeted
drug delivery to tumor vasculature by a carbohydrate mimetic peptide. PNAS, 2011, 108: 19587; Hong, F. y cols: B-
Glycan Functions as an Adjuvant for Monoclonal Antibody Immunotherapy by Recruiting Tumoricidal Granulocytes as
Killer Cells. Cancer Res. 2003, 23: 9023; Kawasakia, N. y cols: Targeted delivery of lipid antigen to macrophages via
the CD169/sialoadhesin endocytic pathway induces robust invariant natural killer T cell activation. PNAS 2013, 110:
7826; y Medina, S.H. y cols: N-acetylgalactosamine-functionalized dendrimers as hepatic cancer cell-targeted carriers.
Biomaterials 2011, 32: 4118.

Los péptidos de union de la presente invencion también se pueden usar para regular la respuesta inmunitaria a través
de diversos receptores incluyendo, pero no limitados a, receptores de carbohidratos, DC-SIGNs y/o Siglecs. Por favor,
véanse: Anthony, R.M. y cols: Recapitulation of IVIG Anti-Inflammatory Activity with a Recombinant IgG Fc. Science
2008, 320: 373; Anthony, R.M. y cols: Identification of a receptor required for the anti-inflammatory activity of IVIG.
PNAS 2008, 105: 19571; Kaneko, Y. y cols: Anti-Inflammatory Activity of Immunoglobulin G Resulting from Fc
Sialylation. Science 2006, 313: 670; y Mattner, J. y cols: Exogenous and endogenous glycolipid antigens activate NKT
cells during microbial infections. Nature 2005, 434: 525.

En una realizacion, el resto orientador es un glucopéptido. En una realizacion adicional, el resto orientador es un
glucopéptido trigalactosilado, p. ej., lactosas-CyssGlys (mostrada en la Férmula V, posteriormente):
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[Formula V].

En algunas realizaciones, el resto orientador se puede representar mediante la Férmula VII:
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HO H H
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H (@]
-0
H H H
HO | O\/\/\ﬂ/N\/\/N\fH/
H NHAc
H 0] O
5 [Férmula VII].

En algunas realizaciones, el resto conector del resto efector de Formula (I) comprende un espaciador, incluyendo,

pero no limitado a, un alquilo C2-30 0 de 1 a 32 PEG. En algunas realizaciones, el resto conector del resto efector se

elige basandose en la longitud aproximada (Figura 79). Longitudes del espaciador apropiadas incluyen, pero no se
10 limitan a, ~12 A, ~16 A, ~20 A, ~31 A, ~45 A, ~60 A, ~80 Ay ~88 A.

En ciertas realizaciones, el resto efector de Formula () se puede representar mediante la Formula VIII:
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[Formula VIII],

donde g es un ndmero entero entre 1 y 29, inclusive. Por ejemplo, q puede ser 6, 8, 10, 11, 12, 16, 18 0 22. En
realizaciones ejemplares, el resto efector de Formula VIl se puede representar mediante:

OH
HO Ho
i o § N
HO NN
H NHAc W/\
0 0 O O
HO H o o
O /\/\)J\
H /\/\
HO © b HJ\L
HH e ° WH NH
~NH3
oM N \“Ao
HO (e} (e}
H H H
0 O\/\/\ﬂ/N\/\/N
H NHAc
5 H (0] (0]
[Formula XIII]
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[Formula XIV].

10 En otras realizaciones, el resto efector de Formula (1) se puede representar mediante la Férmula IX:
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[Férmula IX],

donde p tiene un valor de 1 a 32. Por ejemplo, p puede ser 2,4, 6, 8, 11, 12 0 24. En realizaciones ejemplares, el resto
efector de Formula IX se puede representar mediante la Férmula X:
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[Férmula X].

En otras realizaciones, el resto efector de Férmula (I) se puede representar mediante la Férmula XI:
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donde p tiene un valor de 1 a 32. Por ejemplo, p puede ser 2, 4, 6, 8, 11, 12 0 24. En realizaciones ejemplares, el resto
efector de Formula Xl se puede representar mediante la Férmula XII:

HOOH
H
0 H
H
HO /\/O\/\O/\/N
H NHAc
H
HoOH
K Q
H
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4 NH,
Ho J ’
9 (0] N
NHAc (@]
L H
[Férmula XII].

e) Restos de PEG

En otros casos, el resto efector es un resto que comprende poli(etilenglicol) (PEG, PEO o POE). El PEG es un
oligbmero o polimero de 6xido de etileno y tiene la estructura quimica H-(O-CH2-CH2)n-OH en la que el elemento
entre paréntesis se repite. La PEGilacién (o pegilacion) es un procedimiento en el que cadenas poliméricas de PEG
se ligan a otra molécula (p. €j., un polipéptido de unién), que se describe entonces como PEGilada (o pegilada). La
PEGilacion puede servir para reducir la inmunogenicidad y la antigenicidad asi como para incrementar el tamafno
hidrodinamico (tamafo en solucion) de la molécula a la que se liga, reducir la depuracion renal y prolongar el tiempo
de circulacién. La PEGilacion también puede hacer a las moléculas mas solubles en agua. En un caso, el resto de
PEG puede comprender mono-PEG, bi-PEG o tri-PEG. En otro caso, el resto de PEG comprende de 3 a 3,5 PEG.

VI. Conjugacion de restos efectores a polipéptidos de union

En ciertos casos, los restos efectores se conjugan (bien directamente o bien a través de un resto enlazador) a un
glucano oxidado (p. €j., un glucano enlazado por N oxidado) de un polipéptido de unién alterado (p. €j., un glucano
manipulado en N114 de un dominio CH1 de anticuerpo o un glucano natural en N297 de un dominio F de anticuerpo).
El término "glucano oxidado" significa que un sustituyente alcohol en el glucano se ha oxidado, proporcionando un
sustituyente carbonilo. El sustituyente carbonilo puede reaccionar con un nucledfilo nitrogenado adecuado para formar
un doble enlace carbono-nitrégeno. Por ejemplo, la reaccién del grupo carbonilo con un grupo aminooxi o una hidrazina
formaria una oxima o hidrazina, respectivamente. En un caso, el sustituyente carbonilo es un aldehido. Glucanos
oxidados adecuados incluyen galactosa oxidada y acido sialico oxidado.

En un caso, el polipéptido modificado de Formula (ll) puede ser de Férmula (11):

Ab(Gal-C(O)H)«(Gal-Sia-C(O)H)y Férmula (1),

en la que
A) Ab es un anticuerpo u otro polipéptido de unién segun se define en este documento;
B) Gal es un componente derivado de galactosa;
C) Sia es un componente derivado de acido sidlico;
D)xesdeOab5;y
E)yesde0ab,

donde al menos uno de x e y no es 0.
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Se puede emplear cualquier quimica reconocida en la técnica para conjugar un resto efector (p. €j., un resto efector
que comprende un resto enlazador) a un glucano (véase p. €j., Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques. Academic
Press (1996)). En ciertas realizaciones, se oxida en primer lugar un residuo de sacarido (p. €j., un residuo de acido
sidlico o galactosa) (p. ej., usando tratamiento de acido sidlico con peryodato s6dico o tratamiento de galactosa con
galactosa oxidasa) para generar un grupo aldehido reactivo. Este grupo aldehido se hace reaccionar con resto efector
un grupo aminooxi o un grupo hidrazina para formar un enlazador de oxima o hidrazona, respectivamente. Métodos
ejemplares que emplean este esquema de reaccién general se indican en los Ejemplos 10 a 15.

En ciertas realizaciones, los glucanos naturales o manipulados de un polipéptido de union se pretratan en primer lugar
con enzimas glucosiltransferasa in vitro para proporcionar un residuo de sacarido terminal que es adecuadamente
reactivo. Por ejemplo, la sialilacion se puede conseguir en primer lugar usando una combinacion de
galactosiltransferasa (Gal T) y sialiliransferasa (Sial T). En ciertas realizaciones, glucanos biantenarios que carecen
de galactosa (GOF o GO) o que contienen una galactosa (G1F o G1) se pueden convertir en estructuras galactosiladas
o sialiladas de orden superior adecuadas para la conjugacion (G1F, G1, G2F, G2, G1S1F, G1S1, G2S1F, G2S1,
G2S2F 0 G2S2).

Un esquema de conjugacion ejemplar para producir glucoconjugados sialilados se muestra en la Figura 25C. En una
realizacién ejemplar, se introducen residuos de 4cido sialico enzimaticamente y especificamente para un sitio en el
glucano de un anticuerpo (p. ej., un glucano natural en Asn-297) usando una combinacién de galactosiltransferasa
(Gal T) y sialiltransferasa (Sial T). Los residuos de acido sialico introducidos se oxidan posteriormente con una baja
concentracién de peryodato sddico para dar aldehidos de acido sidlico reactivos, adecuadamente reactivos con
enlazadores (p. €j., enlazadores de aminooxi) para generar conjugados de anticuerpo-resto efector (p. €j., conjugados
enlazados por oxima de anticuerpo-resto efector). Al controlar el nimero de glucano y el nimero de residuos sidlicos
con remodelacion in vitro, el experto tiene un control preciso sobre la relacion farmaco-anticuerpo (DAR) de los
conjugados de anticuerpo-resto efector. Por ejemplo, si se afiade ~1 acido sialico sobre un solo glucano biantenario
(A1F) en cada cadena pesada, se puede obtener homogéneamente un anticuerpo o polipéptido de unién con una DAR
de 2.

VII. Polipéptidos de union modificados

En ciertos casos, la divulgacion proporciona polipéptidos modificados que son el producto de que se conjuguen restos
efectores conjugantes (bien directamente o bien a través de un resto enlazador) a uno o mas glucanos oxidados (p.
€j., un glucano enlazado por N oxidado) de un polipéptido de unién alterado (p. €j., un glucano manipulado en N114
de un dominio de CH1 de anticuerpo o un glucano natural en N297 de un dominio F de anticuerpo).

En un caso, el polipéptido de unién puede ser de Férmula (ll1):
Ab(Gal-C(H)=N-Q-CON-X)x(Gal-Sia-C(H)=N-Q-CON-X)y Formula (111),

en la que:
A) Ab es un anticuerpo segun se define en este documento;
B) Qes NHu O;
C) CON es un resto conector segun se define en este documento;
D) X es un resto orientador segun se define en este documento;
E) Gal es un componente derivado de galactosa;
F) Sia es un componente derivado de acido siélico;
G)xesdeOab5;y
H)yesde0as,

donde al menos uno de xe y no es 0.

En un caso, el polipéptido de unién de Férmula (lll) puede ser de Férmula (llla):

50



10

15

20

25

30

35

ES2940903 T3

Ab(Gal-C(H)=N-Q-CH2-C(0)-Z-X)x(Gal-Sia-C(H)=N-Q-CHz-C(0)-Z-X)y, Férmula (llla),

en la que:

A) Ab es un anticuerpo;

B) Qes NHu O;

C) Z es Cys-(MC)a-(VC)b-(PABC)c-(C16H3208 C2Ha)s -, donde
i. Cys es una cisteinamida derivada componente;
ii. MC es un componente derivado de maleimida;
iii. VC es un componente derivado de valina acoplada con citrulina;
iv. PABC es un componente derivado de carbamato de 4-aminobencilo;
v. X es un resto efector (p. €j., un resto orientador segun se define en este documento);
viaes0o1;
viLbes0o01;
vii.ces0o01;y
ix.fesOo1;

D) X es un agente terapéutico segun se define en este documento;

E) Gal es un componente derivado de galactosa;

F) Sia es un componente derivado de acido siélico;

G)xesdeOab;y

H)yesde0as,

donde al menos uno de xe y no es 0.
Se debe entender que la Foérmula (lll) no esta destinada a implicar que el anticuerpo, el sustituyente Gal y el
sustituyente Gal-Sia estén conectados en forma de cadena. En cambio, cuando estan presentes estos sustituyentes,

el anticuerpo esté conectado directamente a cada sustituyente. Por ejemplo, un polipéptido de unién de Férmula (lIl)
enlaque xes 1 ey es 2 podria tener la disposicion mostrada posteriormente:

X-CON-Q-N=C(H)-Gal\_ /GaI—Sia—C(H)=N—Q—CON—X
Ab

|
Gal-Sia-C(H)=N-Q-CON-X
Férmula (Ill)

El sustituyente CON en la Formula (lll) y los componentes de la misma son como se describen con respecto a la
Formula (1) para los restos efectores.

En un caso, Q es NH. En otro caso, Q es O.

En un caso, x es 0.
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El anticuerpo Ab de Formula (Ill) puede ser cualquier anticuerpo adecuado segun se describe en este documento.

En un caso, se proporciona un método para preparar el polipéptido de unién de Férmula (l11), comprendiendo el método
hacer reaccionar un resto efector de Férmula (l):

NH2-Q-CON-X Formula (1),

en la que:
A)QesNHuUO;
B) CON es un resto conector; y
C) X es un resto efector (p. €j., un resto orientador segun se define en este documento),

con un anticuerpo modificado de Férmula (Il)
Ab(OXG)r Férmula (1)

en la que
A) OXG es un glucano oxidado; y
B) r se selecciona de 0 a 4;

En un caso, se proporciona un método para preparar el polipéptido de unién de Férmula (l11), comprendiendo el método
hacer reaccionar un resto efector de Férmula (l):

NH2-Q-CON-X Férmula (1),

en la que:
A) Qes NHu O;
B) CON es un resto conector; y
C) X es un resto efector (p. €j., un resto orientador segun se define en este documento),

con un anticuerpo modificado de Férmula (l1a)
Ab(Gal-C(O)H)«(Gal-Sia-C(O)H)y Férmula (lla),

en la que
A) Ab es un anticuerpo segun se describe en este documento;
B) Gal es un componente derivado de galactosa;
C) Sia es un componente derivado de &cido sidlico;
D)xesdeOab;y
E)yesde0ab,

donde al menos uno de x e y no es 0.
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VIl. Métodos de tratamiento con anticuerpos modificados

La divulgacion proporciona métodos para tratar o diagnosticar a un paciente que lo necesite que comprenden
administrar una cantidad eficaz de un polipéptido de unién divulgado en este documento. En ciertos casos, la presente
divulgacién proporciona estuches y métodos para el diagnéstico y/o el tratamiento de trastornos, p. €j., trastornos
neoplasticos en un sujeto mamifero que necesite este tratamiento. En ciertos casos ejemplares, el sujeto es un ser
humano.

Los polipéptidos de union de la actual divulgacion son utiles en un nimero de diferentes aplicaciones. Por ejemplo, en
un caso, los polipéptidos de unién en cuestién son UGtiles para reducir o eliminar células que soportan un epitopo
reconocido por el dominio de unién del polipéptido de unién. En otro caso, los polipéptidos de unién en cuestion son
eficaces para reducir la concentracion de o eliminar antigeno soluble en la circulaciéon. En un caso, los polipéptidos de
unién pueden reducir el tamafio del tumor, inhibir el crecimiento tumoral y/o prolongar el tiempo de supervivencia de
animales que tienen tumores. Segun esto, esta divulgacion también se refiere a un método para tratar tumores en un
ser humano u otro animal al administrar a este ser humano o animal una cantidad atoxica eficaz de anticuerpo
modificado. Un experto en la técnica podria, mediante experimentacion habitual, determinar qué cantidad atéxica
eficaz de polipéptido de unién modificado tendria el fin de tratar neoplasias malignas. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente activa de un anticuerpo modificado o uno o mas fragmentos del mismo puede variar segun factores
tales como el estadio de enfermedad (p. €j., estadio | frente a estadio 1V), la edad, el sexo, las complicaciones médicas
(p- €j., afecciones o enfermedades inmunosuprimidas) y el peso del sujeto, y la capacidad del anticuerpo modificado
para provocar una respuesta deseada en el sujeto. El régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar la
respuesta terapéutica optima. Por ejemplo, se pueden administrar varias dosis divididas diariamente, o la dosis se
puede reducir proporcionalmente segun esté indicado por las exigencias de la situacion terapéutica.

En general, las composiciones proporcionadas en la actual divulgacién se pueden usar para tratar profilacticamente o

terapéuticamente cualquier neoplasma que comprenda un marcador antigénico que permita la eleccion de las células
cancerosas por el anticuerpo modificado.

VIIl. Métodos para administrar anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos

Métodos para preparar y administrar polipéptidos de unién de la actual divulgacion a un sujeto son bien conocidos o
son determinados facilmente por los expertos en la técnica. La via de administracion de los polipéptidos de unién de
la actual divulgacién puede ser oral, parenteral, mediante inhalacién o tépica. El término parenteral segin se usa en
este documento incluye la administracion intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal
o vaginal. Aunque se contempla claramente que todas estas formas de administracién estén dentro del alcance de la
actual divulgacion, una forma para la administracion seria una solucién para inyeccion, en particular para inyeccién o
goteo intravenosos o intraarteriales. Habitualmente, una composicién adecuada para inyeccion puede comprender un
tampon (p. ej. un tampoén de acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (p. ej. polisorbato), opcionalmente un agente
estabilizante (p. e]. albimina humana), etc. Sin embargo, en otros métodos compatibles con las ensefianzas de este
documento, los anticuerpos modificados se pueden aportar directamente a la zona de la poblacién celular adversa
incrementando de ese modo la exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

En un caso, el polipéptido de unién que se administra es un polipéptido de unién de Férmula (lll):

Ab(Gal-C(H)=N-Q-CON-X)x(Gal-Sia-C(H)=N-Q-CON-X)y Formula (1),

en la que:
A) Ab es un anticuerpo segun se define en este documento;
B) Qes NHu O;
C) CON es a resto conector segun se define en este documento;
D) X es un resto efector (p. €j., a resto orientador seguin se define en este documento);
E) Gal es un componente derivado de galactosa;
F) Sia es un componente derivado de acido siélico;

G)xesdeOab5;y
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H)yesde0as,

donde al menos uno de xe y no es 0.

Preparaciones para la administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no
acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite
de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Portadores acuosos incluyen agua, soluciones,
emulsiones 0 suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucién salina y medios tamponados. En las
composiciones y los métodos de la actual divulgacion, portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, tampén de fosfato 0,01-0,1 M, p. €j., 0,05 M, o solucién salina al 0,8%. Otros vehiculos parenterales comunes
incluyen soluciones de fosfato sodico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro soédico, medio de Ringer con lactato, o
aceites fijos. Vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes, reponedores de electrolitos, tales
como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos
tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y similares. Mas
particularmente, composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones (cuando sean
solubles en agua) o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones
o dispersiones inyectables estériles. En estos casos, la composicion tiene que ser estéril y debe ser fluida hasta el
punto de que exista una facil administracion con jeringa. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacién y
almacenamiento y tipicamente estara conservada contra la accién contaminante de los microorganismos, tales como
bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o un medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos.
La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante
el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de una dispersién y mediante el uso de tensioactivos.

La prevencién de la accion de microorganismos se puede alcanzar mediante diversos agentes antibacterianos y
antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &4cido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, se
incluiran agentes isotonicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, o cloruro sédico en la
composiciéon. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo al incluir en la
composicién un agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En cualquier caso, se pueden preparar soluciones inyectables estériles al incorporar un compuesto activo (p. €j., un
polipéptido de unién modificado por si mismo o en combinacién con otros agentes activos) en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados en este documento, segun se
requiera, seguido por esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar el
compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersién basico y los otros ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, métodos de preparacion ejemplares incluyen secado a vacio y liofilizacién, que da un polvo de
un ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional procedente de una solucién del mismo previamente
filtrada estérilmente. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se cargan en recipientes tales como ampollas,
bolsas, jeringas o viales, y se sellan bajo condiciones asépticas segun métodos conocidos en la técnica. Ademas, las
preparaciones se pueden envasar y vender en forma de estuche tal como los descritos en los documentos en
tramitacion junto con el presente U.S.S.N. 09/259.337 y U.S.S.N. 09/259.338. Estos articulos de fabricacion tendran
tipicamente etiquetas o prospectos que indiquen que las composiciones asociadas son Utiles para tratar a un sujeto
que sufra, o esté predispuesto a, trastornos autoinmunitarios o neoplasticos.

Dosis eficaces de las composiciones de la presente divulgacién, para el tratamiento de las afecciones descritas
anteriormente, varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo los medios de administracién, la zona
elegida, el estado fisiologico del paciente, si el paciente es un ser humano o un animal, otras medicaciones
administradas y si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Habitualmente, el paciente es un ser humano pero
también se pueden tratar mamiferos no humanos incluyendo mamiferos transgénicos. Las dosificaciones de
tratamiento se pueden titular usando métodos habituales conocidos por los expertos en la técnica para optimizar la
seguridad y la eficacia.

Para la inmunizacién pasiva con un polipéptido de unién, la dosificacion puede variar, p. €j., de aproximadamente
0,0001 a 100 mg/kg, y mas habitualmente de 0,01 a 5 mg/kg (p. €j., 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg,
Img/kg, 2 mg/kg, etc.), del peso corporal del enfermo. Por ejemplo, las dosificaciones puede ser 1 mg/kg de peso
corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg, p. €j., al menos 1 mg/kg. Dosis intermedias
en los intervalos anteriores también pretenden estar dentro del alcance de la actual divulgacion. Estas dosis de pueden
administrar a los sujetos diariamente, en dias alternos, semanalmente o segun cualquier otro esquema determinado
mediante analisis empirico. Un tratamiento ejemplar implica la administracion en mdltiples dosificaciones a lo largo de
un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. Regimenes de tratamiento ejemplares adicionales
implican la administracion una vez cada dos semana o una vez al mes o una vez cada de 3 a 6 meses. Esquemas de
dosificacién ejemplares incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg en dias alternos o 60 mg/kg
semanalmente. En algunos métodos, se administran simultdneamente dos o mas anticuerpos monoclonales con
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diferentes especificidades de unién, en cuyo caso la dosificacion de cada anticuerpo administrado se encuentra dentro
de los intervalos indicados.

Los polipéptidos de unién de la actual divulgacion se pueden administrar en multiples ocasiones, Los intervalos entre
dosificaciones individuales pueden ser semanales, mensuales o anuales. Los intervalos también pueden ser
irregulares segln se indique al medir los niveles en sangre de polipéptido o antigeno de unién modificado en el
paciente. En algunos métodos, la dosificacion se ajusta para alcanzar una concentracion en plasma de polipéptido de
unién modificado de 1-1000 pg/ml y en algunos métodos 25-300 pg/ml. Alternativamente, los polipéptidos de unién se
pueden administrar como una formulacién de liberacion sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion menos
frecuente. Para los anticuerpos, la dosificacion y la frecuencia varian dependiendo de la semivida del anticuerpo en el
paciente. En general, los anticuerpos humanizados muestran la semivida mas larga. seguidos por los anticuerpos
quimeéricos y los anticuerpos no humanos.

La dosificacién y la frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un céctel de
las mismas se administran a un paciente que todavia no esta enfermo para potenciar la resistencia del paciente. Se
define que esta cantidad es una "dosis profilacticamente eficaz". En este uso, las cantidades precisas dependen de
nuevo del estado de salud y la inmunidad general del paciente, pero generalmente varian de 0,1 a 25 mg por dosis,
especialmente de 0,5 a 2,5 mg por dosis. Una dosificacion relativamente baja se administra a intervalos relativamente
infrecuentes durante un periodo largo. Algunos pacientes contindian recibiendo tratamiento durante el resto de sus
vidas. En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosificacion relativamente alta (p. ej., de
aproximadamente 1 a 400 mg/kg de anticuerpo por dosis, usandose mas cominmente dosificaciones de 5 a 25 mg
para radioinmunoconjugados y dosis superiores para anticuerpos modificados con farmacos citotéxicos) a intervalos
relativamente cortos hasta que se reduce o termina la progresién de la enfermedad, ohasta que el paciente muestre
una mejora parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. Posteriormente, se puede administrar al paciente
un régimen profilactico.

Los polipéptidos de unién de la actual divulgacion se pueden administrar opcionalmente en combinacién con otros
agentes que son eficaces para tratar el trastorno o la afeccién que necesita tratamiento (p. ej., profilactico o
terapéutico). Dosificaciones de tratamiento individuales eficaces (es decir, cantidades terapéuticamente eficaces) de
anticuerpos modificados marcados con 90Y de la actual divulgacién varian entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 75 mCi, tal como entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 mCi. Dosificaciones de
tratamiento individuales no ablativas de la médula eficaces de anticuerpos modificados con 3!l varian de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 70 mCi, oentre aproximadamente 5 y aproximadamente 40 mCi.
Dosificaciones de tratamiento individuales ablativas eficaces (es decir, pueden requerir trasplante autélogo de médula
0sea) de anticuerpos marcados con '3'| varian de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 600 mCi, tal como
entre aproximadamente 50 y menos de aproximadamente 500 mCi. Junto con un anticuerpo quimérico, debido a la
semivida en circulacion mas prolongada con relacion a los anticuerpos murinos, las dosificaciones de tratamiento
individuales no ablativas de la médula eficaces de anticuerpos quiméricos marcados con yodo-131 varian de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 40 mCi, tal como menos de aproximadamente 30 mCi. Los criterios de
obtencion de imagenes para, p. €j., el marcador de '''In, son tipicamente menos de aproximadamente 5 mCi.

Aunque los polipéptidos de unién se pueden administrar como se describe inmediatamente antes, se debe enfatizar
que en otros casos los polipéptidos de unién se pueden administrar a pacientes por lo demas sanos como una terapia
de primera linea. En estos casos, los polipéptidos de union se pueden administrar a pacientes que tengan reservas
de médula roja normales o promedio y/o a pacientes que no se han sometido, y no se estdn sometiendo, a terapia.
Segun se usa en este documento, la administracién de anticuerpos modificados o fragmentos de los mismos junto o
en combinacién con una terapia adyuvante significa la administracion o aplicacién secuencial, simultanea, coextensiva,
paralela, concomitante o contemporanea de la terapia y los anticuerpos divulgados. Los expertos en la técnica
apreciaran que la administracion o aplicacion de los diversos componentes del régimen terapéutico combinado se
puede temporizar para potenciar la eficacia global del tratamiento. Por ejemplo, los agentes quimioterapéuticos se
podrian administrar en ciclos de tratamiento bien conocidos seguidos en unas pocas semanas por
radioinmunoconjugados de la presente divulgacion. A la inversa, polipéptidos de unién asociados a citotoxinas se
podrian administrar intravenosamente seguido por radiacion de haz externo localizada en el tumor. En otros casos
adicionales, el polipéptido de unién modificado se puede administrar paralelamente con uno o més agentes
quimioterapéuticos seleccionados en una Unica visita a la consulta. Un experto (p. €j. un oncoélogo experimentado)
podria discernir facilmente regimenes terapéuticos combinados eficaces sin experimentacion excesiva baséandose en
la terapia adyuvantes seleccionada y las ensefianzas de la actual memoria descriptiva.

A este respecto, se apreciara que la combinacién de los polipéptidos de unién y el agente quimioterapéutico se puede
administrar en cualquier orden y dentro de cualquier espacio de tiempo que proporcione un beneficio terapéutico al
paciente. Esto es, el agente quimioterapéutico y los polipéptidos de unién se pueden administrar en cualquier orden o
paralelamente. En casos seleccionadoslos polipéptidos de unién de la presente divulgacion se administraran a
pacientes que se han sometido previamente a quimioterapia. En otros casos adicionaleslos polipéptidos de unién y el
tratamiento quimioterapéutico se administraran sustancialmente simultdneamente o paralelamente. Por ejemplo, se le
pueden dar al paciente los polipéptidos de unién mientras se somete a un ciclo de quimioterapia. En algunos casosel
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anticuerpo modificado se administrara dentro de un afno de cualquier agente quimioterapéutico o tratamiento. En otros
casoslos polipéptidos de uniéon se administraran dentro de los 10, 8, 6, 4 o 2 meses de cualquier agente
quimioterapéutico o tratamiento. En otros casos adicionalesel polipéptido de unién se administrara dentro de las 4, 3,
2 0 1 semana(s) de cualquier agente quimioterapéutico o tratamiento. En otros casos adicionaleslos polipéptidos de
unién se administraran dentro de los 5, 4, 3, 2 o 1 dia(s) del agente quimioterapéutico o tratamiento seleccionados.
Se apreciara ademas que los dos agentes o tratamientos se pueden administrar al paciente dentro de una cuestion
de horas o minutos (es decir sustancialmente simultaneamente).

Se apreciara ademas que los polipéptidos de unién de la actual divulgacién se pueden usar junto 0 en combinacion
con cualquier agente o agentes quimioterapéuticos (p. €j. para proporcionar un régimen terapéutico combinado) que
eliminen, reduzcan, inhiban o controlen el crecimiento de células neoplasticas in vivo. Agentes quimioterapéuticos
ejemplares que son compatibles con la actual divulgacién incluyen agentes alquilantes, alcaloides de las vincas (p. €j.,
vincristina y vinblastina), procarbazina, metotrexato y prednisona. La combinacion de cuatro farmacos MOPP
(mecletamina (mostaza nitrogenada), vincristina (Oncovin), procarbazina y prednisona) es muy eficaz para tratar
diversos tipos de linfoma. En pacientes resistentes, se pueden usar las combinaciones MOPP, ABVD (p. e€j.,
adriamicina, bleomicina, vinblastina y dacarbazina), ChIVPP (clorambucilo, vinblastina, procarbazina y prednisona),
CABS (lomustina, doxorrubicina, bleomicina y estreptozotocina), MOPP mas ABVD, MOPP mas ABV (doxorrubicina,
bleomicina y vinblastina) o BCVPP (carmustina, ciclofosfamida, vinblastina, procarbazina y prednisona). Arnold S.
Freedman y Lee M. Nadler, Malignant Lymphomas, en HARRISON'S PRINCIPLES OF INTERNAL MEDICINE 1774-
1788 (Kurt J. Isselbacher y cols, eds., 132 ed. 1994) y V. T. DeVita y cols, (1997) y las referencias citadas en las
mismas para una dosificacion y planificacion estandar. Estas terapias se pueden usar inalteradas o alterarse segun
sea necesario para un paciente particular, en combinacién con uno o mas polipéptidos de unién de la actual divulgacion
segun se describe en este documento.

Regimenes adicionales que son utiles en el contexto de la presente divulgacién incluyen el uso de agentes alquilantes
individuales tales como ciclofosfamida o clorambucilo, o combinaciones tales como CVP (ciclofosfamida, vincristina y
prednisona), CHOP (CVP y doxorrubicina), C-MOPP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona y procarbazina), CAP-
BOP (CHOP mas procarbazina y bleomicina), m-BACOD (CHOP mas metotrexato, bleomicina y leucovorina),
ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, etopésido y leucovorina mas MOPP
estandar), ProMACE-CytaBOM (prednisona, doxorrubicina, ciclofosfamida, etoposido, citarabina, bleomicina,
vincristina, metotrexato y leucovorina) y MACOP-B (metotrexato, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona
en dosis fija, bleomicina y leucovorina). Los expertos en la técnica podran determinar facilmente dosificaciones y una
programacién estandar para cada uno de estos regimenes. CHOP también se ha combinado con bleomicina,
metotrexato, procarbazina, mostaza nitrogenada, arabinésido de citosina y etopdsido. Otros agentes
quimioterapéuticos compatibles incluyen, pero no se limitan a, 2-clorodesoxiadenosina (2-CDA), 2'-desoxicoformicina
y fludarabina.

Para pacientes con NHL (linfoma no hodgkiniano) de grado intermedio y alto, que no consiguen alcanzar la remisién
0 recaen, se usa una terapia de rescate. Las terapias de rescate emplean farmacos tales como arabinésido de citosina,
carboplatino, cisplatino, etopdsido e ifosfamida administrados solos o en combinacion. En formas recidivantes o
agresivas de ciertos trastornos neoplasticos, a menudo se usan los siguientes protocolos: IMVP-16 (ifosfamida,
metotrexato y etopésido), MIME (metil-gag, ifosfamida, metotrexato y etopésido), DHAP (dexametasona, citarabina en
dosis altas y cisplatino), ESHAP (etopdsido, metilpredisolona, citarabina HD, cisplatino), CEPP(B) (ciclofosfamida,
etoposido, procarbazina, prednisona y bleomicina) y CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona) cada
uno con grados y esquemas de dosificacién bien conocidos.

La cantidad de agente quimioterapéutico a usar en combinaciéon con los anticuerpos modificados de la actual
divulgacion puede variar por sujeto o se puede administrar seguin lo que se conoce en la técnica. Véase, por ejemplo,
Bruce A Chabner y cols, Antineoplastic Agents, en GOODMAN & GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF
THERAPEUTICS 1233-1287 ((Joel G. Hardman y cols, eds., 92 ed. 1996).

Como se analiz6 previamente, los polipéptidos de unidn de la presente divulgacion, los fragmentos inmunorreactivos
0 los recombinantes de los mismos se pueden administrar en una cantidad farmacéuticamente eficaz para el
tratamiento in vivo de trastornos en mamiferos. A este respecto, se apreciara que los polipéptidos de union divulgados
se formularan para facilitar la administracién y promover la estabilidad del agente activo.

Una composicién farmacéutica segun la presente divulgacion puede comprender un portador estéril atoxico
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina fisioldgica, tampones atoxicos, conservantes y similares. Para
los fines de la actual solicitud, una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido de unién modificado, el fragmento
inmunorreactivo o el recombinante del mismo, conjugado 0 no conjugado a un agente terapéutico, se considerara una
cantidad suficiente para conseguir la unién eficaz a un antigeno y para conseguir un beneficio, p. ej., para mejorar los
sintomas de una enfermedad o un trastorno o para detectar una sustancia o una célula. En el caso de células
tumorales, el polipéptido de unién modificado puede interactuar con antigenos inmunorreactivos seleccionados sobre
células neoplasticas o inmunorreactivas y proporcionar un incremento en la muerte de esas células. Por supuesto, las
composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden administrar en dosis individuales o multiples para
proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido de unién modificado.
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De acuerdo con el alcance de la presente divulgacion, los polipéptidos de union de la divulgacion se pueden
administrar a un ser humano u otro animal segun los susodichos métodos de tratamiento en una cantidad suficiente
para producir un efecto terapéutico o profilactico. Los polipéptidos de union de la divulgacién se pueden administrar a
este ser humano u otro animal en una forma de dosificacién convencional preparada al combinar el anticuerpo de la
divulgacién con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable convencional segun técnicas conocidas. Sera
identificado por un experto en la técnica que la forma y el caracter del portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable estan dictados por la cantidad de ingrediente activo con la que se ha de combinar, la via de administracion
y otras variables bien conocidas. Los expertos en la técnica apreciaran ademas que un céctel que comprenda una o
mas especies de polipéptidos de union descritos en la actual divulgacion puede resultar ser particularmente eficaz.

IX. Expresion de polipéptidos de union

En un caso, la divulgacion proporciona polinucleétidos que codifican los polipéptidos de unidn divulgados en este
documento. También se proporciona un método para elaborar un polipéptido de unién que comprende expresar estos
polinucledtidos.

Polinucleétidos que codifican los polipéptidos de unién divulgados en este documento se insertan tipicamente en un
vector de expresién para la introduccién en células anfitrionas que se pueden usar para producir la cantidad deseada
de los anticuerpos reivindicados, o fragmentos de los mismos. Segun esto, en ciertos aspectos, la divulgacién
proporciona vectores de expresion que comprenden los polinucledtidos divulgados en este documento y células
anfitrionas que comprenden estos vectores y polinucleotidos.

El término "vector" o "vector de expresidn" se usa en este documento con los fines de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones para indicar vectores usados segun la presente divulgacién como un vehiculo para introducirse en y
expresar un gen deseado en una célula. Como es sabido por los expertos en la técnica, estos vectores se pueden
seleccionar facilmente del grupo que consiste en plasmidos, fagos, virus y retrovirus. En general, los vectores
compatibles con la actual divulgacion comprenderan un marcador de seleccion, sitios de restriccién apropiados para
facilitar la clonacién del gen deseado y la capacidad para entrar y/o replicarse en células eucariéticas o procarioticas.

Se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresion para los fines de esta divulgacién. Por ejemplo,
una clase de vector utiliza elementos de ADN que se derivan de virus animales tales como el virus del papiloma bovino,
el virus del polioma, un adenovirus, virus variolovacunal, un baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLV), o virus
SV40. Otros implican el uso de sistemas policistronicos con sitios internos de unién al ribosoma. Adicionalmente,
células que tienen integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar al introducir uno 0 mas marcadores
que permiten la seleccién de células anfitrionas transfectadas. EI marcador puede proporcionar prototrofia a un
anfitrion auxdtrofo, resistencia a biocidas (p. ej., antibidticos) o resistencia a metales pesados tales como cobre. El
gen marcador seleccionable bien se puede enlazar directamente a las secuencias de ADN que se van a expresar, o
bien se introduce en la misma célula mediante cotransformacion. También pueden ser necesarios elementos
adicionales para la sintesis 6ptima de ARNm. Estos elementos pueden incluir secuencias de sefalizacién, sefiales de
corte y empalme, asi como promotores, potenciadores y sefiales de terminacion de la transcripcion. En algunos
casoslos genes de la region variable clonados se insertan en un vector de expresion junto con los genes de la regién
constante de la cadena pesada y ligera (tales como genes humanos) sintetizados segun se analiza anteriormente.

En otros casoslos polipéptidos de union presentados en la divulgacién se pueden expresar usando construcciones
policistronicas. En estos sistemas de expresién, se pueden producir multiples productos génicos de interés tales como
cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos a partir de una sola construccion policistronica. Estos sistemas usan
ventajosamente un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) para proporcionar niveles relativamente altos de
polipéptidos en células anfitrionas eucariéticas. Secuencias de IRES compatibles se divulgan en la Pat. EE. UU. N®
6.193.980. Los expertos en la técnica apreciaran que estos sistemas de expresion se pueden usar para producir
eficazmente toda la gama de polipéptidos divulgados en la actual solicitud.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado un vector o una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo, o un
fragmento del mismo, el vector de expresion se puede introducir en una célula anfitriona apropiada. Esto es, las células
anfitrionas se pueden transformar. La introduccion del plasmido en la célula anfitriona se puede realizar mediante
diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a, transfeccion
(incluyendo electroforesis y electroporacion), fusion de protoplastos, precipitacion de fosfato calcico, fusion celular con
ADN envuelto, microinyeccion e infeccion con virus intacto. Véase Ridgway, A. A. G. "Mammalian Expression Vectors"
Capitulo 24.2, pp. 470-472 Vectors, Rodriguez y Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Las células
transformadas se hacen crecer bajo condiciones apropiadas para la produccion de las cadenas ligeras y las cadenas
pesadas, y se ensayan con respecto a la sintesis de proteinas de la cadena pesada y/o ligera. Técnicas de ensayo
ejemplares incluyen ensayo de inmunoadsorcion con enzimas ligadas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o andlisis
de clasificacién celular activado por fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.
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Segun se usa en este documento, el término "transformacién" se usara en un sentido amplio para referirse a la
introduccion de ADN en una célula anfitriona receptora que cambia el genotipo y por consiguiente da como resultado
un cambio en la célula receptora.

A lo largo de esas mismas lineas, "células anfitrionas" se refiere a células que se han transformado con vectores
construidos usando técnicas de ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterologo. En las descripciones
de procedimientos para el aislamiento de polipéptidos a partir de anfitriones recombinantes, los términos "célula" y
"cultivo celular" se usan indistintamente para indicar la fuente de anticuerpo a menos que se especifique claramente
lo contrario. En otras palabras, la recuperacion de polipéptido de las "células" puede significar bien a partir de células
enteras centrifugadas o bien a partir de cultivo celular que contiene tanto el medio como las células suspendidas.

En un caso, la linea celular anfitriona usada para la expresion del anticuerpo es de origen mamifero; los expertos en
la técnica pueden determinar lineas celulares anfitrionas particulares que son las mas adecuadas para el producto
génico deseado que se va a expresar en las mismas. Lineas celulares anfitrionas ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma de cuello uterino
humano), CVI (linea renal de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de hamster
chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de ratén), HAK (linea renal de hamster), SP2/0O (mieloma de raton), BFA-1c1BPT
(células endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano), 293 (rifidn humano). En un caso, la linea celular proporciona
una glucosilacién alterada, p. €j., afucosilacion, del anticuerpo expresado a partir de la misma (p. ej., PER.C6.RTM.
(Crucell) o lineas celulares CHO con inactivacion de FUT8 (Potelligent.RTM. Cells) (Biowa, Princeton, N.J.)). En un
caso, se pueden usar células NSO. Las lineas celulares anfitrionas estan disponibles tipicamente de servicios
comerciales, the American Tissue Culture Collection o de bibliografia publicada.

La produccioén in vitro permite el aumento a escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Técnicas
para el cultivo de células de mamifero bajo condiciones de cultivo tisular son conocidas en la técnica e incluyen cultivo
en suspension homogénea, p. €j. en un reactor neumatico o en un reactor agitador continuo, o cultivo celular
inmovilizado o atrapado, p. €j. en fibras huecas, microcapsulas, sobre microcuentas de agarosa o cartuchos ceramicos.
Si es necesario y/o se desea, las soluciones de polipéptidos se pueden purificar mediante los métodos cromatograficos
habituales, por ejemplo filtraciéon en gel, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia sobre DEAE-celulosa y/o
cromatografia de (inmuno)afinidad.

Uno o mas genes que codifican polipéptidos de unién también se pueden expresar células que no son de mamifero
tales como bacterias o levaduras o células vegetales. A este respecto, se apreciara que diversos microorganismos
unicelulares no mamiferos tales como bacterias también se pueden transformar; es decir los capaces de hacerse
crecer en cultivos o fermentacion. Las bacterias, que son sensibles a la transformacion, incluyen miembros de las
enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tales como Bacillus subitilis;
Pneumococcus; Streptococcus, y Haemophilus influenzae. Se apreciara adicionalmente que, cuando se expresan en
bacterias, los polipéptidos pueden volverse parte de cuerpos de inclusion. Los polipéptidos se deben aislar, purificar y
a continuacién ensamblar en moléculas funcionales.

Ademas de los procariotas, también se pueden usar microbios eucaridticos. Saccharomyces cerevisiae, o levadura
comun de los panaderos, es el mas comunmente usado entre los microorganismos eucaridticos, aunque esta
disponible un numero de otras cepas. Para la expresién en Saccharomyces, se usa comunmente el plasmido YRp7,
por ejemplo, (Stinchcomb y cols., Nature, 282:39 (1979); Kingsman y cols., Gene, 7:141 (1979); Tschemper y cols.,
Gene, 10:157 (1980)). Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de seleccion para una
cepa mutante de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC N° 44076 o PEP4-
1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesion trpl como una caracteristica del genoma de la célula
anfitriona de levadura proporciona un ambiente eficaz para detectar la transformacion mediante crecimiento en
ausencia de triptéfano.

EJEMPLOS

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben considerar
limitativos de la invencion reivindicada.

Ejemplo 1. Diseno, preparacion y caracterizacion de mutantes de anticuerpo de hiperglucosilacion anti-CD-52
2C3

Se disefiaron multiples mutaciones de hiperglucosilacion en la cadena pesada del anticuerpo anti-CD-52, 2C3, con el
fin de afadir un grupo voluminoso a una interfase de interaccion (p. €j., el sitio de unién a FcRn para modular la
farmacocinética del anticuerpo), para modular la funcién efectora del anticuerpo al cambiar su interaccién con FcyRs,
o para introducir una nueva modificacion quimica de la subsecuencia del sitio de reticulacion para la conjugacién al
resto efector, incluyendo, pero no limitado a, farmacos, toxinas, agentes citotéxicos, radionucleétidos y similares. Los
mutantes 2C3 hiperglucosilados se indican en la Tabla 3.
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Tabla 3. Mutantes de anti-CD-52 2C3 hiperglucosilados

Mutacion Beneficio deseado Aplicaciones
A114N Glucosilacién en Asn-Ser-Thr |1) Control
2) Conjugacion al resto efector
Y436T Gilucosilacion en Asn434 1) Trasplante y otras indicaciones que necesitan una
semivida corta

Inhibicién de la unién a FcRn

Y436S Gilucosilacion en Asn434 1) Trasplante y otras indicaciones que necesitan una

. - semivida corta
Inhibicion de la unién a FcRn

S440N Glucosilacién en Asn-Leu- |1) Control
Ser 2) Conjugacion al resto efector
S442N Glucosilacién en Asn-Leu- |1) Control
Ser 2) Conjugacion al resto efector
Anadase NGT al extremo |Glucosilacién 1) Control
C 2) Conjugacion al resto efector
S298N/Y300S Glucosilacién en Asn298 1) Reduccién de la funcién efectora
Reduccion de la funcién |2) Conjugacion al resto efector
efectora

1A. Creacion de mutantes de hiperglucosilacion del anticuerpo anti-CD-52 2C3

La mutacion A114N, disefiada basandose en el sistema de numeracion de Kabat (equivalente a la posicion de EU
118), se introdujo en el dominio CH1 de 2C3 mediante PCR mutagénica. Para crear el anticuerpo de longitud completa,
el dominio VH mas el residuo A114N mutado se inserté mediante clonacion independiente de ligacion (LIC) en el
vector pENTR-LIC-IgG1 que codifica los dominios CH de anticuerpo 1-3. Todas las otras mutaciones se introdujeron
en pENTR-LIC-IgG1 mediante mutagénesis dirigida al sitio con un estuche de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EE. UU. de A.). EIWT 2C3 VH se cloné en vectores mutados mediante
LIC. Los mutantes de longitud completa se clonaron en el vector de expresién pCEP4(-E+l)Dest mediante clonacién
de Gateway. Las mutaciones Fc se disefiaron basandose en el sistema de numeracion de EU. Las mutaciones se
confirmaron mediante secuenciacion de ADN. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de WT
2C3y las cadenas pesadas de 2C3 mutadas se indican en la Tabla 4. Los amino&cidos mutados estan sombreados y
los sitios diana de glucosilacion de consenso creados por la mutacién estan subrayados.

Tabla 4. Secuencias de aminoacidos de anticuerpos anti-CD-52 2C3
SEQID NO Nombre Secuencia de aminoacidos

1 Cadena ligera WT de anti-CD-52

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTY
LNWLLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGTHLHTFGQGTRL
EIKRTVAAPS VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNR
GEC
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2 |Cadena pesada WT de anti-CD-52

3 |Cadena pesada de A114N de anti-CD-52

4 |Cadena pesada de Y436S de anti-CD-52

5 |Cadena pesada de S440N de anti-CD-52
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VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSHSTKGPS VFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHSTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQK&LSL.SPGK
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6 |Cadena pesada de S442N de anti-CD-52 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG

LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH

NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR

DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN

YKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESC

SVMHEALHNHY TQKSLXLSPGK

7 |Cadena pesada de NGT de anti-CD-52 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDEW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

8 |Cadena pesada de S298N / Y300S de anti-CD-52
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENTYWMN

WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGR
FTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFW
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNKTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Los mutantes y el control WT se transfectaron en células HEK293-EBNA en un formato de placa de 6 pocillos. Como
se muestra en la Figura 9A, se encontrd que el nivel de expresion era ~0,1 ug/ml, segin se analizaba mediante SDS-
PAGE vy transferencia Western. La expresion de mutantes en medios acondicionados también se midi6 mediante
captura de proteina A sobre Biacore. La concentracién se determind usando la respuesta de disociacién 6 minutos
después de la inyeccion en proteina A inmovilizada. WT 2C3 producido por CHO diluido en serie en medio de 90 ug/ml
a 1,5 ng/ml L se usdé como una curva estandar. Las concentraciones se calcularon hasta ~0,2 pug/ml mediante una
curva de calibracién usando un ajuste de 4 parametros. Segun se muestra en la Figura 9B, los niveles de expresiones
relativos eran bajos y generalmente correspondian a los resultados de la transferencia Western.

1B. Verificacion de la hiperglucosilacion

Para determinar si se introducian sitios de glucosilacion adicionales mediante mutacién, el mutante 2C3 y proteinas
silvestres se trataron con la enzima desglucosilante universal PNGasa F y las muestras de proteina se analizaron
mediante SDS-PAGE y transferencia Western. Segun se muestra en la Figura 10, solo el mutante A114N tenia un
incremento del peso molecular aparente, indicando la presencia de un carbohidrato enlazado por N adicional.

Se produjeron preparaciones de anticuerpo a pequefa escala para purificar los mutantes 2C3 para una verificacion

adicional de la introduccion de sitios de glucosilacién. Segun se muestra en la Figura 11, se confirmaba mediante
SDS-PAGE que so6lo el mutante A114N tenia sitios de glucosilacion adicionales introducidos.
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1C. Propiedades de union de mutantes de anti-CD-52 2C3

Se usé Biacore para comparar las propiedades de unidén de las proteinas purificadas. FcRn-HPC4 de ratén y ser
humano purificado por SEC se inmovilizaron sobre un chip CM5 a través de acoplamiento a amina. Cada anticuerpo
se diluyd hasta 200, 50 y 10 nM y se inyect6 sobre los receptores de Fc inmovilizados. Se incluyeron Campath, WT
2C3 producido por CHO y Campath tratado con DEPC como controles positivos y negativos. Segun se muestra en la
Figura 13, el mutante Y436S presentaba aproximadamente una disminucion de 2 veces en la uniéon a FcRn humano.
De forma interesante, la unién de este mutante a FcRn de raton no se veia afectada. Ninguna de las otras mutaciones
2C3 tenia efecto considerable sobre la unién a FcRn de ser humano o ratén.

Se us0 Biacore para comparar las propiedades de unién a antigeno de las proteinas purificadas usando el ensayo de
unién a Biacore del péptido 741 de CD-52. El péptido 741 de CD-52 y el péptido 777 de control se inmovilizaron a un
chip CM5. Los anticuerpos se diluyeron en serie 2 veces de 60 a 0,2 nM en HBS-EP y se inyectaron por duplicado
durante 3 min seguido por una disociacion de 5 min en tampén a un caudal de 50 pl/min. El lote de GLD52 17200-084
se incluyé como un control. La superficie se regener6 con 1 pulso de HC1 40 mM. Se usé un modelo de unién 1:1
para ajustar las curvas de 7,5 a 0,2 nM. Segun se muestra en la Figura 16, el mutante A114N tenia una afinidad de
unién a CD-52 ligeramente inferior mientras que el mutante NGT tenia una afinidad ligeramente superior que el resto
de los mutantes en este ensayo. El ensayo de unién a Biacore del péptido 741 de CD-52 se repitié con proteina
purificada de una preparacién a mayor escala. Segin se muestra en la Figura 17, el mutante A114N exhibia una unién
al péptido CD-52 que era comparable a WT 2C3.

1D. Caracterizacion de carga del mutante A114N

Se realizd enfoque isoeléctrico (IEF) para caracterizar la carga de los mutantes 2C3. Se hizo correr proteina purificada
sobre geles de acrilamida de gradiente de pH (pH 3-10) inmovilizados (IPG). Segin se muestra en la Figura 18A, se
encontré que A114N tenia cargas mas negativas, probablemente debido a residuos de acido sialico. Los datos de MS
intactos confirmaban la estructura compleja con acidos sialicos sobre el mutante A114N. En contraste, se mostré que
el WT 2C83 tenia GOF y G1F como la especie de glucosilacién dominante (Figuras 18C y 18D, respectivamente).

Ejemplo 2. Preparacion de mutantes de hiperglucosilacion en varios esqueletos de anticuerpo

Ademas del anticuerpo anti-CD-52 2C3, la mutacion A114N se manipul6 en varios otros esqueletos de anticuerpo para
confirmar que el sitio de hiperglucosilacién unico se podia introducir en secuencias de dominios variables de la cadena
pesada no relacionadas. Los mutantes de anti-TEM1, anti-FAP y anti-Her2 hiperglucosilados se indican en la Tabla 5.

Tabla 5. Mutantes A114N y/o S298N disefiados en varias esqueletos de anticuerpo no relacionados

Mutacion Anticuerpo Beneficios deseados Aplicaciones
A114N anti-TEM1 |Sitio de glucosilacion adicional en la bisagra del codo | 1) Control
. de la cadena pesada para la conjugacién mediada |2) Conjugacién a aminooxitoxina
anti-FAP : o I . -
por carbohidratos especifica del sitio através de un grupo &cido sialico
anti-Her2 0 galactosa (SAM o GAM)
expuesto

S298N/T299A/ |anti-Her2  |Cambio de la glucosilacion de Asn297 a un Asn298 |1) Conjugacion a aminooxitoxina
Y300S (NNAS) manipulado. Disolvente esperado expuesto Yy  atravésde un grupo acido sialico
carbohidratos complejos en S298N, ofreciendo un |o galactosa (SAM o GAM)
sitio de conjugacion y medios para retirar la funcién |expuesto
efectora 2) Funcién efectora reducida

A114N/NNAS |anti-Her2  |Potencial para un incremento en el rendimiento de |1) Control
conjugacioén con dos sitios de conjugacion 2) Conjugacion a aminooxitoxina
através de un grupo acido sialico
0 galactosa (SAM o GAM)

expuesto

2A. Creacion de mutantes de hiperglucosilacion de anticuerpos anti-TEM1 y anti-FAP

La mutacién A114N, disefada basandose en el sistema de numeracion de Kabat, se introdujo en el dominio CH1 de
anti-TEM1 y anti-FAP mediante PCR mutagénica. Para crear el anticuerpo de longitud completa, el VH mutado mas
el residuo 114 se inserté mediante clonacion independiente de ligacién (LIC) en los dominios CH 1-3 de anticuerpo
que codifican el vector pENTR-LIC-IgG1. A continuacion, se clonaron mutantes de longitud completa en el vector de
expresion pCEP4(-E+1)Dest mediante clonacién de Gateway. Las mutaciones se confirmaron mediante secuenciacién
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de ADN. Secuencias de amino&cidos de las cadenas pesada y ligera mutadas silvestres de anti-TEM1 se indican en
la Tabla 6. Los aminoacidos mutados estan sombreadas y los sitios diana de glucosilacion de consenso creados por
la mutacion estan subrayados.

Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de anticuerpos anti-TEM1 y anti-FAP

SEQID Nombre Secuencia de aminoacidos
NO
9 Cadena ligera WT de anti-TEM1 WT (clon n? | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY
187) QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL

TISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRT

VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

10 Cadena pesada WT de anti-TEM 1 (clon n? 187) | QVQLQESAPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSW
IRQPPGKGLEYIGYIYYTGSAIYNPSLQSRVTISVDTS
KNQFSLKLNSVTAADTAVYYCAREGVRGASGYYY
YGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

11 A114N de anti-TEM 1 QVQLQESAPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSW
IRQPPGKGLEYIGYIYYTGSAIYNPSLQSRVTISVDTS
KNQFSLKLNSVTAADTAVYYCAREGVRGASGYYY
YGMDVWGQGTTVTVSSKSTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

Los mutantes y el control silvestre se transfectaron en células HEK293-EBNA en un formato de triple matraz y se
purificaron sobre columnas de proteina A HiTrap (GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, EE. UU. de A.). Segun
se analiza mediante A280 en un espectrofotdmetro NanoDrop, la expresién de A114N de anti-FAP y A114N de anti-
FAP era aproximadamente 3 pg/ml y aproximadamente 1 pg/ml, respectivamente. La expresion de A114N de anti-
TEMT1 era aproximadamente 0,04 pug/ml.

2B. Verificacion de la hiperglucosilacidon

Para confirmar que el sitio de glucosilacion adicional se introducia en los mutantes A114C, se analiz6 proteina
purificada procedente de los mutantes A114N con SDS-PAGE reductora junto con la proteina de control silvestre. Un
sitio de glucosilacién adicional afadiria 2000-3000 daltons al peso molecular de la cadena pesada. Segun se muestra
en la Figura 20, SDS-PAGE indicaba que las bandas de cadena pesada de los mutantes de anti-FAP y anti-TEM1
A114N habian incrementado el peso molecular aparente, de acuerdo con una introduccién satisfactoria de un sitio de
glucosilacién adicional en ambos anticuerpos.

2C. Creacion de mutantes de hiperglucosilacion del anticuerpo anti-Her2

Se crearon los anticuerpos Her-2 A114N, Her-2 A114N/NNAS y WT Her-2 mediante clonacién independiente de
ligacion. El dominio VH de Herceptin se sintetiz6 y se amplificé por PCR con dos grupos de cebadores compatibles
con LIC, bien WT o bien con la mutacion A114N. Para obtener un anticuerpo de longitud completa, inserciones de VH
amplificadas (WT o A114N) se clonaron en dos vectores pENTR que codificaban los dominios CH 1-3, pENTR-LIC-
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IgG1 WT y pENTR-LIC-IgG1 NNAS, dando como resultado tres mutantes de longitud completa (A114N, NNAS,
A114N/NNAS) y control WT como clones de entrada sobre pENTR. Estos mutantes se clonaron en el vector de
expresion pCEP4(-E+1)Dest, mediante clonacion de Gateway. Las mutaciones se confirmaron mediante secuenciacién
de ADN. Secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras silvestres y mutadas de anti-Her-2 se indican
en la Tabla 7. Los aminoacidos mutados estan sombreados y las secuencias diana de glucosilacion de consenso

creadas por la mutacion estan subrayadas.

Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de anticuerpos anti-Her-2

SEQID Nombre
NO
12 Cadena ligera WT de anti-Her-2
13 Cadena pesada WT de anti-Her-2
14 Cadena pesada de A114N de anti-Her-2
15 Cadena pesada de NNAS de anti-Her2
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Secuencia de aminoacidos

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAW
YQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRESGSRSGTDET
LTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
VRQAPGKGLEW VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTIS
ADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY YCSRWGGDGFY
AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
VRQAPGKGLEW VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTIS
ADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY YCSRWGGDGFY
AMDYWGQGTLVTVSSNSTKGPS VFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
VRQAPGKGLEW VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTIS
ADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY YCSRWGGDGFY
AMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPP

NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Nombre Secuencia de aminoacidos

|Z

16 Cadena pesada de A114N / NNAS de anti-Her2 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHW
VRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGREFTIS
ADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVY YCSRWGGDGFY
AMDYWGQGTLVTVS SmﬂKGPS VFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQY VVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQQGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

2D. Expresion del mutante de hiperglucosilacidon del anticuerpo A114N de anti-ller2

Las construcciones de anti-Her2 A114N vy silvestre se transfectaron con Lipofectamine-2000 (relacion 2,5:1 de reactivo
a ADN) y XtremeGene HP (relacion 3:1 de reactivo a ADN) en células HEK293-EBNA en 12 matraces triples. La
medicién por Octet de partes alicuotas a partir de medios acondicionados (CM) 3 dias mostraba que la expresion de
proteina era coherente en 6 matraces tanto para Lipofectamine-2000 como para XtremeGene HP. Segln se muestra
en la Tabla 8, la eficacia de transfeccién global era aproximadamente 30% superior con XtremeGene HP. Los medios
acondicionados recogidos el dia 3 se reunieron entre si para ambas condiciones de transfeccion y se purificaron
mediante una columna de proteina A. La medicién con Octet mostraba 1,8 ug/ml de anticuerpo en el medio simulado
que contiene suero frente a 0 ug/ml en medios simulados sin suero.

Tabla 8. Expresion de mutantes de hiperglucosilacion de anti-Her2 A114N

Lipofectamine- XtremeGene
2000 HP
Concentracion 1,72 3,18
Proteina purificada procedente de la columna de (mg/mi)
proteina A Volumen (ml) 3,5 3,5
Proteina total (mg) 6,02 11,18
Concentracion 15,59 16,86
(mg/ml)
Proteina intercambiada con tampon Volumen (ml) 0,2 0,36
Proteina total (mg) 3,1 6,07
% Recuperacion 51,8 54,5

Medios acondicionados desde el dia 6 se recogieron y se purificaron separadamente para cada condicion de
transfeccion. Ambos eluatos se intercambiaron con tampén separadamente en PBS, pH 7,2, y se concentraron -15
veces usando columnas Amicon-4 (corte 50 kD). Los CM del dia 6 mostraban un nivel de expresion superior en
comparacién con CM del dia 3. Seglin se muestra en la Tabla 8, un total de 3 mg de Herceptin A114N 15,59 mg/ml
(procedentes de transfeccion de Lipofectamine) y 6 mg de Herceptin A114N 16,86 mg/ml (procedente de transfeccién
de XtremeGene HP) se produjeron a partir de medios acondicionados el dia 6 para aplicaciones posteriores
adicionales, tales como conjugacién de anticuerpo-farmaco.

2E. Analisis por SDS-PAGE y HIC del mutante de anti-Her2 A114N

Antes de la conjugacién, Herceptin A114N purificada se caracterizé por SDS-PAGE y HIC (cromatografia de
interaccion hidréfoba). Como se muestra en la Figura 21, se determiné que la calidad de la Herceptin A114N purificada
era adecuada para aplicaciones posteriores adicionales.

2F. Conjugacion a glucosilacién manipulada

Se demostr6 que: a) se introducia un sitio de glucosilacién en el sitio de la posicion 114 de Kabat (posicion 118 de
EU) en anti-TEM1; b) el mutante A114N tenia hiperglucosilacién en la cadena pesada mediante SDS-PAGE reductora;
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y ¢) el mutante de hiperglucosilacién A114N tenia estructura de carbohidrato complejo mediante LC/MS intacta,
incluyendo &cidos sidlicos y galactosa terminales, que son ideales para conjugaciéon SAM y GAM. Para confirmar que
el sitio de glucosilacion manipulado era adecuado para la conjugacién, anti-TEM1 A114N se conjugé con un PEG de
5 kDa a través de quimica de aminooxi. Segin se muestra en la Figura 22, el PEG se conjugaba satisfactoriamente
a anti-TEM1 A114N a través de un enlace aminooxi. Este mutante también se preparaba satisfactoriamente sobre los
esqueletos de 2C3 de anti-FAP y anti-CD-52 (no mostrados). Estos datos demuestran que el sitio de glucosilacion en
N114 es util para la conjugacion de restos efectores.

Ejemplo 3: Generacion de mutantes de Fc S298N/Y300S

Se disefaron y generaron variantes de Fc manipuladas en las que se introducia un nuevo sitio de glucosilacion en la
posicion EU Ser 298, posteriormente en el sitio Asn297 presente en la naturaleza. La glucosilacién en Asn297 bien se
mantenia o bien se suprimia mediante mutacion. Las mutaciones y los resultados de glucosilacién deseados se indican
en la Tabla 9.

Tabla 9: Estados de glucosilacion de diversas variantes de anticuerpo

Ne Mutacion Estado de Glucosilacion Deseado Aplicaciones
17 IN297Q Sin glucosilacion (aglu) Control aglu
18 | T299A Sin glucosilacion (aglu) Control aglu, funcién efectora desconocida

1 N297Q/S298N/Y300S Sin glyco'slilacion.en 297 pero sitio de Red.uccionl en Ia, funcién efeqtqra;
9 (NSY) glucosilacién manipulado en 298 Conjugacién a través de grupos acido
sidlico o galactosa expuestos.

Sin glucosilacion en 297 pero sitio de |[Reduccion en la funcion efectora;
(SS.21S_9$)I\I/T299A/Y3OOS glucosilacién manipulado en 298 Conjugacion a través de grupos &cido
sidlico o galactosa expuestos.

20

21 Dos sitios de glucosilacién potenciales en |Reduccién en la funcion efectora;
S298N/Y300S (SY) 297 y 298; Alteraciones en el patron de |Conjugacién a través de grupos acido
glucosilacién. sidlico o galactosa expuestos.
22 |Silvestre 297 control

3A. Creacion de variantes de glucosilacion alterados del anticuerpo a8-TCR H66

Se realizaron mutaciones sobre la cadena pesada del clon n? 66 del anticuerpo receptor de células T aff mediante
Quikchange usando una plantilla de pENTR_LIC_IgG1. El dominio VH de HEBE1 Aab IgG1 n® 66 se amplificé con
cebadores de LIC antes de clonarse en pENTR_LIC_IgG1 mutado o silvestre mediante LIC para crear anticuerpos
mutantes o silvestres de longitud completa. La subclonacién se verificé con digestién doble con Dralll/Xhol,
produciendo una insercién de aproximadamente 1250 pb de tamafo en los clones satisfactorios. A continuacion, los
mutantes de longitud completa se clonaron en un vector de expresion, pCEP4(-E+l)Dest, a través de clonacién de
Gateway. Las mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion de ADN. Secuencias de aminoacidos de las
cadenas pesada y ligera de WT H66 anti-aBTCR y las cadenas pesadas mutadas H66 se indican en la Tabla 10. Los
aminoacidos mutados estan sombreados y las secuencias diana de glucosilacion de consenso creadas por la mutacion
estan subrayadas.
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Tabla 10: Secuencias de aminoacidos of H66 anti-aBTCR anticuerpos

SEQID Nombre
NO
23 Cadena ligera del clon H66 de anti-aBTCR
24 Cadena pesada del clon H66 de anti-aBTCR
25 Cadena pesada de clon H66 S298N/Y300S de
anti-aBTCR
26 Cadena pesada del clon H66 S298N/ T299A/

Y300S de anti-oBTCR

67

Secuencia de aminoacidos

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSATSSVSYMHWYQQ

KPGQAPRRLIYDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYTLTIS

SLEPEDFAVYYCQQWSSNPLTFGGGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC*

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFTSYVMHW
VRQAPGKGLEWVGYINPYNDVTKYNEKFKGRFTLSR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSYYDYDGF
VYWGQGTLVTVSSASTKGPS VFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK*

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFTSYVMHW
VRQAPGKGLEWVGYINPYNDVTKYNEKFKGRFTLSR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSYYDYDGF
VYWGQGTLVTVSSASTKGPS VFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS VFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK
TKPREEQYNNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL,
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK*

EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFTSYVMHW
VRQAPGKGLEWVGYINPYNDVTKYNEKFKGRFTLSR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSYYDYDGF
VYWGQGTLVTVSSASTKGPS VFPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS VFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAK

FEQY sSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK*
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SEQID Nombre Secuencia de aminoacidos
NO
27 Cadena pesada del clon H66 N297Q/ S298N/ | EVQLLQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGYKFTSYVMHW
Y300S de anti-aBTCR VRQAPGKGLEWVGYINPYNDVTKYNEKFKGRFTLSR

DNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGSYYDYDGF
VYWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAA
LGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQY&NTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK*

Las construcciones mutante, silvestre y dos aglucosiladas de (HEBE1 Agly IgG4 y HEBE1 Aab IgG1 en pCEP4) se
transfectaron en células HEK293-EBNA en matraces triples para la expresién. Se purificaron proteinas de 160 ml de
medio acondicionado (CM) con 1 ml de columnas de proteina A HiTrap (GE) usando una bomba peristaltica de
multiples canales. Se analizaron cinco microgramos de cada sobrenadante resultante sobre geles de SDS-PAGE
reductores y no reductores con tris-glicina al 4-20% (véase la Figura 2). Las cadenas pesadas de los mutantes
aglucosilados (N297Q, T299A y controles aglu), han migrado adicionalmente (punta de flecha), de acuerdo con la
pérdida de los glucanos en estos anticuerpos. Sin embargo, las cadenas pesadas de los anticuerpos glucosilados
manipulados (NSY, STY, SY, Aab y control wt, flechas) migran de forma similar al control silvestre. Este resultado esta
de acuerdo con la existencia de un sitio de glucosilacion manipulado en la posicion EU 298. El andlisis por SEC-HPLC
indicaba que todos los mutantes se expresan como monémeros.

3B. Analisis de glucosilacion mediante LC-MS

Las variantes de Fc de IgG1 H66 manipuladas se redujeron parcialmente con DTT 20 mM a 37°C durante 30 min. A
continuacion, las muestras se analizaron mediante LC/MS capilar en un sistema de HPLC capilar Agilent 1100
acoplado con un sistema hibrido QSTAR qq TOF (Applied Biosystems). Se uso6 una reconstruccion bayesiana de
proteinas con correccion de referencia y modelado informatico en Analyst QS 1.1 (Applied Bisoystem) para el analisis
de datos. En el mutante de anticuerpo S298N/T299A/Y300S H66, se observé un sitio de glucosilacion en el aminoacido
298 con glucanos de tipo complejo biantenario y triantenario detectados como las especies principales junto con GOF,
G1F y G2F (véase la Figura 34). Este perfil de glucosilacion alterado esta de acuerdo con una glucosilacién cambiada
en N298 en lugar del sitio de glucosilacion silvestre en N297.

3C. Propiedades de union de mutantes de anticuerpo aBTCR a FcyRllla y FcyRIl humanos usando Biacore

Se us6 Biacore para valorar la unién a FcyRllla (V158 & F158) y FcyRI humanos recombinantes. Las cuatro células
de flujo de un chip CM5 se inmovilizaron con anticuerpo anti-HPC4 a través del procedimiento de acoplamiento a
amina estandar proporcionado por Biacore. El anticuerpo anti-HPC4 se diluyé hasta 50 pg/ml en acetato sédico 10
mM pH 5,0 para la reaccién de acoplamiento y se inyecté durante 25 min en 5 pl/min. Se inmovilizaron
aproximadamente 12.000 RU de anticuerpo en la superficie del chip. Se diluyeron FcyRllla-V158 y FcyRllla-F158
humanos recombinantes hasta 0,6 pg/ml en tampdén de unién (HBS-P con CaCl2 1 mM) y se inyectaron en las células
de flujo 2 y 4, respectivamente, durante 3 min a 5 pl/min para capturar 300 - 400 RU de receptor sobre el chip de anti-
HPC4. A fin de distinguir entre los aglutinantes inferiores, se capturaron tres veces mas rhFcyRllla sobre la superficie
de anti-HPC4 que lo usado habitualmente en este ensayo. Las células de flujo 1 y 3 se usaron como controles de
referencia. Cada anticuerpo se diluyé hasta 200 nM en tampén de unién y se inyect6 en las cuatro células de flujo
durante 4 min, seguido por 5 min se disociacién en tampon. Las superficies se regeneraron con EDTA 10 mM en
tampon HBS-EP durante 3 min a 20 pl/min. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 3.

También se us6 Biacore para comparar la unién a FcyRI. Anticuerpo anti-tetra His se intercambié con tamp6n en
acetato sddico IO mM pH 4,0 usando una columna de desalacion Zeba y se diluyé hasta 25 pug/ml en el tampoén de
acetato para el acoplamiento a amina. Dos células de flujo de un chip CM5 se inmovilizaron con -9000 RU del
anticuerpo anti-tetra-His después de 20 min de inyeccion a 5 pl/min. Como en el experimento previo, se capturaron
diez veces mas FcyRI a la superficie de anti-tetra-His a fin de comparar muestras con unién débil. FcyRIl humano
recombinante se diluy6é 10 ug/ml en tampén de unién de HBS-EP y se inyecté en la célula de flujo 2 durante 1 mina 5
pl/min para capturar -1000 RU de receptor en el chip de anti-tetra-His. Se inyect6 una sola concentracién de anticuerpo,
100 nM, durante 3 min a 30 pl/min sobre el receptor capturado y la superficie de control. Posteriormente, la disociacion
se comprobd durante tres minutos. A continuacion, la superficie se regenerd con dos inyecciones de 30 segundos de
glicina IO mM pH 2,5 a 20 pl/min. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 4.
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Estos resultados demuestran una notable disminucién en la unién de los mutantes glucomanipulados a FcyRllla o
FcyRI. H66 S298N/T299A/Y300S, en particular, tiene una unién casi completamente suprimida a ambos receptores.
Este mutante se eligié para un andlisis mas detallado.

3D. Caracterizacion de la estabilidad usando dicroismo circular (CD

La estabilidad del mutante de anticuerpo S298N/T299A/Y300S se comprobd mediante un experimento de termofusién
Far-UV CD en el que se comprobd la sefial de CD a 216 nm y 222 nm ya que el incremento de la temperatura conduce
al despliegue del anticuerpo (desnaturalizacion).

La temperatura se controlé mediante una célula de Peltier termoeléctrica (Jasco modelo AWC100) y se increment6 a
una velocidad de 1°C/min desde 25-89°C. Los espectros de CD se recogieron en un espectrofotdmetro Jasco 815 a
una concentracion de proteina de aproximadamente 0,5 mg/ml en tampdn de PBS en una cubeta de cuarzo (Hellma,
Inc) con una longitud de recorrido de 10 mm. La velocidad de barrido era 50 nm/min y un campo de datos de 0,5 nm.
Se us6 una anchura de banda de 2,5 nm con una graduacion se sensibilidad de media. La sefial de CD y el voltaje HT
se recogieron de 210-260 nm con intervalos de datos de 0,5 nm y a intervalos de temperatura de 1°C y se realizaron
cuatro barridos de réplica para cada muestra. Los resultados demuestran que tanto delta AB H66 como el mutante
S298N/T299A/Y300S H66 exhiben comportamientos térmicos similares y tienen aproximadamente la misma
temperatura de inicio para la degradacion (alrededor de 63°C) (Figura 35), sugiriendo adicionalmente que tienen una
estabilidad comparable.

Ejemplo 4: Analisis funcional de mutantes con Fc manipulado

Mutantes con Fc manipulado se valoraron a través de un ensayo de proliferacién de PBMC y un ensayo de liberaciéon
de citocinas. En el ensayo de proliferacién de PBMC, se cultivaron PBMC humanas con concentraciones crecientes
de anticuerpo terapéutico durante 72 horas, se afadi6 3H-timidina y las células se recogieron 18 horas mas tarde.
Para el ensayo de agotamiento de células T/liberacion de citocinas, se cultivaron PBMC humanas con concentraciones
crecientes de anticuerpo terapéutico y se analizaron diariamente con respecto a recuentos y viabilidad celulares (Vi-
Cell, Beckman Coulter) hasta el dia 7. También se recogieron los sobrenadantes celulares, se almacenaron a -20°C y
se analizaron en un grupo de 8 citocinas (Bio-Rad).

PBMC de donantes normales se descongelaron y se trataron bajo las siguientes condiciones (todas en medios que
contienen complemento): Sin tratar; BMA031, molgG2b 10 ug/ml; OKT3, molgG2a 10 ug/ml; H66, hulgG1 deltaAB 10
ug/ml, 1 ug/mly 0,1 ug/ml; H66, hulgG1 S298N/T299A/Y300S 10 ug/ml, 1 ug/mly 0,1 ug/ml.

Las citocinas se recogieron el dia 2 (D2) y el dia 4 (D4) para el analisis Bioplex (IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, GM-CSF, IFNg,
TNFa). Las células se tifieron el D4 con respecto a la expresion de CD4, CD8, CD25 y abTCR.

Los resultados, mostrados las Figuras 5-8, demuestran que H66 S298N/T299A/Y300S se comportaba de forma
similar al H66 deltaAB en todos los ensayos basados en células realizados, mostrando una activacion minima de
células T por expresion de CD25, unién a abTCR (con cinética ligeramente diferente a deltaAB) y liberacién minima
de citocinas en los momentos tanto D2 como D4. El mutante S298N/T299A/Y300S eliminaba asi la funcién efectora
tan eficazmente como la mutacién deltaAB.

Ejemplo 5: Preparacion y caracterizacion de una variante de Fc manipulada en el esqueleto de anticuerpo anti-
CD52.

Ademas del anticuerpo H66 anti-aBTCR, también se manipul6 la mutacion S298N/Y300S en un esqueleto de
anticuerpo anti-CD52 (clon 2C3). A continuacion, este mutante se examiné a fin de determinar si la modulacién de la
funcion efectora observada apreciada en el anticuerpo S298N/Y300S H66 anti-aTCR era coherente en otro esqueleto
de anticuerpo.

5A. Creacion de variantes de glucosilacion alteradas de anticuerpo anti-CD52 2C3

En primer lugar, se prepar6 ADN de la variante S298N/Y300S 2C3 mediante mutagénesis de cambio rapido usando
pENTR_LIC_IgG1, y WT 2C3 VH se clon6 en el vector mutado mediante LIC. Se clonaron mutantes de longitud
completa en el vector de expresion pCEP4 (-E+I)Dest usando tecnologia Gateway. Posteriormente, las mutaciones se
confirmaron mediante secuenciacién de ADN y las secuencias se indican en la Tabla 11. Los aminoacidos mutados
estan sombreados y las secuencias diana de glucosilacion de consenso creadas por la mutacion estan subrayadas. A
continuacion, los mutantes se transfectaron en células HEK293-EBNA en un formato de placa de 6 pocillos y la
proteina se purific a partir de medios acondicionados. Anticuerpo silvestre anti-CD52 2C3 se produjo en paralelo
como un control. Se encontré que el nivel de expresién era 0,1 ug/ml usando analisis de SD-PAGE y transferencia
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Western (Figura 9A). La expresion de mutantes en medio acondicionado puro también se midié6 mediante captura de
proteina A sobre Biacore. La concentracion se determiné usando la respuesta de disociacion después de una inyeccion
de seis minutos a proteina A inmovilizada. Se us6 WT 2C3 producido por CHO diluido en serie en medio de 90 pg/ml
a 1,5 ng/ml como una curva estandar. Las concentraciones se calcularon dentro de aproximadamente 0,2 ug/ml
mediante una curva de calibraciéon usando un ajuste de 4 parametros. Los niveles de expresion relativos eran bajos y
generalmente coincidian con los datos de la transferencia Western (Figura 9B).

Tabla 11: Secuencias del anticuerpo anti-CD52 clon 2C3

SEQID Nombre Secuencia de aminoacidos
N

28 Cadena ligera de anti-CD-52 2C3 WT DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWL
LQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRESGSGSGTDFTLKISR
VEAEDVGVYYCVQGTHLHTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQGLSSPVTKSFNRGEC*

29 Cadena pesada de anti-CD-52 2C3 WT

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENTYWMNW VR
QAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHY AESVKGRFTISRDDS
KNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDEWGQGTTVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK*

30 Cadena pesada de anti-CD-52 2C3 |EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMNWYVR
S298N/Y300S QAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHY AESVKGRFTISRDDS
KNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPVDFWGQGTTVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN

SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VD
GVEVHNAKTKPREEQYNNTSRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK*

5B. Analisis de glucosilacion usando PNGasa F

Para evaluar los sitios de glucosilacion adicionales introducidos por la mutacién, el mutante S298N/Y300S enriquecido
se desglucosilé con PNGasa F. La desglucosilacion no demostraba ninglin cambio aparente en el peso molecular, lo
que indica que no estaba presente carbohidrato adicional (Figura 10). Se realizaron preparaciones a pequefa escala
a fin de purificar estos mutantes para una caracterizacién adicional y los resultados reconfirmaron que no habia
carbohidrato adicional presente en el mutante S298N/Y300S (Figura 11).

5C. Propiedades de union de anticuerpo anti-CD52 2C3 a FcyRIlla humano usando Biacore

También se usé Biacore para caracterizar la unién a antigeno, FcyRlIl, y las propiedades de unién de los anticuerpos
purificados (véanse las Figuras 12, 13 y 14). La variante S298N/Y300S 2C3 se unia al péptido CD52 estrechamente
y el sensorgrama de union era indistinguible del control silvestre, demostrando que esta mutacion no afecta a su unién
a antigeno (Figura 12A).

Para ensayar la funcion efectora de Fc, se uso el receptor FcyRIIl (Val158) en estudios de union. El anticuerpo mutante

y de control silvestre se diluyeron hasta 200 nM y se inyectaron en FcyRllla capturado con marcador HPC4. La unién
a FcyRlll era casi indetectable para el mutante S298N/Y300S, lo que indicaba una pérdida de funcién efectora por
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esta variante (Figura 12B y Figura 14A). Para ensayar adicionalmente la funcion efectora de Fc, también se usé el
receptor FcyRIIl (Phe158) en estudios de unién. Los anticuerpos mutante y de control silvestre se diluyeron hasta 200
nMy se inyectaron a FcyRllla capturado con marcador HPC4. La unién a FcyRlll era casi indetectable para el mutante
S298N/Y300S, lo que indica una pérdida de funcién efectora con la variante Phe158 (Figura 14B). Finalmente, se usé
Biacore para comparar las propiedades de union a FcRn de las proteinas purificadas. FcRn-HPC4 de ratén y ser
humano purificado por SEC se inmovilizaron en un chip CM5 a través de acoplamiento aminico. Cada anticuerpo se
diluyé hasta 200, 50 y 10 nM y se inyect6 sobre los receptores. Campath, WT 2C3 producido por CHO y Campath
tratado con DEPC se incluyeron como controles positivos y negativos. Estos datos muestran que el mutante se une a
receptor de FcRn tanto humano como murino con la misma afinidad que el control de anticuerpo silvestre y que
probablemente no tiene alteraciones en su semivida en circulacion u otras propiedades farmacocinéticas. (véanse la
Figura 12C, Figura 13A y B). Segun esto, la mutacién S298N/Y300S es aplicable a anticuerpos en general, para
reducir o eliminar la funcién efectora no deseada de Fc, por ejemplo a través de asociacién de receptores de Fcy
humanos.

Ejemplo 6: Deteccion del complejo inmunitario en circulaciéon en el mutante S298N/Y300S.

También se investigo la deteccion del complejo inmunitario en circulacion usando un ensayo de unién a C1q para el
mutante S298N/Y300S y el control WT. Placas de pocillos Costar 96 de alta capacidad de unién se revistieron durante
la noche a 4°C con 100 ul de Abs 2C3 diluidos en serie 2 veces a concentraciones que varian de 10 — 0,001 pug/ml en
tampén de revestimiento (NaCHOs 0,1 M pH 9,2). El andlisis por ELISA mostraba que la unién a C1q se reduce para
el mutante S298N/Y300S en comparacion con WT (Figura 15A). La uniéon de Ab anti-Fab a los Abs 2C3 revestidos
confirmaba un revestimiento equivalente de los pocillos (Figura 15B).

Ejemplo 7: Separacion y analisis del mutante S298N/Y300S usando enfoque isoeléctrico.

Un gel de enfoque isoeléctrico (IEF) de pH 3-10 se recorrié para caracterizar los mutantes S298N/Y300S. Se encontrd
que S298/Y300S tenia cargas mas negativas y, por lo tanto, probablemente mas moléculas de acido sialico (Figura
18A). Se observo mediante MS intacta que tanto el mutante S298N/Y300S como WT 2C3 tenian GOF y G1F como la
especie de glucosilaciéon dominante (Figura 18 B y D, respectivamente).

Ejemplo 8: Afinidad de union a antigenos de S298N/Y300S.

Se us6 Biacore para comparar la afinidad de unién a antigenos del Ab WT anti-CD52 2C3 y el mutante S298N/Y300S
que se habian preparado y purificado a partir de expresiones tanto a escala menor (Figura 16) como mayor (Figura
17). Se obtuvieron chips CM5 inmovilizados con péptido 741 de CD52 y péptido 777 de control. Los anticuerpos se
diluyeron en serie 2 veces de 60 a 0,2 nM en HBS-EP y se inyectaron sobre la superficie de los chips durante 3 min
seguido por una disociacién de 5 min en tampén a un caudal de 50 pl/min. A continuacion, la superficie se regenerd
con un pulso de HCI 40 mM. Estos andlisis se realizaron por duplicado y demuestran que los anticuerpos mutante
S298N/Y300S y WT 2C3 muestran una unién comparable al péptido de CD52.

Se disefid una plataforma de cribado de medios para probar las propiedades de union funcionales antes de la
purificacién a fin de cribar anticuerpos creados durante transfecciones a pequefia escala. Estas pruebas se realizaron
usando Octet (Figura 19A) para determinar la concentracién y usaban biosensores de proteina A 'y una curva estandar
de GLD52. Las muestras se diluyeron hasta 7,5 y 2 nM en HBS-Ep para una comparacion de la unién a CD52 usando
Biacore (Figura 19B). Los resultados del ensayo de unién a péptido mostraban que los anticuerpos tanto mutante
S298N/Y300S como WT 2C3 tienen union comparable al péptido de CD52. Por otra parte, estos analisis demuestran
que Octet y Biacore funcionan bien para predecir la unién a antigeno por anticuerpos a partir de transfecciones a
pequenia escala.

Ejemplo 9: Preparacion de mutantes de glucosilacion alterada S298N/Y300S, S298N/T299A/Y300S y
N297Q/S298N/Y300S en esqueletos de anticuerpo adicionales.

Ademas del anticuerpo anti-aB-TCR y el anticuerpo 2C3 anti-CD-52, las mutaciones S298/Y300S,
S298N/T299A/Y300S y N297Q/S298N/Y300S se manipularon en otros esqueletos de anticuerpo para confirmar que
podia introducirse el sitio de glucosilacion en tandem adicional en secuencias del dominio variable de la cadena pesada
no relacionadas. Los mutantes anti-CD-52 12G6 y anti-Her2 glucosilados alternativamente se indican en las Tablas
12 y 13. Los aminoacidos mutados estan sombreados y las secuencias diana de glucosilacién de consenso creadas
por la mutacién estan subrayadas.
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Tabla 12: Secuencias del anticuerpo anti-CD52 clon 12G6

SEQID Nombre Secuencia de aminoacidos
N

31 Cadena ligera de anti-CD-52 12G6 WT DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWV
LQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRV
EAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP

SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC

32 Cadena pesada de anti-CD-52 12G6 WT
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPEFSNYWMNWYVRQ
APGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKN
SLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS VFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK*
33 Cadena pesada de anti-CD-52 12G6 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQ
S298N/Y300S APGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKN
SLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS VFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV

SNKALPAPIEKTISK KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK*

34 Cadena pesada de anti-CD-52 12G6 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQ
S298N/ T299A/ Y300S APGKGLEWVGQIRLKSNNYATHY AESVKGRFETISRDDSKN
SLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTTVTVSSASTKG
PSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYN: ‘RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK*

35 Cadena pesada de anti-CD-52 12G6 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPESNYWMNWYVRQ
N297Q/ S298N/ Y300S APGKGLEWVGQIRLKSNNYATHY AESVKGRFTISRDDSKN
SLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTTVTVSSASTKG
PSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP

KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYONTSRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTIS KAKGQPREPQVYTLPPS RDELTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVEFSCS VMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK*
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Tabla 13: Secuencias del anticuerpo anti-Her2

SEQID Nombre Secuencia de aminoacidos
N

36 Cadena ligera de anti-Her2 WT DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKP
GKAPKLLIYSASFLYSGVPSRESGSRSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSENRGEC*

37 Cadena pesada de anti-Her2 WT EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGENIKDTYIHWVRQA
PGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAY
LOQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSPGK*
38 Cadena pesada de anti-Her2 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFNIKDTYIHWVRQA
S298N/T299A/ Y300S PGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAY

LOMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTV
SSASTKGPS VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNNASRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSITLYSKLTVDKSRWQQGNVI'SCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK*

Ejemplo 10. Generacidn de anticuerpos alterados que contienen restos glucano reactivos

A fin de generar anticuerpos que contienen restos glucano capaces de reaccionar con restos efectores derivados, un
anticuerpo anti-HER se glucosilé en primer lugar in vitro usando glucosiltransferasa y donantes de nucleétidos
glucidicos pertinentes. Por ejemplo, para introducir los residuos de &cido sialico, los anticuerpos donantes se
galactosilaron en primer lugar con B-galactosiltransferasa, seguido por sialilacion con a2,6-sialiltransferasa segun los
métodos de Kaneko y cols. (Kaneko, Y., Nimmerjahn, F., y Ravetch, J. V. (2006) Anti-inflammatory activity of
immunoglobulin G resulting from Fc sialylation. Science 313, 670-3). La reaccién se realizé en una etapa de sintesis
en un recipiente usando B-galactosiliransferasa (50 mU/mg, Sigma) y a2,6-sialiltranafreasa (5 ug/mg, R&D system)
con sustratos nucleotidicos glucidicos donantes, UDP-galactosa (10 mM) y CMP-acido sialico (10 mM) en tampdn de
MES 50 mM (pH 6,5) que contenia MnClz2 5 mM. La mezcla de reaccién que contenia 5 mg/ml de anticuerpo anti-
HER2 se incubé durante 48 horas a 37°C. La sialilacion se verificé usando analisis por MALDI-TOF MS de glucanos
permetilados liberados del anticuerpo con PNGasa F, analisis del contenido de acido sialico usando HPLC Dionex y
transferencia de lectina con SNA, una lectina especifica para al acido a2,6-sialico.

El andlisis por MALDI-TOF de glucanos liberados por tratamiento con PNGasa F del anticuerpo anti-HER2 sialilado
indicaba que los glucanos naturales se han remodelado completamente con una estructura biantenaria principalmente
monosialilada, A1F (Figura 27A), junto con una pequefa cantidad de especie disialilada. El tratamiento del anticuerpo
con cantidades superiores de 02,6-sialiltransferasa producia poblaciones mas homogéneas de la glucoforma A1F,
sugiriendo que bien la actividad enzimatica o bien la localizacion del glucano pueden evitar la sialilacion total. Se
determiné que el contenido de acido siélico era ~2 mol por mol de anticuerpo, lo que esta de acuerdo con un glucano
A1F como la principal especie de glucoforma (Figura 27B). La transferencia de lectina con una lectina de SAN,
aglutinina de Sambucus nigra especifica para acido sidlico enlazado en a2,6, confirmaba que el &cido sialico estaba
presente en una configuracién de enlace 02,6 (Figura 27C).

En conclusiéon, aunque los glucanos proteinicos naturales son algo heterogéneos, la remodelaciéon a través de
galactosil- y sialiltransferasas da un anticuerpo casi homogéneo con glucanos biantenarios monosialilados pero
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totalmente galactosilados (A1F). La introduccién de solo ~1 &cido sidlico en los dos aceptores de galactosa en cada
glucano ramificado se puede deber a una accesibilidad limitada de una de las galactosas procedentes de glucanos
que a menudo estan enterradas en el anticuerpo o las interacciones no covalentes de los glucanos con la superficie
de la proteina.

Ejemplo 11. Oxidacion de anticuerpos alterados que contienen restos de glucano reactivos

Una vez que se verificaba la sialilacion, se investigd la oxidacion en el procedimiento de anticuerpo anti-HER2 sialilado
con diversas concentraciones de peryodato (de 0,25 a 2 mM). El anticuerpo sialilado se intercambio con tampén en
primer lugar en Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) que contenia EDTA 5 mM seguido por intercambio con tampén con tampén
de PBS. La mezcla de anticuerpo tamponada se aplicé a continuacién a columna Sepharose de proteina A
preequilibrada con tampo6n de PBS. Después de que la columna se lavara con 15 volumenes de columna de PBS, 15
volumenes de columna de PBS que contenia EDTA 5 mMy 30 volumenes de columna de PBS, se eluyé a continuacion
con tampon de citrato-fosfato 25 mM (pH 2,9). Los eluatos se neutralizaron inmediatamente con tamp6n de fosfato
dibasico y el anticuerpo se concentrdé usando Amicon ultra de Millipore. Después de la purificacion, el anticuerpo anti-
HER2 sialilado se oxid6 a continuacién con peryodato sédico (Sigma) en tampoén de acetato sédico 100 mM (pH 5,6)
sobre hielo en la oscuridad durante 30 minutos, y la reaccion se desactivo con glicerol al 3% sobre hielo durante 15
minutos. El producto se desalé y se intercambi6 en acetato sédico 100 mM (pH 5,6) mediante 5 rondas de ultrafiltracién
sobre Amicons de 50 kDa. La Figura 28A muestra el analisis del contenido de acido sialico de anticuerpo sialilado
titulado con diversas cantidades de peryodato. La oxidacién completa de los residuos de acido sialico se consiguié a
una concentracion de peryodato por encima de 0,5 mM. En efecto, una concentracién de peryodato tan baja como 0,5
mM era suficiente para oxidar totalmente el &cido siélico introducido. Segun esto, se eligié una concentracion de
peryodato de 1 mM para la oxidacion de anticuerpo sialilado para la conjugacion del farmaco.

La oxidacién puede tener efectos adversos sobre la integridad de un anticuerpo. Por ejemplo, se sabe que la oxidacion
de residuos de metionina, incluyendo Met-252 y Met-428, situados en la regién CH3 de Fc, cerca del sitio de union a
FcRn afecta a la unién a FcRn que es critica para prolongar la semivida en suero del anticuerpo (Wang, W., y cols.
(2011) Impact of methionine oxidation in human IgG1 Fc on serum half-life of monoclonal antibodies. Mol Immunol 48,
860-6). Segun esto, para examinar los efectos secundarios potenciales de la oxidacién con peryodato sobre residuos
de metionina (p. ej., Met-252) criticos para la interaccion con FcRn, el estado de oxidacién del anticuerpo sialilado se
determiné mediante analisis de LC/MS de un digesto de péptido tripsinado. Este andlisis revelaba ~30% de oxidacion
de Met-252 y < 10% de oxidacién de Met-428 después del tratamiento del trastuzumab sialilado con peryodato 1 mM.
Para determinar el impacto de este grado de oxidacion de metionina sobre la unién a FcRn, se evalué la cinética de
unién a FcRn para cada anticuerpo usando resonancia plasmonica superficial (BIACORE). Este analisis revelaba que
el estado de oxidacion se correlacionaba con una pequefa pérdida en la unién a FcRn (12% y 26% de reduccion a
FcRn de raton y ser humano, véanse las Figuras 28B y 28C, respectivamente). Notablemente, se ha presentado que
una reduccion de ~25% en la Ka para FcRn humano no tiene efecto sobre la semivida en suero en un ratdn transgénico
con FcRn humano, puesto que un solo sitio FcRn intacto en cada anticuerpo es suficiente para proporcionar
funcionalidad y la ventaja PK (Wang y cols., /d).

En resumen, estos datos indican que la introduccién de residuos de acido sialico sensibles a peryodato mediante
tratamiento con sialiltransferasa permite el uso de concentraciones muy inferiores de peryodato, dando como resultado
efectos secundarios minimos sobre las interacciones anticuerpo-FcRn e integridad del anticuerpo segun se valora
mediante agregacion (<1%). Asi, el uso de anticuerpos sialilados proporciona un margen mas amplio de las
condiciones de oxidacion a emplear, permitiendo la generacion reproducible de glucoconjugados activos sin efecto
sobre la semivida en suero.

La galactosa en un mutante de anticuerpos hiperglucosilado también se puede oxidar especificamente usando
galactosa oxidasa para generar un grupo aldehido para la conjugacion. Para confirmar este enfoque, un anticuerpo
anti-TEM1 A114N se concentr6 hasta 13-20 mg/ml y a continuacién se traté6 con 20 mU/mg de sialidasa en PBS
durante 6 horas a 37°C. A continuacion, el producto desialilado se oxid6 con galactosa oxidasa ("GAQO"), en primer
lugar con 5 ug de GAO/mg de proteina durante la noche a 37°C, seguido por adicion de 2 ug de GAO/mg de proteina
e incubacion durante 5 horas adicionales. Se afiadio acetato sodico para ajustar el pH hasta 5,6 (0,1 v/v, pH 5,6) y se
anadi6 DMSO para conseguir una concentracién de reaccion final de 16%, se afadieron antes de la conjugacion. El
anticuerpo anti-HER mutante de hiperglucosilacion A114N (15 mg/ml) se desialil6 de forma similar con sialidasa (20
mU/mg) y se oxidé con 5 ug de GAO por mg de proteina en una sola reaccion durante la noche a 37°C.

Ejemplo 12. Sintesis de restos efectores reactivos

A fin de facilitar la conjugacion con glucoformas de anticuerpo derivadas con aldehido, restos efectores de los posibles
farmacos (p. ej., momometilauristatina E (MMAE) y dolastatina 10 (Dol10)) se derivaron con aminooxicistamida para
contener grupos funcionales (p. €j., aminooxi-cys) especificamente reactivos con el aldehido.
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Brevemente, para generar aminooxicistamida como una materia prima, se afadi6é S-tritil-L-cisteinamida (362 mg, 1
mmol) a 3 ml de una soluciéon en DMF de éster de N-hidroxisuccinimida de acido t-BOC-aminooxiacético (289 mg, 1
mmol). La reaccion era completa después de 3 h como era evidente a partir del analisis por HPLC. Posteriormente, la
mezcla de reaccion se diluy6é con 30 ml de diclorometano y se lavd con solucion de bicarbonato sédico 0,1 M (2 x 20
ml), agua (2 x 20 ml) y salmuera (2 x 20 ml). La solucion se secé sobre sulfato sodico anhidro, se filtr6 y se concentré
hasta sequedad. Se afadieron a este residuo secado 3 ml de TFA seguido por 150 pl de trietilsilano. La solucién
resultante se precipitd en t-butil-metil-éter y el procedimiento se repiti6 tres veces. Después de la filtracién, el residuo
se secO bajo presion reducida dando 205 mg de un sélido blanquecino (67% de rendimiento). EI compuesto se usd
para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Para generar MMAE derivada con aminooxi (aminooxi-Cys-MC-VC-PABC-MMAE), se combinaron 30,1 mg de
aminooxicistamida (0,098 mmol, 2 eq.) con 64,6 mg de MC-VC-PABC-MMAE (0,049 mmol) y 100 pl de trietilamina en
3 ml de DMF. La mezcla de reaccién resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 15 minutos, tiempo para el
cual la reaccion era completa segun el analisis por HPLC. El compuesto se purificd mediante HPLC preparativa dando
45 mg (62%) del producto deseado como un sélido blanquecino. El analisis por HPLC en fase inversa sugeria que la
pureza del compuesto era >96%. ESI calc. para C73H116N14018S (MH)* 1509,8501; encontrado, m/z 1509,8469.

Para generar Dol10 derivada con aminooxi (aminooxi-Cys-MC-VC-PABC-PEG8-Dol10), se combinaron 7,4 mg (0,024
mmol, 3 eq.) de aminooxicistamida, 12 mg (0,008 mmol) de MC-VC-PABC-PEG8-Dol10 y 30 pl de trietilamina en en
3 ml de DMF. La reaccién se completaba en 15 minutos segun el andlisis por HPLC. La purificacion por HPLC
preparativa daba como resultado 6,2 mg (46%) del producto deseado como un sélido blanquecino. El analisis HPLC
en fase inversa sugiere que la pureza del compuesto es >96%. ESI calc. para C80H124N16019S2 (MH)* 1678,0664;
encontrado, m/z 1678,0613.

Ejemplo 13. Conjugacion mediada por acido sialico (SAM) de restos efectores reactivos

Después del desalado, los enlazadores de farmacos del Ejemplo 11 se combinaron con los anticuerpos sialilados
oxidados del Ejemplo 10 con DMSO al 75% (0,167 v/v) a una concentracion de 25 mM para conseguir una relacion
molar de 24:1 de enlazador de farmaco a anticuerpo y una concentracion de anticuerpo final a 5 mg/ml. La mezcla se
incubéd durante la noche a temperatura ambiente. Los enlazadores de farmacos no incorporados y cualquier farmaco
libre se recogieron usando BioBeads. El producto se intercambio con tamp6n adicionalmente en tampén de histidina-
Tween usando columnas PD-10 y se filtr6 estériimente. Se determinaron los niveles de endotoxinas y consiguié menos
de 0,1 EU/mg de ADC para el estudio in vivo.

La Figura 29A-C muestra un cromatografo de interaccion hidrofoba (HIC) de diferentes anticuerpos sialilados (anti
FAP B11 y G11 y el anticuerpo anti-HER2 del Ejemplo 11) glucoconjugados a AO-MMAE. El anticuerpo de HER2
sialilado también se conjug6 con el enlazador de farmaco, AO-Cys-MC-VC-PABC-PEG8-Dol10 (Figura 29D). Este
andlisis revela que existen principalmente uno o dos conjugados de farmaco por anticuerpo con una relacién de
farmaco a anticuerpo (DAR) que varia de 1,3-1,9. El incremento en el tiempo de retencion del glucoconjugado de
Dol10 (Figura 29D) en comparacion con el glucoconjugado de MMAE (Figura 29C) se debe probablemente a la mayor
hidrofobia de Dol10.

También se efectué un analisis por LC-MS con un anticuerpo anti-HER conjugado con dos enlazadores de farmaco
diferentes (AO-MMAE o AO-PEG8-Dol10) a una escala de 30 mg. Este andlisis mostraba valores de DAR similares
de 1,7 y 1,5 después de la conjugacion, lo que es comparable con el andlisis por HIC. La cromatografia de exclusion
por tamario (SEC) mostraba niveles muy bajo (1%) de agregados en estos conjugados.

Ejemplo 14. Conjugacion mediada por galactosa (GAM) de restos efectores reactivos

El aldehido de galactosa generado con galactosa oxidasa en el anticuerpo mutante de hiperglucosilacion anti-TEM1
A114N segun se describe en el Ejemplo 11 se conjugd con un exceso molar de 24 de enlazador de farmaco aminooxi-
MC-VC-PABC-MMAE sobre el anticuerpo mediante incubacion durante la noche a 25°C, dando un conjugado de ADC
con una DAR de 1,72.

Al anticuerpo tratado con galactosa oxidasa preparado segun se describe en el Ejemplo 11 se afiadié un volumen de
reaccion de un décimo de acetato sédico 1 M, pH 5,6, para ajustar el the pH hasta 5,6 y se afiadi6 DMSO para hacer
la concentracion final 14% antes de anadir 24 eq. de enlazador de farmaco aminooxi-MC-VC-PABC-MMAE. Las
reacciones se incubaron durante la noche a temperatura ambiente. El farmaco y el enlazador de farmaco libres se
recogieron con Biobeads y el tampén del producto se intercambié mediante SEC (65% de rendimiento). El conjugado
del producto se analizé mediante HIC. Segun se muestra en la Figura 30, AO-MMAE se habia conjugado a -60% de
las moléculas.
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Ejemplo 15. Ensayos de proliferacion de células ADC in vitro

La actividad in vitro de las moléculas de glucoconjugado de anti-HER y anti-FAP también se compararon con los
correspondientes conjugados tidlicos que contienen el mismo resto farmacoldgico enlazado a través de enlaces tiol a
cisteinas de la regién de bisagra del mismo anticuerpo donante. Los conjugados ti6licos contenian aproximadamente
dos veces el numero de farmacos por anticuerpo (DAR) que los glucoconjugados. La conjugacion basada en tiol se
realizé segun se describe por Stefano y cols (Methods in Molecular Biology 2013, en prensa). A continuacion, se
emplearon las lineas celulares Her2+ SK-BR-3 y Her2- MDA-MB-231 para evaluar la eficacia relativa de cada ADC.
Los resultados de este analisis se presentan en la Tabla 15 a continuacion

Tabla 15. Comparacion de ECso de glucoconjugados y conjugados tidlicos
DAR |ECso (ng/ml)

Anti-HER-MC- VC-P ABC-MMAE (Thiol MMAE) 3,8+ (2,3
AntiHER-AO-Cys-MC-VC-PABC-MMAE (Glyco MMAE) 1,7+ |47
Anti-HER-MC- VC-P ABC-PEG8-Dol10 (Thiol Dol10) 3,9+ 10,45
Anti-HER-AO-Cys-MC- VC-PABC-PEG8-Dol10 (Glyco Dol10) 1,5 10,97
Anti FAP B11-MC-VC-PABC-MMAE (Thiol MMAE), CHO+FAP 3,3+ |382,4
Anti FAP B11-AO-Cys-MC-VC-PABC-MMAE (Glyco MMAE), CHO+FAP 1,5+ 1682,4

Nota: * DAR determinada mediante LC-MS; * DAR determinada mediante HIC

Las Figuras 31(A-D) muestran una comparacion de la potencia in vitro de glucoconjugado de anti-HER y su conjugado
tiélico homélogo. La viabilidad celular se determin6 después de 72 h de exposicion de los conjugados a antigeno de
Her2 que expresa células (SK-BR-3) (Figuras 31A y C) o que no expresa (MDA-MB-231) células (Figuras 31B y D).
Las ADCs contenian bien MMAE o bien PEG8-Dol10 enlazados a los glucanos ("glyco") o mediante quimica
convencional a las cisteinas de la region de bisagra ("thiol"). Segun se muestra en las Figuras 31A y C, se observaba
una ECso ~2 veces menor para los conjugados tidlicos en comparacion con los glucoconjugados, lo que es coherente
con una DAR 2 veces superior en los primeros que en los ultimos. No se observo toxicidad con la linea celular Her2-
con un anticuerpo hasta 100 ug/ml.

También se observaron tendencias similares en la proliferacion celular para ADC preparadas con anticuerpos contra
un antigeno tumoral (FAP) que es altamente expresado por fibroblastos estromaticos reactivos en canceres epiteliales
incluyendo cancer de colon, pancreatico y de mama (Teicher, B. A. (2009) Antibody-drug conjugate targets. Curr
Cancer Drug Targets 9, 982-1004). Estos conjugados se prepararon de nuevo al conjugar bien enlazador de farmaco
de aminooxi-MMAE o bien enlazador de farmaco de maleimido-MMAE a glucanos o un grupo tiol. Ensayos de
proliferacién celular de estos conjugados mostraban que la ECso del conjugado tidlico tenia una potencia ~100 veces
superior sobre las células CHO transfectadas con FAP humano que las mismas células que carecen de expresion de
FAP segln se representa en la Figura 32, que muestra una comparacién de la potencia in vitro de glucoconjugado y
conjugado tidlico de anti FAP B11. La viabilidad celular se determiné después de la exposicién de los conjugados a
células CHO transfectadas con o sin antigeno FAP. Las ADC contenian MMAE enlazada a los glucanos ("glyco") o
mediante quimica convencional a cisteinas de la region de bisagra ("thiol"). Notese que la EC50 -2 veces inferior para
el tiol en comparacién con los glucoconjugados es coherente con las cantidades relativas de farmaco aportadas por
anticuerpo suponiendo eficacias similares para la unién a la diana y la internalizacion en células CHO que expresan
antigeno. En paralelo, se ensayd un glucoconjugado de ADC anti FAP (B11) con una DAR de 1,5 segun se describe
previamente y mostraba una ECso -2 veces superior que el conjugado tidlico de comparacion (DAR 3,3).

Segun se muestra en la Figura 36, se observaban tendencias similares en el ensayo de proliferacién celular para ADC
preparadas con el anticuerpo anti-HER que tiene la mutacion de hiperglucosilaciéon A114N y AO-MMAE segun se
describe en el Ejemplo 14, cuando se ensayan sobre células que expresan SK-BR-3 o células MDA-MB-231. El
glucoconjugado de A114N muestra claramente una potenciacion de la toxicidad celular contra la linea celular que
expresa Her2 sobre la linea sin expresion. La toxicidad relativa comparada con el glucoconjugado de SialT preparado
con el mismo anticuerpo es coherente con la carga de farmaco inferior de esta preparacion.

También se realizé un ensayo de proliferacién celular para ADC preparadas con el anticuerpo anti-TEM1 que tiene la
mutacién de hiperglucosilacién A114N y AO-MMAE preparada como se describe en el Ejemplo 14. Se observo una
toxicidad superior con las lineas de células que expresan TEM1 SJSA-1 y A673 en comparacion con la linea MDA-
MB-231 sin expresion. El nivel de toxicidad en comparacién con un conjugado ti6lico convencional con el mismo
anticuerpo estaba de acuerdo con la carga de farmaco (DAR) de esta preparacion.

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2940903 T3

SJSA-1 |A673-RPMI  |A673-DMEM-RPMI MDA-MB-231

IC50  |IC50 IC50 IC50
andTEM1 A114N-AO-MC-VC-PABC-MMAE 3ug/ml 32pg/ml (2,2 pg/ml 40 pg/ml
antiTEM1-MC-VC-PABC-MMAE 4pg/ml |1 pg/ml 0,9 pg/ml 20 pg/ml

En resumen, la conjugacion especifica del sitio de los farmacos a través de los glucanos con enlaces escindibles
produce ADC con toxicidades y eficacia in vitro que son equivalentes a conjugados basados en tiol convencionales,
segun se demuestra usando diferentes anticuerpos y diferentes enlazadores de farmacos. Por otra parte, por debajo
de 2 mM de peryodato, el nivel de conjugacién de farmaco se correlaciona con la reduccion de acido sialico.
Incrementar la concentracion de peryodato por encima de 2 mM produce poco beneficio, segin se espera de la
conversion completa de acido sialico en la forma oxidada. Sin embargo, bajo todas las condiciones, el nimero de
farmacos por anticuerpo era ligeramente inferior que el contenido de acido sialico, indicando que algunos de los acidos
sidlicos oxidados pueden de forma similar no estar disponibles para el acoplamiento, bien debido a estar enterrados
o bien de otro modo debido a impedimento estérico que surge del volumen del enlazador de farmaco.

Ejemplo 16. Caracterizacion in vivo de conjugados de anticuerpo-farmaco

También se evalu6 la eficacia de glucoconjugados de anti-HER en un modo de xenoinjerto tumoral Her2+ y se compar6
con comparadores de conjugados tidlicos que tienen una DAR -2 veces superior. A ratones beige/SCID se les
implantaron células tumorales SK-OV-3 Her2+ que se dejd que establecieran tumores de -150 mm? antes del inicio
del tratamiento. Se inyectaron ADC en dosis de 3 0 10 mg/kg a través de la vena caudal los dias 38, 45, 52 y 59. Habia
-10 ratones por grupo. Se midi6 el volumen del tumor de los ratones en un grupo diferente y se registré su
supervivencia. La curva de supervivencia se represent6 basandose en el método de Kaplan-Meier.

Las Figuras 33(A-D) muestran una comparacién de la eficacia in vivo de los glucoconjugados de anti-HER y los
conjugados tidlicos en un modelo de xenoinjerto de células tumorales Her2+. A ratones beige/SCID implantados con
células tumorales SK-OV-3 Her2+ se les dosificaron MMAE (Figuras 33 Ay B) y PEG8-Dol10 (Figuras 33 C y D) que
contenian glucoconjugados o comparadores de conjugado tidlico con una DAR ~2 veces superior. La cinética de
crecimiento tumoral de los conjugados de MMAE se muestra en la Figura 33A. En este caso, el glucoconjugado
mostraba una eficacia significativamente superior que el anticuerpo desnudo solo (negro) pero menos que un
comparador de conjugado tidlico que tenia una DAR -2 veces superior (verde). El glucoconjugado de MMAE mostraba
una regresion tumoral significativa y un retraso de -20 dias en el crecimiento tumoral (Figura 33A) y un incremento de
-2 veces en el tiempo de supervivencia desde la primera dosis (Figura 33B). El conjugado tiol-MMAE mostraba una
supresion tumoral casi completa a la misma dosis de ADC (10 mg/kg).

La eficacia in vivo de un glucoconjugado de PEG8-Dol10 ("Gluco Dol10") y un comparador de conjugado ti6lico con
una DAR ~2 veces superior ("Tiol Dol10") también se determindé en el mismo modelo de xenoinjerto de células
tumorales Her2+. Ambos conjugados mostraban una eficacia inferior que conjugados de MMAE como los descritos
previamente. Sin embargo, el glucoconjugado de aminooxi-PEG8-Dol10 ("Glyco Dol10") a 10 mg/kg mostraba un
retraso de 15 dias en el crecimiento tumoral (Figura 33C) y un incremento de -20 dias (1,7 veces) en el tiempo de
supervivencia después de la primera administracion (Figura 33D). El conjugado ti6lico era mas eficaz a la misma
dosis, mostrando un incremento de 2 veces en la supervivencia. A una dosis inferior (3 mg/kg), el conjugado tiélico
mostraba una eficacia menos que el glucoconjugado a 10 mg/kg. Esta dosis corresponde a 80 umol de farmaco PEGS-
Dol10 por kg de dosis, en comparacion con 110 umol de farmaco de PEGB8-Dol10 por kg de dosis para el
glucoconjugado.

Estos datos demuestran que la conjugacion especifica del sitio de farmacos sobre acido sidlico de glucanos de
anticuerpo da moléculas con potencia comparable a ADC generadas a través de quimica basada en tiol. La eficacia
in vivo algo inferior surge probablemente del menor nimero de farmacos que son soportados por cada anticuerpo a
las células tumorales mediante la internalizaciéon de cada antigeno unido a anticuerpo. Aunque los presentes
inventores no han comparado estos glucoconjugados con conjugados tiélicos de la misma DAR, la eficacia observada
a diferentes dosis de las dos ADC que representan niveles comparables de farmaco administrado muestra que los
glucoconjugados tienen eficacia intrinseca comparable con sus homélogos tiélicos, indicando ausencia de efecto
perjudicial de la conjugacién en este sitio. Por otra parte, una dosis de 10 mg/kg del glucoconjugado de Dol10 que
introducia solo 28% mas farmaco proporcionaba un incremento de 2 veces en la supervivencia sobre el conjugado
tidlico (a 3 mg/kg), sugiriendo que estos conjugados incluso pueden proporcionar eficacias superiores a la misma DAR.
Dada la limitacion aparente en la incorporacion de &cido sialico en glucanos naturales, se podria conseguir una carga
de farmaco superior mediante un numero de estrategias diferentes incluyendo el uso de enlazadores de farmaco
ramificados o la introduccidon de sitios de glucosilacion adicionales y usando el mismo método.
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Ejemplo 17. Conjugacion de restos orientadores

La Figura 37 muestra el esquema global para la conjugacion de restos orientadores a carbohidratos existentes o sitios
de glucosilacion manipulados. Esta conjugacién se puede realizar a través de la ligazén de neoglucanos, glucopéptidos
u otros restos orientadores a anticuerpos sialilados oxidados (Figuras 38 y 39). Restos adecuados para la conjugacion
pueden incluir los que contienen enlazadores de aminooxi (Figura 40 y 41).

Ejemplo 18. Conjugacion a través de acido sialico en glucanos Fc naturales

Man-6-P hexamanosa-aminooxi se conjugd bien a anticuerpo policlonal o bien a anticuerpo monoclonal que se dirige
especificamente a un receptor de Man-6-P. Los andlisis de SDS-PAGE y MALDI-TOF MS de la conjugacion del
anticuerpo policlonal de conejo con Man-6-P hexamanosa-aminooxi se muestran en la Figura 42. La Figura 43
reproduce los resultados de experimentos de resonancia plasmoénica superficial usados para valorar la unién de
anticuerpos 1gG policlonales de conejo de control y conjugados a Man-6-P hexamanosa a receptor de Man-6-P
independiente de cationes (CI-MPR). Los andlisis in vitro de este anticuerpo conjugado demuestran un incremento en
la captacion en lineas celulares tanto HepG2 (carcinoma hepatocelular hepatico de Homo sapiens) como RAW
(leucemia murina de Mus musculus) (Figura 44). Los cultivos se tifieron con anticuerpo anti-Alexa 488 de conejo
tefiido por contraste con DAPL.

Los anticuerpos conjugados con Man-6-P o restos lactosa-aminooxi se probaron adicionalmente a través de SDS-
PAGE y transferencia de lectina y se compararon con anticuerpos no conjugados (Figura 45). Los andlisis de proteinas
intactas por MALDI-TOF de los anticuerpos de control y conjugados demuestran que los conjugados tienen
aproximadamente dos restos de glucano por anticuerpo, mientras que los anticuerpos de control no tienen ninguno
(Figura 46).

Ejemplo 19. Conjugacion a través de acido sialico a residuos de cisteina de la bisagra en un anticuerpo

Man-6-P hexamanosa-maleimida (Figura 41) se conjugd bien a anticuerpo policlonal o bien a anticuerpo monoclonal.

La conjugacién de un anticuerpo policlonal con Man-6-P hexamanosa-maleimida a través de cisteinas de bisagra se
examiné a través de SDS-PAGE, transferencia de lectina y cuantificacion de Man-6-P (para determinar el nimero de
glucanos conjugados por anticuerpo) (Figura 47). La conjugacion de un anticuerpo policlonal con lactosa-maleimida
también se examiné a través de uno de SDS-PAGE y cuantificacion de galactosa del anticuerpo de control, el
anticuerpo conjugado y el filtrado se muestran en la Figura 48. Se observaba poco incremento de la agregacion en
anticuerpos policlonales conjugados a cisteina de bisagra mediante cromatografia de exclusién por tamafo (SEC)
(Figura 50).

La conjugacién de un anticuerpo monoclonal con Man-6-P hexamanosa-maleimida a través de cisteinas de bisagra
también se examin6 a través de SDS-PAGE y cuantificacién de glucano (para determinar el nimero de glucanos
conjugados por anticuerpo) (Figura 49). Se observaba por incremento de la agregacion en anticuerpos policlonales
conjugados a cisteinas de bisagra mediante cromatografia de exclusion por tamario (SEC) (Figura 51).

La unién de receptor de Man-6-P (CI-MPR) a anticuerpos policlonales y monoclonales conjugados a bis Man-6-P
hexamanosa a través de glucanos de Fc naturales o disulfuros de bisagra también se demostr6 a través de
desplazamiento en gel sobre una PAGE natural (Figura 55).

Ejemplo 20. Preparacion de anticuerpo _monoclonal completamente galactosilado y conjugacion de un
dlucopéptido trigalactosilado al anticuerpo sialilado

Un mutante de anticuerpo monoclonal de raton con una mutacion STY (NNAS) se modificé con sialidasa y
galactosiltransferasa para elaborar glucanos trigalactosilados principalmente naturales (2 glucanos por anticuerpo). El
mismo mutante también se sialil6 con sialiltransferasa y se conjugé con un glucopéptido que contiene galactosa
trivalente (Figura 68) usando el enfoque SAM. Se examind el contenido de acido sialico de los anticuerpos modificados
con enzima (Figura 52). Ademas, se examinaron el andlisis por MALDI-TOF de los glucanos liberados de NNAS de
control y desialilado/galactosilado (Figura 53) asi como los glucanos liberados de NNAS de control y sialilado (Figura
54). SDS-PAGE (NuPAGE al 4-12%) y transferencia de lectina de NNAS modificado con enzima y conjugado se
muestran en (Figura 56). También se midi6 la cuantificacion de galactosa terminal para el anticuerpo NNAS de control,
anticuerpo NNAS desialilado/galactosilado y anticuerpo NNAS conjugado a glucopéptido (Fiqura 57).
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Ejemplo 21. Preparaciéon de lactosa-maleimida sialilada en 02,3 usando un enfoque de quimioenzima y la
conjugacion posterior a IgG de conejo no inmunitaria a través de disulfuros de bisagra.

Las proteinas de unién a carbohidratos (incluyendo proteinas Siglec) son capaces de unirse més eficazmente a zonas
con mayor densidad de &cido sialico. Asi, los glucanos monosialilados en un anticuerpo dado pueden no proporcionar
suficiente densidad de acido sialico para facilitar la union a otras proteinas Siglec. Por lo tanto, se investigd un enfoque
de conjugacion a disulfuro de bisagra para introducir multiples copias de glucanos sialilados. Para producir glucanos
sialilados para la conjugacion, se sialilo lactosa-maleimida (5 mg) in vitro con a2,3-sialiltransferasa de Photobacterium
damsela en tampon de Tris (pH 7,5) durante 2 h a 37°C. Un glucano de control se incubo sin sialiltransferasa y se
comparé con los glucanos originales. El analisis por MALDI-TOF MS mostraba que la incubacién de lactosa-maleimida
sin enzima en tampon de Tris (pH 7,5) durante 2 h a 37°C no cambiaba el peso molecular esperado de la molécula,
sugiriendo que la condicion examinada no da como resultado hidrélisis de maleimida. El analisis por MALDI-TOF y
HPLC Dionex de glucanos modificados con a2,3-sialiltransferasa indican la presencia de sialil-lactosa, aunque no
como pico principal (datos no mostrados). Por lo tanto, la sialil-lactosa-maleimida se purificé adicionalmente usando
columnas de QAE-sepharose y cada fraccién se analizé posteriormente usando MALDI-TOF y HPLC Dionex. Estos
anadlisis indicaban que la sialil-lactosa-maleimida existia como especie principal en el eluato de NaCl 20 mM
procedente de la columna de QAE (Figura 58). La cantidad de glucanos sialilados purificados se estimé usando
andlisis de cuantificacion de acido sialico de las muestras, indicando una recuperacion de ~1,8 mg de sialil-lactosa-
maleimida.

La conjugacion posterior de un anticuerpo policlonal de conejo con esta sialil-lactosa-maleimida se probd usando
quimica de tiol-maleimida. Un anticuerpo 1gG de conejo (1 mg) se redujo con TCEP a un exceso molar de 4 (sobre el
anticuerpo) durante 2 h a 37°C antes de conjugarse a un exceso molar de 24 de sialil-lactosa durante 1 h a temperatura
ambiente. A continuacion, el conjugado se intercambi6 con tampon en PBS para el analisis en SDS-PAGE (Figura
59A). También se realiz6 una cuantificacién de acido sialico usando HPLC Dionex (Figura 59B). Partes alicuotas de
conjugado de control y tidlico se trataron con o sin sialidasa (1 U por mg) durante la noche a 37°C antes de que los
sobrenadantes se recuperaran a través de filtracion (MWCO 10 kDa). El contenido de &cido sidlico de los
sobrenadantes se midi6 y se compard con muestras tratadas sin sialidasa. Hay aproximadamente 4 restos de a2,3-
sialil-lactosa por anticuerpo.

Ejemplo 22. Preparacion de a2.6-sialil-lactosa-maleimida mediante sialilacion de lactosa-maleimida vy
conjugacion a disulfuros de bisaqra de un anticuerpo policlonal de conejo a través de enlaces 02,3 0 02,6 que
da como resultado alta sialilacién

También se investigd la conjugacion de multiples copias de glucanos sialilados en 02,6 a los disulfuros de bisagra de
un anticuerpo policlonal de conejo. Puesto que la a2,3-sialil-lactosa-maleimida se producia satisfactoriamente usando
un enfoque de quimioenzima (véase anteriormente, Ejemplo 21), se us6 un método similar para producir a2,6-sialil-
lactosa-maleimida (pequefias modificaciones del protocolo incluian el uso de una sialiliransferasa diferente). Para
producir glucano sialilado en 02,6 para la conjugacion, se sialil6 lactosa-maleimida (~5 mg) in vitro con 0,5 U de una
a2,6-sialiltransferasa bacteriana de Photobacterium damsela en tamp6n de Tris (pH 8) durante 1 h a 37°C. Después
de la reaccion enzimatica, el producto se aplico a una columna de QAE-sepharose. La columna se lavé con 10
fracciones de 1 ml de Tris 2 mM (pH 8), 5 fracciones de 1 ml de tamp6n de Tris que contiene NaCl 20 mMy 5 fracciones
de 1 ml de tampédn de Tris que contiene NaCl 70 mM. Las partes alicuotas procedentes de cada fraccién se analizaron
usando HPLC Dionex junto con patrones de lactosa y a2,6-sialil-lactosa. Los perfiles de oligosacaridos de los patrones
y una de las fracciones eluidas se muestran en las Figuras 60 (A-D). También se analizaron las fracciones que
contenian a2,6-sialil-lactosa-maleimida y se conformaron mediante MALDI-TOF. El glucano en una de las fracciones
se puede observar en la Figura 61.

La cantidad de a2,6-sialil-lactosa-maleimida purificada se estimé a continuacion usando andlisis de cuantificacion de
acido sialico que indicaba una recuperacion de ~1,5 mg de sialil-lactosa-maleimida. Una vez que se preparaba el
glucano, la conjugacién de anticuerpo bien con a2,6-sialil-lactosa-maleimida o bien a2,3-sialil-lactosa-maleimida se
probd usando quimica de tiol. Un anticuerpo IgG policlonal de conejo (1 mg) se intercambié con tampoén y se redujo
con TCEP en un exceso molar de 4 (sobre el anticuerpo) durante 2 h a 37°C. A continuacion, el anticuerpo reducido
se dividié por la mitad: una porcién se conjugd a un exceso molar de 24 de 02,6-sialil-lactosa-maleimida, y la otra a
a2,3-sialil-lactosa-maleimida durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, los dos conjugados se
intercambiaron con tampo6n en PBS antes del andlisis por SDS-PAGE (Figura 62A) y la cuantificacion de &cido sialico
usando HPLC Dionex (Figura 62B). La cuantificacion de acido sidlico se se us6 para estimar el nimero de glucano
conjugado. Partes alicuotas del anticuerpo de control y el anticuerpo conjugado a tiol se trataron con o sin sialidasa (1
U por mg) durante la noche a 37°C antes de que los sobrenadantes se recuperaran a través de filtracion (MWCO 10
kDa). El contenido de acido sialico de los sobrenadantes se midi6é y se compar6 con muestras tratadas sin sialidasa
(control). El andlisis demostraba que aproximadamente 7 glucanos (glucanos bien de 02,3 o bien de a2,6-sialil-lactosa)
se conjugaban al anticuerpo policlonal por este método.

Ejemplo 23. PEGilacion de NNAS usando quimica de GAM

Un anticuerpo monoclonal mutante NNAS de raton (S298N/T299A/Y300S) se galactosilé y desialild, generando un
anticuerpo monoclonal Gal NNAS sin ninguna degradacion por proteasa. Este anticuerpo se modificd con galactosa
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oxidasa (GAO) para generar aldehido de galactosa. A continuacion, el aldehido de galactosa se conjugé con2 0 5
kDa de aminooxipolietilenglicol (PEG). La Figura 63 reproduce la caracterizacion de anticuerpos de control y mutantes
NNAS modificado enzimaticamente (desialilado/galactosilado) usando SDS-PAGE vy transferencia de lectina. La
Figura 64 reproduce la caracterizacion a través de SDS-PAGE reductora de la PEGilacion de un anticuerpo de control
y Gal NNAS con diversas cantidades de galactosa oxidasa. Estos resultados demuestran que Gal NNAS se puede
PEGilar eficazmente con cantidades significativas de mono-, bi- y tri-PEG conjugados por cadena pesada. La Figura
66 reproduce la caracterizacion a través de SDS-PAGE reductora de la PEGilacion de un anticuerpo de control y Gal
NNAS con diverso exceso molar de PEG sobre el anticuerpo. Barridos con ProteinSimple que caracterizan la
PEGilacion de los anticuerpos demuestran que aproximadamente 1,5-1,7 restos de PEG se conjugan por cadena
pesada (o aproximadamente 3-3,4 PEG por anticuerpo) (Figuras 65 y 67).

Ejemplo 24. PEGilacion de NNAS usando quimica de GAM

Un anticuerpo NNAS se galactosilé con 50 mU/mg de galactosiltransferasa y posteriormente se desialilé con 1 U/mg
de sialidasa en tampén de MES 50 mM (pH 6,5). A continuacion, fetuina desialilada y NNAS asi como NNAS
galactosilado se trataron con galactosa oxidasa 57 mU/mg)/catalasa en presencia 0 ausencia de acetato de cobre 0,5
mM antes de la conjugacién con un exceso molar de 25 de aminoxi-PEG de 5 kDa (Figura 69A). En otro experimento,
se traté NNAS galatosilado con galactosa oxidasa (57 mU/mg)/catalasa en presencia de acetato de cobre 0, 0,02, 0,1
y 0,5 mM antes de la conjugacién con un exceso molar de 25 de aminoxi-PEG de 5 kDa (Figura 69B). El anticuerpo
oxidado con galactosa oxidasa en presencia de acetato de cobre mostraba un grado superior de PEGilacion que el
mismo anticuerpo hecho reaccionar con galactosa oxidasa en ausencia de acetato de cobre. De manera significativa,
se observaban niveles superiores de PEGilacién cuando la conjugacién se realizaba en una reaccién que contenia
sulfato de cobre en concentraciones por encima de 0,1 mM.

Ejemplo 25. Modificacidon de Herceptin silvestre y mutante usando sialidasa/galactosiltransferasa

Anticuerpos de Herceptin silvestres y mutantes (A114N, NNAS y A114N/NNAS) se modificaron enzimaticamente con
50 mU/mg de galactosiltransferasa y posteriormente se desialilaron con 1 U/mg de sialidasa en tamp6n de MES 50
mM (pH 6,5). Los anticuerpos modificados se analizaron usando SDS-PAGE (reductora y no reductora), transferencia
de lectina con ECL (una lectina vegetal especifica para galactosa terminal) y cuantificacion de galactosa terminal
usando analisis por HPLC Dionex de galactosa liberada por galactosidasa (Figura 70). Se obtuvieron anticuerpos
modificados enzimaticamente que contenian aproximadamente de tres a nueve galactosas terminales con los
mutantes NNAS y NNAS/A114N doble demostrando un nivel superior de galactosa terminal que el silvestre y el
mutante A114N.

Ejemplo 26. PEGilacion de anticuerpos silvestres vy mutantes usando el método de conjugacion SAM

Anticuerpos de Herceptin silvestres y mutantes (A114N, NNAS y A114N/NNAS) se PEGilaron usando conjugacién
mediada por acido sialico (SAM). Posteriormente, los anticuerpos se oxidaron con peryodato 2 mM. Después del
intercambio con tampédn, los anticuerpos oxidados se PEGilaron con un exceso molar de 25 de aminoxi-PEG de 5
kDa. El contenido de acido sialico de los anticuerpos silvestres y mutantes se midié usando HPLC Dionex (Figura 71).
A continuacién, los anticuerpos PEGilados se analizaron usando SDS-PAGE reductora y no reductora (Figura 72).
Ademas, la PEGilacion (PAR, nimero de PEG por anticuerpo) se estimd al analizar los geles barridos usando
ProteinSimple (Figura 73). Los mutantes NNAS, A114N y A114N/NNAS muestran todos un PAR superior (2,7-4,6)
que los anticuerpos de Herceptin silvestres (1,4).

Ejemplo 27. Investigacion de la captacion de anticuerpos glucomanipulados con ligandos de glucano que
contiene galactosa

Un anticuerpo policlonal bien se modificé enzimaticamente con galactosiltransferasa (Gal Transferasa), bien se
conjugé a lactosa-aminoxi (Gal-Glc hasta 297: se conjugé a acido sidlico en glucanos a partir de Asn-297 de anticuerpo
sialilado) o bien se conjugd a lactosa-maleimida (Gal-Glc hasta bisagra: se conjugd a cisteinas en disulfuros de
bisagra). Los anticuerpos de control, modificados o conjugados se incubaron a continuacién con células HepG2 (una
linea celular de hepatocitos que expresa ASGPR) durante 1-2 h a 37°C antes de que los anticuerpos captados se
midieran usando tincion por inmunofluorescencia (Figura 74). Los resultados mostraban un incremento de la captacion
de células HepG2 de anticuerpos modificados enzimaticamente o conjugados a lactosa.

Ejemplo 28. Conjugacion de un glucano GalNAc trivalente a Herceptin

Herceptin (anti-Her2) se sialilé y conjugd con un glucano GalNAc trivalente (Figura 75) para orientarse a ASGPR
usando el método de conjugacion SAM. Posteriormente, se usaron experimentos de resonancia plasmonica superficial

80



10

15

20

ES2940903 T3

(Biacore) para valorar la unién de estos anticuerpos conjugados a glucano GalNAc trivalente a la subunidad HI de
ASGPR (Figura 76).

Ejemplo 29. Conjugacion de glucano GalNAc trivalente y glucopéptido gue contiene galactosa trivalente a una
enzima lisosomica recombinante

Una enzima lisosdmica recombinante se conjugd bien con glucano GalNAc trivalente o bien con glucopéptidos que
contienen galactosa trivalentes (Figura 77) para orientarse a ASGPR usando el método de conjugacién SAM.
Posteriormente, se usaron experimentos de resonancia plasménica superficial (Biacore) para valorar la unién de estas
enzimas conjugadas a glucano GalNAc trivalente y conjugadas a glucopéptido que contiene galactosa trivalente a la
subunidad H1 de ASGPR (Figura 78). Los resultados mostraban una union fuerte a ASGPR de la enzima lisos6mica
recombinantes conjugada a glucano GalNAc trivalente. Las Figuras 79(A-D) muestran un ndmero de restos GalNAc
trivalentes ejemplares. Se muestran ejemplos que no tienen espaciador, un espaciador de 12 A, un espaciador de 1
kDa (aproximadamente 80 A) y tanto un espaciador de -20 A como un espaciador de 1 kDa (aproximadamente 80 A).
Una segunda enzima lisosémica recombinante (rhGAA) también se conjugé con glucano GalNAc trivalente C12. La
Figura 80 muestra una grafica que representa los resultados de la conjugaciéon de enzima lisosémica recombinante
rhGAA oxidada con peryodato con un exceso de glucano GalNAc trivalente C12. El glucano por GAA conjugado
resultante se representa con un exceso de molar de glucano de 20, 40, 80 y 200 veces sobre el rhGAA. La Figura 81
reproduce la unién a ASGPR de enzimas lisosémicas recombinantes conjugadas con glucano GalNAc trivalente C12
sobre Biacore. Las enzimas conjugadas con un exceso de 20 (conjugado 1), 40, 80, y 200 veces (conjugado 4) de
glucano muestran todas una union fuerte a la subunidad 1 de ASGPR. No existe una diferencia significativa en la union
entre los conjugados (conjugados 1 a 4).
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano modificado, donde el glucano comprende al menos
un resto de Formula (1V):

—+-Gal—Sia—C(H)=N—Q-CON—X
Formula (1V),
donde:

A)Qes NHuUO;
B) CON es un resto conector;

C) X es un resto orientador que se une a una célula, donde el resto orientador es un resto de glucano GalNAc
trivalente o un glucopéptido trigalactosilado;

D) Gal es un residuo de galactosa; y
E) Sia es un resto de &cido sidlico;

donde el glucano comprende al menos un resto de la siguiente formula estructural:

~4—Ga—o0

HOOC 0

H
H _C=N—O—-CON—X

NHAc

OH
H

2. El polipéptido de union segun la reivindicacion 1, donde el resto orientador se une a un receptor de lectina tipo C o
a un receptor de asialoglucoproteina (ASGPR).

3. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 1, donde el polipéptido de union es internalizado por la célula, y
donde la cantidad del polipéptido de unién internalizado por la célula es mayor que la cantidad de un polipéptido de
unién de referencia que carece de un resto orientador internalizado por la célula.

4. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 1, donde el resto orientador es un glucopéptido trigalactosilado.

5. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 4, donde el glucopéptido trigalactosilado es un resto de lactosas-
Cys3Glya.

6. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 4, donde el glucano modificado comprende un resto seleccionado
del grupo que consiste en:

a) un resto representado por la Férmula V:
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b) un resto de la siguiente férmula estructural:
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o} o H H H H
¢}

0
|V
%GaJ—Sia—ﬁ=N—o H §=

0
H o B
o o) H oH
\ 0 "
© ST\ N R~ -0 oH® OH
NH m Ho' H
\/\n/ ] T f I 1

0 0
0
N

OH o
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HO I J H b H H :

[Férmula VJ;

¢) un resto de la siguiente formula estructural:
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7. El polipéptido de unidn segun la reivindicacién 1, donde el resto orientador es un resto de glucano GalNAc trivalente.

8. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 7, donde el glucano modificado comprende un resto seleccionado
5 del grupo que consiste en:

a) un resto de glucano GalNAc trivalente como el representado por la Férmula VIII:

HOOH
HO
o s s
HO M ~N
H NHAc \ﬂ/\
O O O.
HOT o o
Q /\/\)J\
H AN
- ] Al
NHAc (o] (0]
" D P YA G
OH N N” o7 2
HO B ay
HO (0]
<\ o N N
HO. q M ~TN
H NHAc
(@] (0]

[Férmula VIII], donde q es un nimero entero entre 1y 29 inclusive;

b) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:

o O

H
o o H OH
0
N/\/\NJJ\/\/\O H
H H OH
)(J)\ o) o AcHN H
Gal—Sia—C=N-0 N/H\/U\N 0
+ H H a H '6
H

ZT

H
O H H
H P H
N~ \n/\/\/o OH
AcHN H

10 ° © ,
donde g es un numero entero entre 1y 29 inclusive;

¢) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:
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donde g es un numero entero entre 1y 29 inclusive;

d) un resto de glucano GalNAc trivalente como el representado por la Férmula VII:

HoOH
H Q
B o N N
HO NN
H NHAc \/\/\ﬂ/ \[m
OH H o o 0
HO H o o
o~
H 0 N/\/\N
HO H H
H NHAc (0]
H ol
oo NJ\/O‘NH2
H o O H
<\ o N s
HO q \/\/\n/ NN
H NHAc

[Formula VII];

e) un resto de glucano GalNAc trivalente como el representado por la Férmula XIII:

(o] O o O
HOT™ ) o o
o~
H NS
"o ° )Ol\/\/\/\/\/\/H
N
OH N
HO ooR
HO " M ~N
N NHAc
0] 0]

[Formula X1I];

f) un resto de glucano GalNAc trivalente como el representado por la Férmula XIV:
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OH
HO H
HO \/\/\n/ ~N
H NHAc ﬁ
OH o] o o
HO H o 0
Q /\/\)L
H AN
Ho © N H)KL
HH NHAc 0 (o] o)
o]
o

[Férmula XIV];

g) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:

Ol
T
O

H H H
(\H/NV\/N\H/\/\/O OH
S AcHN H

o O

H  oH
o o y | OH
o
o H H AchN
—§—Ga|—s|a—ﬁ=N—o\)l\N 0 Ry
H

Qbn

0] oH
H H H
N A~N o OH
\n/\/\/ AcHN H
e} H

O
h) un resto que tiene la siguiente formula estructural:

[e]
L T

N 0
N

B H
(\n/ \/\/N\n/\/\/o OH
AcHN H
o} [¢] (o] H

OH
o o) o H OH
H H
H\/\/\/\/\/\)OJ\ © e HH
%—Gal—Sia—ﬁ:N—o/\( N oH
(o] O H
H H P
NN 0 OH
AcHN H
(o] (e] ;
i) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:
O
y T
o]
H H 0] OH
N
(\fr \n/\/\/ AcHN H
o O 0]
o o u OH
o]
N/\/\NJI\/\/\O H
H H OH
0 o} o AcHN HH
-§—Ga|—Sla—3=N—0\)I\N/\/\/\/\/\/\)LN o
H H OH
o H
H H P
NN 0O OH
T \g/\/\/ Prervin) f

j) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:
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Qm
o H
H H
(\[]/N\/\/N\"/\/\/O OH
AcHN H
o O 0]
o} H H

H\/\/H O OH
(Y AcHN H
o 0 0 Hoooy
o o oH H
ﬁNMNk/v\O
H H OH
o) AcHN H
%Galio \/\/\/\/\/\)I\ ° H
Bn- 0/\n/ N o
HOOC o oo H H
NHAc W " o
OH \HTN\/\/N 0 ot
H YO H
0 o H ;
y
5 I) un resto que tiene la siguiente férmula estructural:
OH,
W g
N
Y\/\/ AcHN H
0 0o o%
o H
J)L M OH
+—Ga—o H 0 AcHN. 1 |
C=N-0 /\/\/\/\/\/\)L
HOOC% \)Lﬂ O"cIJH
NHAC H
OH P
H \/\/
m/\/\/ AcHN H

o]

9. El polipéptido de unién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde se cumplen una o méas de
las siguientes condiciones:

a) el polipéptido de unién comprende un dominio Fc, donde el dominio Fc es opcionalmente humano;
10 b) el polipéptido de unién comprende un dominio CH1;

c) el resto conector comprende un enlazador sensible al pH, un enlazador de disulfuro, un enlazador sensible a
enzimas u otro resto enlazador escindible;

d) el resto conector comprende un resto enlazador seleccionado del grupo que consiste en los restos enlazadores
representados enla Tabla2y 14;y

15 e) el polipéptido de unién es un anticuerpo o una inmunoadhesina.

10. El polipéptido de unién segun la reivindicaciéon 9, donde el glucano modificado esta enlazado por N al polipéptido
de unién a través de un residuo de asparagina en la posicion de aminoacido 297 del dominio Fc, segun la numeracion
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de EU, o donde el glucano modificado esté enlazado por N al polipéptido de unién a través de un residuo de asparagina
en la posicién de aminoacido 298 del dominio Fc, segun la numeracién de EU.

11. El polipéptido de unién segun la reivindicaciéon 9, donde el glucano modificado esta enlazado por N al polipéptido
de unién a través de un residuo de asparagina en la posicion de aminoacido 114 del dominio CH1, segln la numeracién
de Kabat.

12. Un método para elaborar el polipéptido de unién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
comprendiendo el método hacer reaccionar un resto efector de Formula (1):

NH2-Q-CON-X Formula (1),
donde:
A)QesNHuUO;

B) CON es un resto conector; y

C) X es un resto orientador que se une a una célula, donde el resto orientador es un resto de glucano GalNAc
trivalente o un glucopéptido trigalactosilado,

con un polipéptido de unién precursor que comprende un glucano oxidado.
13. El método segun la reivindicacion 12, donde se cumplen una o mas de las siguientes condiciones:
a) el polipéptido de unién inicial comprende al menos un resto de la siguiente férmula estructural:

OH

—%—GaI—Sia‘H/\OH

OH

>

b) el polipéptido de unién inicial comprende al menos un resto de la siguiente férmula estructural:

OH
OH
4 —Ga—o0
HooC 0 OH
NHAC
OH
H

c) el polipéptido de unidn precursor comprende un glucano oxidado comprende al menos un resto de la siguiente
féormula estructural:

+$-Gal—Sia—C=0
H .

>

d) el polipéptido de unién precursor comprende un glucano oxidado comprende al menos un resto de la siguiente
férmula estructural:

4 Ga—o0 Q
M
HOOC™ \~0

NHAc
OH

88
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e) el polipéptido de unién precursor que comprende un glucano oxidado se genera al hacer reaccionar un
polipéptido de unién inicial que comprende un glucano con un agente suavemente oxidante,

opcionalmente donde el agente suavemente oxidante es peryodato sddico,
donde se emplea menos de 1 mM de peryodato sédico, o
donde el agente suavemente oxidante es peryodato o galactosa oxidasa.

14. El método segun la reivindicacion 12, que comprende hacer reaccionar un resto efector de la siguiente férmula
estructural:

NH2-O-CON-X

con el polipéptido de union precursor que comprende un glucano oxidado que comprende al menos un resto de la
siguiente formula estructural:

4 —Ga—o0 o
H
HoOC 0

NHAc

OH
H

para formar un polipéptido de unién de la siguiente formula estructural:

<4 —Ga—o

HOOC 0

H
H _C=N—0O—-CON—X

NHAc

OH
H

15. El método segun la reivindicacién 13, donde la etapa de reaccién se efectia en presencia de una sal que
comprende un ion metélico, opcionalmente donde

el ion metdlico es un ion cobre,
la sal es acetato de cobre, o
la sal comprende un ion metdlico presente en una concentracion de al menos 0,1 mM.

16. El método segln una cualquiera de las reivindicaciones 12-15, donde el polipéptido de unién que comprende el
glucano comprende uno o dos residuos de acido sidlico terminales, opcionalmente donde el uno o dos residuos de
acido sialico terminales se introducen mediante el tratamiento del polipéptido de unién con una sialiltransferasa o una
combinacion de sialiltransferasa y galactosiltransferasa.

17. Una composicién que comprende un polipéptido de union segun una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable, opcionalmente donde la relacién de resto
orientador a polipéptido de unién es al menos aproximadamente 2 o igual a o mayor de aproximadamente 4.

18. Una composicion segun la reivindicacion 17, para el uso como un medicamento.

19. Un polipéptido de uniéon que comprende al menos un glucano modificado que comprende al menos un resto de
Formula (1V):

- Gal—Sia—C(H)=N—Q-CON—X
Formula (1V),
donde:

A)QesNHuUO;
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B) CON es un resto conector;

C) X es un resto orientador que se une a una célula, donde el resto orientador comprende un resto de glucano
GalNAc trivalente o un glucopéptido trigalactosilado y comprende ademas PEG;

D) Gal es un resto de galactosa; y
5 E) Sia es un resto de acido sialico.
20. El polipéptido de unién segun la reivindicacion 19, donde se cumplen una 0 mas de las siguientes condiciones:

a) el glucano comprende al menos un resto representado por la Férmula IX o la Férmula XI:

OH
HO H
HO \/\/\n/ ~ N\
H NHAc \fﬁ
OH H (6] o O
HO H o 0o
o ~A~ N
H AN
- . s J\L
HH NHAc (e}

OH
HO

o]
H
H & H H
HO i OMrNW N
H NHAc
H o] O

(e}
N)%O\/}/\N)J\/O\NHZ
0 H p H

[Férmula IX], donde p tiene un valor de 1 a 32; 0

HoOH
H
Q
H O~ /\/H
HO N
H NHAc © \[m
H 0o
OH
HO H

O O
H
HO O\/\O/\/o\/\NJK/\O
H NHAc H

o
(@] (@]
O. O.
oA~ Ao,
OH o H p H

HOT . ]
K O

H NHAc (@]
10 H

[Férmula XI], donde p tiene un valor de 1 a 32;

b) el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes formulas estructurales:

H H P
(\l,rN\/\/N\n/\/\/O
AcHN H
O o] (o]

P
H
H
OH
H OH
o) o) H OH
e}
AN J]\/\/\ H
o e’ o of
[¢] o AcHN HH

(o]
Gal—Sia—C=N—-0 O
4cai—si b \)J\N/\/é\/ 9/U\N OH
H p H 4 Lo
@]
H H H
N\/\/N\I(\/\/O OH
AcHN H
O H

o}

donde p tiene un valor de 1 a 32;
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OH
uoo|oH
H 0
H
(\H/N\/\O/\/O\/\O OH
AcHN H
H
OH
uo | OH
P H
/\)J\N/\/O\/\O/\/O OH
4Gai—sia—C=N- o\)L /\%\/ )/U\ AcN 1 |
bn
H
N o] O H
\/\0/\/ \/\o oH
o) AchN
cl H o
donde p tiene un valor de 1 a 32;
i
H
NN
\ﬂ/\/\/ AcHN H
O o OH
o uoo|oH
/H‘\N/\/\NJ\/\/\ o H
OH
(o] (0] AcHN H
+—Ga—o Ho A
oo OH C=N o\)LN o%)'\ on
NHAC H P 0 H
OH O H
H \/\/ OH
) \"/\/\/ AcHN H
b
donde p tiene un valor de 1 a2 32; 0
OH
H OH
O
K H
N\/\O/\/O\/\ OH
AcHN H
H
o]
"
P Bag
A0 OH
— N O
‘§_Gal (0] H_n O\)L /\,é\/ })L AcHN H
Hoocmmm o,
H
OH o)
H N\/\O/\/O\/\o OII-I—|
o] AcHN HH
donde p tiene un valor de 1 a 32;
c) el resto orientador comprende PEG y esta representado por la Formula X o la Férmula XII:
Ho OH
H
HO NN
H NHAc Y\
o] o] 0O O
HO H o o
Q /\/\)J\
H AN
HO © N HJ\L
H NHAc o 0 0
OH N/U\éo\/a\/\NJ\/O‘NH
HO o H 24 H
Ho
H H H
0 o NN
H NHAc X X
[Férmula X];
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OH
HO H
u Q
HO o/\/O\/\O/\/N
M H NHAc

OH
HO HO
H
HO o\/\o/\/ \/\NJJ\/\
NHA
H H C J\{ \/}/\ JI\/O NH;
OH

HO

H
Q o} N
|"_|‘O NN

H NHAc o)
H

[Férmula XIIJ;

d) el glucano comprende al menos un resto seleccionado de las siguientes férmulas estructurales:

oH
hooIoH
0

H H
N\/\/ \n/\/\/ OH
AcHN H

O (o] H OH
H

o]

)J\/\/\ 2

J)L NN o H
H

] AcHN H

-§—Ga|—sla—o N— o\)l\ /\/6\/09:‘\ O'gHH

oH
H

\/\/ \n/\/\/ OH
AcHN H

H
l/\"/N\/\O/\/O\/\O OH
AcHN H b

o]

/\AN/\/ \/\o/\/o OI—I-||
“4ca—Sia—g=N~ o\)L /\/é\/ }/U\ AcHN # |
24 OH

OH

H
N O P
~ NN Oﬁ'
(0]

AcHN
s

ZT

H
N~

H
m/\/\/o OH
AcHN H
0 © 0 H  oH

o o oM OH
PPN NN H
/HLH N © OH
o} o} AcHN H
+-Ga—0 H 0 b
H C:N—O\)J\N/\/{\/O%N OH
HOOC O H 24 H OH

NHAc 0.
oH

OH H H H
H N\/\/N\n/\/\/o OH
AcHN H
o] H

(0]
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(e]
o
O

N o H
NN OH
AcHN H )
OH

OH
. /\)J\N/\/ \/\o/\/o H
—%—Ga\ o) ACHN 1
o =N— 0\/U\ /\«e\/ }/\L H

HOOC
NHAC oy
OH Gl
N O. P H
H
~NoTNAYN N ot
(o] AcHN H 4

e) el PEG comprende mono-PEG, bi-PEG o tri-PEG, donde el PEG comprende opcionalmente de 3 a 3,5 PEG;
y

T

f) el polipéptido de unién es un anticuerpo o una inmunoadhesina.

5 21. Un método para elaborar un polipéptido de unién PEGilado segun la reivindicacién 19 o 20, donde el método
comprende:

(a) hacer reaccionar un polipéptido de unién que comprende al menos un glucano con un agente suavemente oxidante
en presencia de una sal que comprende un ion metalico para generar un polipéptido de unién oxidado que comprende
al menos un glucano oxidado, y

10 (b) conjugar el polipéptido de unidn oxidado con al menos un resto que comprende PEG, generando de ese modo el
polipéptido de unién PEGilado.

22. El método segun la reivindicacion 21, donde se cumplen una o mas de las siguientes condiciones:
a) el ion metdlico es un ion cobre;
b) la sal es acetato de cobre;
15 ¢) la sal que comprende un ion metalico esta presente en una concentracion de al menos 0,1 mM;
d) el agente suavemente oxidante es peryodato oxidasa o galactosa oxidasa; y
e) el al menos un glucano es un glucano modificado.

23. El polipéptido de union segun la reivindicacion 1 o 19, donde el resto conector comprende un resto enlazador

seleccionado del grupo que consiste en:

H Rt R2

o)
AN/\YS\S/QJY

H R3 R4

20

0
P
« T
~0 oS
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R }H,
g
0O )

HoN 0.
2 \0/\{ \(//\OW
n 0

donde R'-R?® se seleccionan cada uno independientemente de un grupo que consiste en: H, un resto alquilo o un resto
arilo.
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Union a C1q Humano
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Muestra  k, (x10°Ms) kg (x10%) Ru®U) Ky @M)

GLDS2 7.0 1.7 67.0 2.44
WT2C3 6.0 11 64.2 113
All4N 4.7 11 59.5 245
Y4365 5.9 10 66.9 1.73
S298N/Y300S 5.7 1.0 63.3 1.80
Y436T 48 09 65.7 1.95
S440N 5.8 1.1 66.8 1.84
S442N 5.7 11 66.2 1.85
NGT 19 1.1 70.2 135
Fig. 16
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Muestra Kon (x10°M7s?)  Koff (x10%s)) KD (aM)

WT 2C3 32 1.1 2

Al14N 5.3 1.3 2.4

Fig. 17
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Respuesta

ES2940903 T3

Muestra lote n°
Medio simulado| 11/23/2009 ‘ado baj
wt 2C3 111232009 2.54
A114N _11/23/2009 2.83
S298N/Y3005 | 11/23/2009 1.36
S440N 11/23/2009 132
S442N 11/23/2009 1.21
Y4368 11/2312009 1.92
Y436T 11/23/2009 0.34
NGT 117232009 1.90
Union a péptido de CD52
——— tampon -0
wveecrs (GLD52 - 2.000M
— = 2C3 N0l - 2.00nM
............ WT 2C3 = 200nM
— A114N - 2.00nM
m— = S296N/Y3008 - 2.00nM |
e = SA40N - 2.000M i
wm = SA4ON - 2.000M
—-— Y4365 - 200nM
e Y436T - 2000M
Brstiicd]..
T I
400 500 600
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Anti-TEMT
wt o AT14N

—— Cadena pesada hiperglucosilada
——*gadena gesada s

—+ Cadena ligera

Fig. 20
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Reconstruccion de masas de Deconvolucion de +TOF MS: 26,217 a 37,001 min a partir de Herceptin_001.wiff

1.08e4
1.00e4 -

9000001
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1000. oo:

0.00 =
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i i
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50064 "".0264 5.04e4

l H 3 1
506e4 5084  5.10e4
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¥

i H 1
5424 5.1l

Reconstruccion de masas de Deconvolucion de +TOF MS: 26,401 a 37,051 min a partir de Herceptin_002.wiff
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Fig. 24

120

5.25e4  5.30ed

Max. 7231,3 cps

+K, G1F+GOF+GlcNac

+K, G1F+G1F+GlcNac
0 G9F+€52F+GicNac

£

/_/

5260800 K

7 GOF+biant/fuc/
/ /5218600 / bisial

/ °/ G1F+blantlfucl
bisial
A52988.00

fzmw._. 53282.00

5.35¢e4  5.40e4



ES2940903 T3

Fig. 25
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Norm. DAD1A, Sig=280,4 Ref=500,50 (AP1110111AP111011 2011-11-10 13-01-57\033-0501.D)

17.5-
157 A. Anti FAP B11-AOQ-MMAE
125+
‘m”‘ DAR 1.5
75
5:
25
0~
254 0 1 2

1:1 6 8 16 2 min

Norm. DAD1 A, Sig=280,4 Ref=500,50 (AP111011\AP111011 2011-11-10 13-01-571034-0601.D)

12+
B. Anti FAP G11-AO-MMAE
DAR 132

4 6 8 10 12 i

[ 5 L i,
SR R O D

Norms, DADT A, Blg=280,4 Ref=500,50 (APO12612AP012612 2012-01-26 16-08-361022-0201 D)
30 | C. Trastuzumab_AO-MMAE

254
20+
15+
10~

DAR 1.88

!

R

-3+ T {} ¥ > ¥ ? i =
4 8 & 10 12 min

DADT A, Sig=280,4 Ref=500,50 (AP0202 12AP02012 2012-02-02 10-07-461024-0407 D)
154 i ' D. Trastuzumab-AQO-PEGS-Dol10
| DAR 1.56
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Proliferacion celular de CHO+FAP

@ Thiol MMAE
A Glyco MMAE
O Thiol MMAE
A Glyco MMAE

R Bt}

0.01

B!

LR RS

0.1

TETTTET Y

i
Anticuerpo ug/ml

Fig. 32
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Fig. 36
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Lactosa-aminooxi para glucanos naturales (SAM o GAM)

Masa Exacta: 472,19
Peso Molecular: 472,44

bisM6P hexamanosa-aminooxi
(SAM o GAM):
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MALDI-TOF
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Unién al receptor de M6P

700 - s CONjUgAdos de sialil gG
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O
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Muestras PM (kDa) N2 Glucano
Control 145,42 + 0,24 0,00
Conjugado de M6P 147,95 £ 0,09 1,92
Conjugado de lactosa 146, 35 £ 0,36 1,96

Fig. 46
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Control:

WD B, Sig=280.8 Ref=560.40 (i 101012 Anticuerpot 10312 2012-10-10 08-00-100CC-0001.0)

AU
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60 -
40+
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Tiempo de retencién del pico principal: 18,250 min
% pico principal del anticuerpo: 96%

Conjugado de lactosa-maleimida:

- MWD1 B, §ig=280.8 Ref=560.40 (JJK 10101 2JK Anticuerpo 101012 2012-10-10 09-00-101004-0401.D)
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Tiempo de retencion del pico principal: 17,751 min
% pico principal del anticuerpo: 99%

Fig. 50
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Control:
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mol/mol acido sialico liberado

ES2940903 T3

Titulacion de sialidasa

—a— mol/mol acido sialico liberado
—g&— Mmol/mol acido sialico liberado

2000 4000 6000 8000
Sialidasa, mU/mg

mol por mol
acido sialico
NNAS 240
NNAS sialilado 37102
NNAS desialiladoy | g4
galactosilado B

Fig. 52
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4 - 12% NuPAGE: Transferencia lectina ECL:

R
N
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mol de galactosa |mol de glucopéptido
por mol de AB por mol de AB

NNAS 1440 0

NNAS |

desialiladolgalactosiladd "4+ 03 °

Conjugado de NNAS 94+0 3.1

Fig. 57
MALDI-TOF:
100 - -
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404
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204
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O'“ HHASOAN 0 ‘vn‘lj ORI 1 u;}\g( 5 ¥
Masa (m/z)

HPLC Dionex:

500
Lactosa-maleimida sialilada

200+ I /

"{T t\nﬁ.«.—mr“w!‘m!. S e """""”E"k‘}( ) " ./1‘1 PP .t
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Fig. 58
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Analisis de acido sialico:
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4 - 12% NuPAGE: Transferencia de lectina ECL:
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3PEG—>
2 PEG—>
1 PEG—>
0PEG—>

ES2940903 T3

Reduccion Sin reduccioén
NNAS ASF ANNAS

W . . ROSS W
-
N\
NN
5
NGO DO b F o8P
v 3
)

Galactosa oxidasa, ug/mg

Fig. 64
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Titulacion de GAO

PEG/cadena pesada

- - ¥ .

5 10 15
GAD, ugimg

Fig. 65
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Reducci()n Sin reduccion
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Titulacion de PEG
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Fig. 67
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Glucopéptido aminooxi: lactosas-Cyss-Gly,

Fig. 68
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Transferencia de lectina

SDS-PAGE

Cuantificacion de galactosa:
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” Mol por mol, Media + SD
Silvestre 01+0
A114N 05+0
NNAS 23 + ”0
AMANNNAS | 27 _{"‘ 0
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Mol por mol, Media + SD

Silvestre 1.4
A114N 2.7
NNAS 34
A1‘;14NI'NNAS 4.6

Fig. 73
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Glucano que contiene GalNAC trivalente
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Glucopéptido que contiene galactosa trivalente

Fig. 77
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3 1685.97
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Analisis por MALDI de proteina intacta
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Fig. 80
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