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DESCRIPCION
Conjugados de polipéptidos manipulados usando transglutaminasa

Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica los beneficios de la Solicitud Provisoria de los Estados Unidos Num. 61/860,757, presentada
el 31 de julio de 2013, y la Solicitud Provisoria de los Estados Unidos Num. 62/028.236, presentada el 23 de julio de
2014.

Campo

La presente invencion se refiere generalmente a conjugados de polipéptidos manipulados (por ejemplo, conjugados
de anticuerpo-farmaco) que comprenden etiquetas que contienen glutamina donante de acilo y agentes donantes de
amina. La invencion también se refiere a procedimientos de obtencion de tales conjugados de polipéptidos
manipulados usando transglutaminasa y procedimientos de uso de los mismos.

Antecedentes

La terapia de anticuerpos proporciona un tratamiento terapéutico dirigido en pacientes con diversos trastornos, tal
como canceres y enfermedades inmunoldgicas, y por lo tanto ha cumplido un papel importante en la investigacion
bioldgica. Se han explorado diferentes enfoques de terapia con anticuerpos dirigidos, que incluyen los conjugados de
anticuerpo-farmaco (ADC). Véase, por ejemplo Doronian et al., Bioconj. Chem. 19:1960-1963 (2008); y Junutula et al.,
Nature Biotechnology 26: 925-932 (2008). Pavel Strop et al., "Location Matters: Site of Conjugation Modulates, Stability
and Pharmacokinetics of Antibody Drug Conjugates”, Chemistry & Biology, vol. 20, no. 2, 1 February 2013, pages 161-
167, desvela procedimientos de conjugacion de farmacos y anticuerpos especificos del sitio usando transglutaminasa
microbiana. El documento WO 2013/068946 A2 (RINAT Neuroscience Corp [US]) 16 May, 2013 también se refiere al
campo de la conjugacion de farmacos y anticuerpos especificos del sitio usando transglutaminasa microbiana. Simone
Jeger, "Site-Specific Conjugation of Tumour-Targeting Antibodies Using Transglutaminase”, a dissertation submitted
to ETH Zurich for the degree of Doctor of Sciences, University of Basel, [Online] no. DISS. ETH 18696, 1 January 2009,
pages 51-85, desvela la conjugacion de Ab chCE7agi antitumoral a través de transglutaminasa a varios restos de
imagenes y terapéuticos.

En el caso de los conjugados anticuerpo-farmaco (es decir, inmunoconjugados), las pequefias moléculas citotoxicas
(farmacos) estan generalmente unidas o conjugadas a anticuerpos para la administracion local dirigida de los restos
farmacologicos a los tumores. La modificacion quimica ha sido usada ampliamente para conjugar farmacos con
anticuerpos, ya sea a través de aminas de cadena lateral de lisina o mediante grupos cisteina sulfhidrilo activados
mediante la reduccién de enlaces disulfuro intercatenarios. Sin embargo, estos tipos de conjugacion "especifica de
residuo” llevan a una mezcla heterogénea de conjugados que tienen diferentes relaciones molares de farmaco a
anticuerpo, sitios de conjugacion diferentes y no especificos, diferente eficiencia, seguridad y farmacocinética, y una
depuracion diferente de los conjugados de farmacos y anticuerpos. Véase, por ejemplo, Tanaka et al., FEBS Letters
579: 2092-2096 (2005); y Wang et al., Protein Sci. 14: 2436-2446 (2005). Ademas, también se pueden formar cuerpos
de inclusién o puentes de disulfuro incorrectos en los anticuerpos introducidos por cisteina. Véase, por ejemplo, Gentle
et al., Bioconj. Chem 15: 658-663 (2004). También han sido explorados residuos reactivos de cisteina manipulados
en sitios especificos de anticuerpos (por ejemplo, THIOMAB) para la conjugacion especifica de farmacos con
estequiometria definida. Véase Junutula ef al., Nature Biotechnology, 26: 925-932 (2008). Sin embargo, la expresion
y la conjugacién de tales anticuerpos manipulados con cisteina y conjugados de anticuerpo-farmaco son procesos
complicados que requieren largos procedimientos de reaccion (por ejemplo, reducciones y oxidaciones). Véase, por
ejemplo, Gomez et al., Biotechnology and Bioengineering, 105 (4): 748-760 (2009). Los agregados de anticuerpos
también se pueden generar durante el proceso de fabricacion de los anticuerpos manipulados con cisteina y los
conjugados anticuerpo-farmaco.

Recientemente han sido explorados enfoques enzimaticos usando una transglutaminasa para la conjugacion de
proteinas como una alternativa a la conjugacion "especifica de residuos" de anticuerpos/proteinas y farmacos. Las
transglutaminasas (EC2.3.2.13; proteina-glutamina: gamma-glutamiltransferasa; proteina-glutamina: amina vy-
glutamiltransferasa; CAS 80146-85-6) pertenecen a una familia de enzimas que catalizan la adicion del acilo a una
amina primaria en la que el grupo gamma-carboxamida del residuo de y-glutanilo unido a péptido es el donante de
acilo y la amina primaria es el aceptor de acilo y el donante de amina. Las transglutaminasas se han usado, por
ejemplo, para la union de proteinas a proteinas. Véase, por ejemplo, Tanaka et al., FEBS Letters 579: 2092-2096
(2005). También se ha informado de modificaciones enzimaticas de anticuerpos que usan transglutaminasas. Véase
Josten et al. J. of Immunological Methods 240: 47-54 (2000); Takazawa et al., Biotechnology and Bioengineering 86
(4): 399-404 (2004); Mindt et al., Bioconj. Chem 19: 271-27 (2008), y Jeger et al., Angewandte Chemie, 49 (51): 9995-
9997 (2010). La conjugaciéon o modificacion de proteinas usando transglutaminasa proporciona las ventajas de alta
selectividad, procedimientos de reaccion simplificados y condiciones de reaccion leves. El documento W02012059882
describe la conjugacion especifica de sitio de anticuerpos y moléculas pequefias mediadas por una transglutaminasa.
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Sumario

La presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo y farmaco mediados por transglutaminasa que
comprende una etiqueta especifica que contiene glutamina donante de acilo manipulada en un sitio especifico del
anticuerpo y un agente donante de amina (por ejemplo, carga util de conector). La presente invenciéon es como se
expone en las reivindicaciones. En particular la presente invencion proporciona un conjugado de polipéptido
manipulado que comprende la férmula: polipéptido-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante
de amina esta conjugado en forma especifica de sitio a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un
extremo terminal carboxilo en el polipéptido, en el que el polipéptido es un polipéptido que contiene Fc, polipéptido
que contiene Fab, o anticuerpo y en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una
secuencia de aminoacidos GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13).

La invencion también proporciona un conjugado de farmaco y anticuerpo mediado por transglutaminasa especifico de
sitio y homogéneo (por ejemplo, al menos aproximadamente 99.8% especifico de sitio) que comprende la sustitucion
de aminoacidos de glutamina (Q) a asparagina (N) en la posicién 295 del anticuerpo (Q295N; esquema de numeracion
EU).

En un aspecto, esta invencion proporciona un conjugado de polipéptido manipulado que comprende la férmula:
polipéptido-T-A, en el que el T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulado en un sitio
especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina esta conjugado en
forma especifica de sitio a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, o
como se desvela un extremo amino terminal, o en otro sitio del polipéptido, y de acuerdo con la invencion en el que la
etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos GGLLQGPP (SEQ ID
NUM.:13), o como se describe LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), o LLQGPP (SEQ ID NUM.: 11).

La presente divulgacion proporciona un conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado que comprende la
férmula: (polipéptido-T-A que contiene Fc), en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina
esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo
terminal carboxilo, un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido que contiene Fc, en el que la etiqueta
de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos XXQX (SEQ ID NUM.:35), en
la que X es cualquier aminoacido (por ejemplo, X puede ser el mismo o diferente aminoacido), y en el que el conjugado
de polipéptido que contiene Fc manipulado comprende una sustitucion de aminoacido de glutamina a asparagina en
la posicion 295 (Q295N; esquema de numeracion EU). En algunas realizaciones, la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina es LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), LLQGP (SEQ ID NUM.:5), LLQGPP (SEQ ID NUM.:11) o
GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13).

En algunas realizaciones de la invencion, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina no esta espacialmente
adyacente a una Lys reactiva (es decir, la capacidad de formar un enlace covalente como un donante de amina en
presencia de un donante de acilo y una transglutaminasa) en el polipéptido o el polipéptido que contiene Fc.

En algunas realizaciones, el polipéptido o el polipéptido que contiene Fc comprende una modificacién de aminoacido
en la ultima posicion de aminoacidos en el extremo terminal carboxilo con respecto a un polipéptido tipo salvaje en la
misma posicion. La modificacion de aminoacidos puede ser una supresion, insercion, sustitucion, mutacién de
aminoacidos o cualquiera de sus combinaciones.

En algunas realizaciones de la invencion, el conjugado de polipéptido comprende una cadena pesada de anticuerpo
de longitud completa y una cadena ligera de anticuerpo, en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina esta ubicada en el extremo terminal carboxilo de una cadena pesada, una cadena ligera o la cadena pesada
y la cadena ligera.

En algunas realizaciones de la invencion, el conjugado de polipéptido comprende un anticuerpo, en el que el anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo biespecifico, un minicuerpo, un diacuerpo o un fragmento de anticuerpo. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es una IgG.

En algunas realizaciones de la invencion, el agente donante de amina comprende la formula: X-Y-Z, en la que X es
una unidad donante de amina; Y es un conector; y Z es un resto de agente. En algunas realizaciones, el conector de
la unidad donante de amina (X-Y) es una unidad ramificada (por ejemplo, al menos 2 unidades) y el resto de agente
comprende al menos aproximadamente 2 restos de agente.

En algunas realizaciones de la invencion, el conector de la unidad donante de amina (X-Y) esta seleccionado del grupo
que consiste en Ac-Lys-Gly, acido aminocaproico, Ac-Lys-B-Ala, amino-PEG2-C2, amino-PEG3-C2, amino-PEG6-C2,
Ac-Lys-Val-Cit-  PABC, amino-PEG6-C2-Val-Cit-PABC, aminocaproil-Val-Cit-PABC, [(BR,5R)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, [(3S,5S)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, putrescina, y Ac-Lys-putrescina.
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En algunas realizaciones de la invencion, el resto de agente es un agente citotdxico, que incluye, pero sin limitacion,
una antraciclina, una auristatina, una camptotecina, una combretastatina, una dolastatina, una duocarmicina, una
enediina, una geldanamicina, un dimero de indolinobenzodiacepina, una maitansina, una puromicina, un dimero de
pirrolobenzodiazepina, un taxano, un alcaloide de vinca, una tubulisina, una hemiasterlina, una espliceostatina, una
pladienolida, y estereoisémeros, isésteros, analogos o derivados de los mismos. Por ejemplo, el agente citotoxico es
MMAD (Monometil Auristatina D) o 0101 (2-metilalanil-N-[(3R, 4S, 5S)-3-metoxi-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-
3-0x0-3-{[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillamino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida).

En algunas realizaciones de la invencion, el agente donante de amina (X-Y-Z) incluye, pero sin limitacion, Alexa 488
cadaverina, 5-FITC cadaverina, Alexa 647 cadaverina, Alexa 350 cadaverina, 5-TAMRA cadaverina, 5-FAM
cadaverina, SR101 cadaverina, 5,6-TAMRA cadaverina, 5-FAM lisina, Ac-Lys-Gly (acetil-lisina-glicina)-MMAD, amino-
PEG3-C2- MMAD, amino-PEG6-C2-MMAD, amino-PEG3-C2-amino-nonanoil-MMAD, aminocaproil-Val-Cit-PABC-
MMAD, amino-PEG-C2-Val-Cit-PABC-MMAD, Ac-Lys-Val-Cit-PABC (acetil-lisina-valine-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonil)}-MMAD, aminocaproil-MMAD, Ac-Lys-B-Ala-MMAD, amino-PEG2-C2-MMAE, aminocaproil-
MMAE, amino-PEG3-C2-MMAE, aminocaproil-MMAF, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAE, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-
MMAE, aminocaproil-Val- Cit-PABC-MMAF, amino-PEG-6-C2-Val-Cit-PABC-MMAF, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-MMAF,
Ac-Lys-Val-Cit-PABC-0101,  putrescinil-geldanamicina,  Ac-Lys-putrescinil-geldanamicina, = aminocaproil-3377,
aminocaproil-0131, [(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC-
MMAD,[(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidine-3,5-diillbis-Val-Cit-PABC-MMAE, y 2-aminoetoxi-
PEG6-NODAGA.

La presente divulgacion proporciona un procedimiento de preparacion de un conjugado de polipéptido que contiene
Fc manipulado que comprende la formula: (polipéptido que contiene Fc-T-A), en el que T es una etiqueta de donante
de acilo que contiene glutamina manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el
que el agente donante de amina esta conjugado de manera sitio especifica con la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, un extremo amino terminal, o en otro sitio del polipéptido que
contiene Fc, en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de
aminoéacidos XXQX (SEQ ID NUM.:35), en la que X es cualquier amino&cido (por ejemplo, X puede ser el mismo o
diferente aminoacido), y en el que el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado comprende una sustitucion
de aminoacidos de glutamina a asparagina en la posicion 295 (Q295N; esquema de numeracion EU), que comprende
las etapas de: a) proporcionar una molécula T (polipéptido que contiene Fc) manipulado que comprende el polipéptido
que contiene Fc y la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina; b) poner en contacto el agente donante de
amina con la molécula T (polipéptido que contiene Fc) manipulado en presencia de una transglutaminasa; y c) dejar
que el T (polipéptido que contiene Fc) manipulado se una de manera covalente con el agente donante de amina para
formar el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado. En algunas realizaciones, el polipéptido T que
contiene Fc manipulado es expresado en las células CHO.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento de preparacion de un conjugado de polipéptido manipulado
que comprende la férmula: polipéptido-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina
esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo
terminal carboxilo, de acuerdo con La presente divulgacion un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido,
y de acuerdo con la invencién en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una
secuencia de aminoacidos como se describe LLQGPX, en el que X es Ao P (SEQ ID NUM.:14), o de acuerdo con la
invencién GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13), que comprende las etapas de: a) proporcionar una molécula de polipéptido
T manipulado que comprende el polipéptido y la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina; b) poner en
contacto el agente donante de amina con la molécula de polipéptido T manipulado en la presencia de una
transglutaminasa; y c) dejar que el polipéptido-T manipulado se una de manera covalente al agente donante de amina
para formar el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado. En algunas realizaciones, la molécula de
polipéptido T manipulado es expresada en las células CHO.

En algunas realizaciones de la invencion, el conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo, el conjugado de
polipéptido que contiene Fc manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el conjugado de
anticuerpo manipulado) como se describe en la presente memoria tiene una eficiencia de conjugaciéon de al menos
aproximadamente 51%.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de polipéptido
manipulado de la invencién como se describe en la presente memoria (por ejemplo, el conjugado de polipéptido que
contiene Fc manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el conjugado de anticuerpo
manipulado) y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, La presente divulgacion proporciona un procedimiento de tratar un cancer en un individuo necesitado
de dicho tratamiento, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica que
comprende el conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo, el conjugado de polipéptido que contiene Fc
manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el conjugado de anticuerpo manipulado)
como se describe en la presente memoria.
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de inhibicién del crecimiento o progresion
tumoral en un individuo necesitado de dicho tratamiento, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de
la composicion farmacéutica que comprende el conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo, el conjugado de
polipéptido que contiene Fc manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el conjugado de
anticuerpo manipulado) como se describe en la presente memoria.

La presente divulgacion proporciona un procedimiento de diagnostico de cancer en un sujeto que sufre de cancer, que
comprende a) poner en contacto una muestra del sujeto con el conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo, €l
conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el
conjugado de anticuerpo manipulado) como se describe en la presente memoria en condiciones que producen la unién
del conjugado de polipéptido manipulado con una proteina relacionada con el cancer, y b) determinar la unién del
conjugado de polipéptido manipulado con la proteina relacionada con el cancer.

La presente divulgacion proporciona un conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo, el conjugado de polipéptido
que contiene Fc manipulado, el conjugado de polipéptido que contiene Fab manipulado, o el conjugado de anticuerpo
manipulado) purificado por los procedimientos descriptos en la presente memoria.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1D representan graficos que muestran diferentes porcentajes de recorte de cuatro etiquetas
diferentes que contienen glutamina donante de acilo (las "etiquetas de glutamina") expresadas en células CHO.
La Figura 1A representa los resultados de la etiqueta de glutamina TG6 (SEQ ID NUM.: 1) en Ab-TG6. La
Figura 1B representa los resultados de la etiqueta de glutamina TG9 (SEQ ID NUM.: 4) en Ab-TG9. La Figura
1C representa los resultados de la etiqueta de glutamina TG10 (SEQ ID NUM.: 5) en Ab-TG10. La Figura ID
muestra los resultados para la etiqueta de glutamina TG17 (SEQ ID NUM.: 11) en Ab-TG17.

Las Figuras 2A-2B muestran que la etiqueta de glutamina LCQ04 (SEQ ID NUM.: 12) expresada en células
CHO es recortada del extremo terminal C de una cadena ligera de anticuerpo (2A), mientras que no se observo
recorte en la etiqueta de glutamina LCQO05 (SEQ ID NUM.: 13) en Ab-LCQO5 (2B).

Las Figuras 3A-3B muestran que se observaron niveles bajos similares de agregados para las etiquetas de
glutamina TG6 (SEQ ID NUM.: 1) y TG17 (SEQ ID NUM.: 11) en Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 (Figura 3A) y
Ab-TG17-AcLys-VC-PABC-0101 (Figura 3B) usando cromatografia de exclusién analitica por tamafo (SEC).

Las Figuras 4A-4B muestran que se observd una relacion de farmaco-anticuerpo (DAR) similar para las
etiquetas de glutamina TG6 (SEQ ID NUM.: 1) y TG17 (SEQ ID NUM.: 11) en Ab-TG6 y Ab-TG6-AcLys-VC -
PABC-0101 (Figura 4A) y Ab-TG17 y Ab-TG17-AcLys-VC-PABC-0101 (Figura 4B) usando cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC).

Las Figuras 5A-5B muestran que se observo una relacion de farmaco-anticuerpo (DAR) similar para las
etiquetas de glutamina TG6 (SEQ ID NUM.: 1) y TG17 (SEQ ID NUM.: 11) en Ab-TG6 y Ab-TG17 (Figura 5A)
y Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 y Ab-TG17-AcLys-VC-PABC-0101 (Figura 5B) usando espectrometria de
masas (MS).

Las Figuras 6A-6B muestran que los conjugados de anticuerpos Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 y Anticuerpo-
TG17-AcLys-VC-PA-BC-0101 tienen una eficacia in vitro similar para la citotoxicidad en la linea celular BxPC3
(Figura 6A) y linea celular OVCARS (Figura 6B).

Las Figuras 6A-6B muestran que los anticuerpos conjugados Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 y Antibody-TG17-
AcLys-VC-PA-BC-0101 tienen una eficacia in vitro similar para la citotoxicidad en la linea celular BxPC3 (Figura
6A) y Linea celular OVCARS3 (Figura 6B).

Las Figuras 7A-7B muestran que el conjugado de anticuerpos (Ab-TG17-AcLys-PABC-0101) que tiene la
etiqueta de glutamina TG17 (SEQ ID NUM.: 11) tiene una actividad similar en modelos tumorales in vivo (% de
cambio de peso corporal en la Figura 7A; y volumen del tumor en la Figura 7B) en comparacion con el
anticuerpo conjugado (Ab-TG6-AcLys-PABC-0101) que tiene la etiqueta de glutamina TG6 (SEQ ID NUM.: 1).

La Figura 8 muestra la farmacocinética de los conjugados de anticuerpos Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101,
Anticuerpo-TG17-AcLys-VC-PABC-0101, Ab-TG6 y Ab-TG17.

La Figura 9A muestra que la transglutaminasa puede reconocer Q295 en IgG aglicosiladas, y la conjugacion
se puede lograr en este sitio (conjugacion de Amino-PEG6-MMAD a un péptido triptico (SEQ ID NUM.: 15)).

La Figura 9B muestra que 1,3% del péptido Q295 inyectado total es conjugado con amino-PEG6-MMAD en la
cadena pesada del anticuerpo, asumiendo una eficiencia de digestion del 100%.
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Descripcion detallada

La presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-farmaco mediados por transglutaminasa que comprende
una etiqueta especifica que contiene glutamina donante de acilo manipulada en un sitio especifico del anticuerpo y un
agente donante de amina (por ejemplo, carga util de conector). La invencién también proporciona un conjugado de
anticuerpo-farmaco mediado por transglutaminasa especifico de sitio homogéneo que comprende la sustitucion de
aminoacidos de glutamina (Q) a asparagina (N) en la posicion 295 (Q295N; esquema de numeracién EU). Los
inventores han descubierto que la protedlisis de una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulada
en el extremo terminal C de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo, cuando se expresa en células CHO, se puede
prevenir mediante el uso de varias etiquetas que contienen glutamina recientemente manipuladas genéticamente que
tienen secuencias Unicas (por ejemplo, como se describe LLQGPA (SEQ ID NUM.: 4), LLQG-PP (SEQ ID NUM.: 11),
y de acuerdo con la invencién GGLLQGPP (SEQ ID NUM.: 13)). Los inventores también han descubierto que la
mutacion en la posicion 295 (es decir, Q295N; esquema de numeracion EU) del conjugado de farmaco y anticuerpo
elimina la conjugacion fuera del objetivo de un pequefio porcentaje de anticuerpo aglicosilado en la posicion 295 y
produce conjugados altamente homogéneos que son mejores de 99,8% especifico del sitio.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un conjugado de polipéptido manipulado que comprende la
férmula: polipéptido-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulada en un
sitio especifico; en el que A es un agente donante de amina; en el que el agente donante de amina esta conjugado de
manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, o
como se describe un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido, y en el que la etiqueta de donante de
acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos descrito como LLQGPX, en el que X es A o
P (SEQ ID NUM.:14), o de acuerdo con la invencién GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13). En algunas realizaciones, el
polipéptido es un polipéptido que contiene Fc o a polipéptido que contiene Fab.

La presente divulgacion proporciona un conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado que comprende la
férmula: (polipéptido que contiene Fc)-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada en un sitio especifico; en el que A es un agente donante de amina; en el que el agente donante de amina
esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo
terminal carboxilo, un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido que contiene Fc, en el que la etiqueta
de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos XXQX (SEQ ID NUM.:35), en
el que X es cualquier aminoacido, y en el que el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado comprende
una sustitucion de aminoacidos de glutamina a asparagina en la posicion 295 (Q295N; esquema de numeracion EU).

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento de preparacion de un conjugado de polipéptido manipulado
que comprende la formula: polipéptido-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina; en el que el agente donante de amina
esta conjugado de manera sitio especifica con la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo
terminal carboxilo, o como se describe un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido, y en el que la
etigueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos descrita como
LLQGPX, en el que X es A o P (SEQ ID NUM.:14), o de acuerdo con la invencién GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13),
que comprende las etapas de: a) proporcionar una molécula de polipéptido T manipulado que comprende el polipéptido
and la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina; b poner en contacto el agente donante de amina con la
molécula de polipéptido T manipulado en presencia de una transglutaminasa; y c) dejar el polipéptido-T manipulado
para unirse de manera covalente al agente donante de amina para formar el conjugado de polipéptido manipulado. En
algunas realizaciones, el polipéptido manipulado es un polipéptido que contiene Fc o un polipéptido que contiene Fab.
En algunas realizaciones, la molécula de polipéptido T manipulado se expresa en las células CHO.

Técnicas y definiciones generales

A menos que se defina lo contrario en la presente memoria, los términos cientificos y técnicos usados con relacion a
la presente invencion tienen los significados que cominmente entienden los expertos en la técnica. Ademas, a menos
que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos plurales incluiran el
singular. Generalmente, la nomenclatura usada en relacion con y las técnicas de cultivo de células y tejidos, biologia
molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica de proteinas y acidos nucleicos e hibridacion descritas en
la presente memoria son las bien conocidas y comunmente usadas en la técnica.

Los procedimientos y técnicas de la presente invencion se realizan generalmente de acuerdo con procedimientos
convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en varias referencias generales y mas especificas
que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva a menos que se indique lo contrario. Véase, por
ejemplo, Sambrook J. & Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of
Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, John & Sons, Inc. (2002); Harlow and Lane Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1998); and Coligan
et al., Short Protocols in Protein Science, Wiley, John & Sons, Inc. (2003). Las reacciones enzimaticas y las técnicas
de purificacion se realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se logra cominmente en la técnica
o como se describe en la presente memoria. La nomenclatura usada en conexion con los procedimientos y técnicas
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de laboratorio de biologia molecular, bioquimica, inmunologia, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica
medicinal y farmacéutica descritas en la presente memoria son las bien conocidas y cominmente usadas en la técnica.
A lo largo de esta memoria descriptiva y reivindicaciones, se entendera que la palabra "comprende" o variaciones tales
como "comprende" o "que comprende" implican la inclusion de un numero entero o grupo de nimeros enteros
establecido, pero no la exclusidon de ningun otro numero entero o grupo de nimeros enteros.

Los términos "polipéptido”, "oligopéptido”, "péptido" y "proteina” son usados indistintamente en la presente memoria
para referir a cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, preferentemente, relativamente cortas (por ejemplo, 10-
100 aminoacidos). La cadena puede ser lineal o ramificada, puede comprender aminoacidos modificados y/o puede
estar interrumpida por no aminoacidos. Los términos también abarcan una cadena de aminoacidos que se ha
modificado naturalmente o por intervencion; por ejemplo, formaciéon de enlaces disulfuro, glicosilacion, lipidacion,
acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como la conjugacion con un componente de
etiqguetado. También se incluyen dentro de la definicidn, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos
de un aminoacido (que incluyen, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como otras modificaciones
conocidas en la técnica. Se entiende que los polipéptidos se pueden presentar como cadenas Unicas o cadenas
asociadas.

El término "polipéptido que contiene Fc" como se usa en la presente memoria se refiere a un polipéptido (por ejemplo,
un anticuerpo o una inmunoadhesina) que comprende las secuencias de polipéptidos terminales carboxilo de una
cadena pesada de inmunoglobulina. El polipéptido que contiene Fc puede comprender regiones Fc nativas o variantes
(es decir, secuencias). La region Fc de una inmunoglobulina generalmente comprende dos dominios constantes, un
dominio CHz y un dominio CH3, y opcionalmente comprende un dominio CH4. Un polipéptido que contiene Fc puede
comprender parte o la totalidad de una secuencia de bisagra de tipo salvaje (generalmente en el extremo amino
terminal del polipéptido que contiene Fc). Un polipéptido que contiene Fc también puede ser un dimero. Un polipéptido
que contiene Fc se puede obtener o derivar de cualquier inmunoglobulina adecuada, tal como de al menos uno de los
diversos subtipos de IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4, o de IgA, IgE, IgD o IgM. Aunque los limites de la regiéon Fc de una
cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, por ejemplo, la region Fc de la cadena pesada de IgG humana
generalmente se define para extenderse desde un residuo de aminoacido en la posicion Glu216, o desde Ala231,
hasta el extremo terminal carboxilo del mismo.

Un polipéptido que contiene Fc puede ser un polipéptido de fusién que contiene Fc, en el que uno o mas polipéptidos
estan unidos operativamente a un polipéptido que contiene Fc. Una fusion Fc combina el polipéptido Fc de una
inmunoglobulina con un compafero de fusion, que en general puede ser cualquier proteina, polipéptido o molécula
pequefa. Practicamente cualquier proteina o molécula pequefia se puede unir a la regiéon Fc para generar un
polipéptido de fusién que contiene Fc. Los compaferos de fusién que contienen Fc pueden incluir, pero sin limitacion,
la regién de unién a la diana de un receptor, una molécula de adhesioén, un ligando, una enzima, una citoquina, una
quimioquina o alguna otra proteina o dominio de proteinas.

El término "etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina", "etiqueta de glutamina", "etiqueta que contiene Q" o
"etiqueta Q" como se usa en la presente memoria se refiere a un polipéptido o una proteina que contiene uno o mas
residuos GIn que actian como un aceptor de transglutaminasa amina.

El término "agente donante de amina" o "aceptor de acilo" como se usa en la presente memoria se refiere a un agente
que contiene uno o mas aminas reactivas (por ejemplo, aminas primarias). Por ejemplo, el agente donante de amina
puede comprender una unidad donante de amina (por ejemplo, amina primaria NH.), un conector y un resto de agente
(por ejemplo, una molécula pequefia). El agente donante de amina también puede ser un polipéptido (por ejemplo, un
anticuerpo) o un polimero biocompatible que contiene una Lys reactiva (por ejemplo, una Lys endégena).

Como se usa en la presente memoria, el término "polimero biocompatible" se refiere a un polimero (por ejemplo,
unidades monoméricas o estructurales repetitivas) que es adecuado para el tratamiento terapéutico o médico en un
receptor (por ejemplo, ser humano) sin provocar ningun efecto local o sistémico indeseable en el receptor. Un polimero
biocompatible (sintético, recombinante o nativo) puede ser un polimero soluble en agua o insoluble en agua Un
polimero biocompatible también puede ser un polimero lineal o ramificado.

Como se usa en la presente memoria, el término, el término "especificidad de sitio", "conjugado de manera sitio
especifica”" o "reticulado de manera sitio especifica" se refiere a la conjugacion o reticulacion especifica del agente
donante de amina al polipéptido manipulado con una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un sitio
especifico (por ejemplo, extremo terminal carboxilo o extremo amino terminal del polipéptido de anticuerpo o toxina,
sitio accesible en el anticuerpo (por ejemplo, bucles de cadena ligera y/o cadena pesada de anticuerpo) o polipéptido
de toxina (por ejemplo, bucles de polipéptido)). El polipéptido manipulado con una etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina puede ser un polipéptido que contiene Fc, un polipéptido que contiene Fab o un polipéptido de
toxina (por ejemplo, una proteina unida a un canal iénico). El término "especificidad de sitio", "conjugado en forma
especifica de sitio" o "reticulado en forma especifica de sitio" también se puede referir a la conjugacion o reticulacion
especifica del polipéptido (por ejemplo, polipéptido de toxina) al polimero biocompatible manipulado con una etiqueta
de donante de acilo que contiene glutamina en un sitio especifico (por ejemplo, un sitio accesible en el polimero
biocompatible). La especificidad del sitio se puede medir mediante diversas técnicas, que incluyen, pero sin limitacion,
la espectrometria de masas (por ejemplo, espectrometria de masas por ionizacion-desorcion por laser asistida por
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matriz (MALDI-MS), espectrometria de masas por ionizacion por electroaspersion (ESI-MS), espectrometria de masas
en tandem (MS) y espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF-MS), cromatografia de interaccion hidréfoba,
cromatografia de intercambio idénico, mutagénesis dirigida al sitio, marcacion con fluorescencia, cromatografia de
exclusion por tamafio y cristalografia de rayos X.

Como se usa en la presente memoria, el término "espacialmente adyacente a" se refiere a la interferencia con la
reaccion de transglutaminasa deseada (por ejemplo, el residuo de lisina que esta ubicado de tal manera que pueda
interferir en la reaccion de conjugacion al servir como un agente donante de amina).

Como se usa en la presente memoria, el término "anticuerpo" es una molécula de inmunoglobulina capaz de unirse
especificamente a una diana, tal como un carbohidrato, polinucleétido, lipido, polipéptido, etc., a través de al menos
un sitio de reconocimiento de antigeno, ubicado en el region variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se
usa en la presente memoria, a menos que el contexto indique lo contrario, se considera que el término abarcar no solo
anticuerpos policlonales o0 monoclonales intactos, sino también fragmentos de los mismos (como Fab, Fab', F (ab'),
Fv), anticuerpos de cadena simple (ScFv) y de dominio, que incluyen los anticuerpos de tiburén y camélido), y
proteinas de fusibn que comprenden una porcién de anticuerpo, anticuerpos multivalentes, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos siempre que exhiban la actividad biolégica deseada) y
fragmentos de anticuerpos como se describe en la presente memoria y cualquier otra configuracion modificada de la
molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento de antigeno. Un anticuerpo incluye un
anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA o IgM (o una subclase del mismo), y el anticuerpo no necesita ser de
ninguna clase en particular. De acuerdo con la secuencia de aminoacidos del anticuerpo del dominio constante de sus
cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se pueden asignar a diferentes clases. Hay cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden ser divididas en subclases (isotipos), por ejemplo,
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de inmunoglobulinas se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las estructuras de
subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. En
un aspecto, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina humana, murina o de conejo.

El término "polipéptido que contiene Fab", como se usa en la presente memoria, se refiere a un polipéptido que
comprende un fragmento Fab, fragmento Fab' o "fragmento (Fab'),. Un polipéptido que contiene Fab puede
comprender parte o la totalidad de una secuencia de bisagra tipo salvaje (generalmente en el extremo terminal
carboxilo de la porcién Fab del polipéptido). Un polipéptido que contiene Fab se puede obtener o derivar de cualquier
inmunoglobulina adecuada, tal como de al menos uno de los diversos subtipos de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, o de IgA,
IgE, IgD o IgM. Un polipéptido que contiene Fab puede ser un polipéptido de fusion que contiene Fab, en el que uno
0 mas polipéptidos estan unidos operativamente a un polipéptido que contiene Fab. Una fusién Fab combina el
polipéptido Fab de una inmunoglobulina con un compariero de fusion, que en general puede ser cualquier proteina,
polipéptido o molécula pequefia. Practicamente cualquier proteina o molécula pequefia se puede unir al polipéptido
Fab para generar un polipéptido de fusién que contiene Fab. Los compafieros de fusiéon que contienen Fab pueden
incluir, pero sin limitacion, la regién de unién a la diana de un receptor, una molécula de adhesioén, un ligando, una
enzima, una citoquina, una quimioquina o alguna otra proteina o dominio de proteinas.

Un "fragmento Fab" esta compuesto por una cadena ligera y el CH1 y las regiones variables de una cadena pesada.
La cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada.

Un "fragmento Fab™ contiene una cadena ligera y una porcién de una cadena pesada que contiene el dominio VH y el
dominio CH1 y también la region entre los dominios CH1 y CH, de modo que se puede formar un enlace disulfuro
intercatenario entre las dos cadenas pesadas de dos fragmentos Fab 'para formar una molécula F (ab'),.

Un "fragmento F (ab')," contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una porcién de la region
constante entre los dominios CH1 y CH,, de modo que se forma un enlace disulfuro intercatenario entre las dos
cadenas pesadas. Por lo tanto, un fragmento F (ab'), esta compuesto por dos fragmentos Fab' que se mantienen
unidos mediante un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

Los "fragmentos de anticuerpos" como se usan en la presente memoria comprenden solo una porcién de un anticuerpo
intacto, en el que la porcion preferentemente retiene al menos una, preferentemente la mayoria o todas las funciones
normalmente asociadas con esa porcioén cuando esta presente en un anticuerpo intacto.

Un "anticuerpo multiespecifico” es uno que se dirige a mas de un antigeno o epitopo. Un anticuerpo "biespecifico”,
"especifico dual" o "bifuncional" es un anticuerpo hibrido que tiene dos sitios de unién al antigeno diferentes. Los
anticuerpos biespecificos son una especie de anticuerpos multiespecificos y se pueden producir mediante una
variedad de procedimientos que incluyen, pero sin limitacién, fusion de hibridomas o unién de fragmentos Fab'. Véase,
por ejemplo, Songsivilai & Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79:315-321; y Kostelny et al. (1992), J. Immunol.
148:1547-1553. Los dos sitios de unién de un anticuerpo biespecifico se uniran a dos epitopos diferentes, que pueden
residir en las mismas o diferentes dianas proteicas.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
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poblacién son idénticos, excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos y se dirigen contra un antigeno Unico. Ademas, en
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el
antigeno.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién, en ciertas realizaciones, pueden incluir especificamente
anticuerpos "quiméricos" en los que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a un clase o
subclase particular de anticuerpos, mientras que el resto de las cadenas es idéntica u homologa a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos,
asi como a fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica deseada (Patente de los
Estados Unidos Num. 4,816,567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))].

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de la inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una regién hipervariable
del receptor se reemplazan por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante)
tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, los residuos de la region estructural (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan con los residuos no
humanos correspondientes. Los anticuerpos humanizados, ademas, pueden comprender residuos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para refinar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todos al menos uno, y tipicamente dos dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles
hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR son las
de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al
menos una porcién de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.
Para mas detalles, véase Jones ef al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también los siguientes articulos de revisién y referencias
citadas alli: Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc.
Transactions 23:1035-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994).

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que corresponde a la de un anticuerpo
producido por un ser humano y/o se ha obtenido usando cualquiera de las técnicas para fabricar anticuerpos humanos
descritos en la presente memoria. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo
humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no humano.

Como se usa en la presente memoria, el término "inmunoadhesina" designa moléculas tipo anticuerpos o tipo
inmunoglobulinas que combinan el "dominio de uniéon" de una proteina heteréloga (una "adhesina", por ejemplo, un
receptor, ligando o enzima) con el componente efector de los dominios constantes de la inmunoglobulina (es decir,
dominio Fc). Estructuralmente, las inmunoadhesinas comprenden una fusion de la secuencia de aminoacidos de la
adhesina con la especificidad de unién deseada que es diferente del sitio de reconocimiento y unién de antigeno (sitio
de combinacion de antigeno) de un anticuerpo (es decir, es "heterdlogo") y una secuencia de dominio constante de
inmunoglobulina. La secuencia del dominio constante de inmunoglobulina en la inmunoadhesina se puede obtener de
cualquier inmunoglobulina, tal como los subtipos IgG1, 1I9G2, IgG3 o IgG4, IgA, IgE, IgD o IgM.

La "region de bisagra", la "secuencia de bisagra" y la variacién de la misma, como se usa en la presente memoria,
incluye el significado conocido en la técnica, ilustrado, por ejemplo, por Janeway et al., ImmunoBiology: the immune
system in health and disease, (Elsevier Science Ltd., NY) (4th ed., 1999); Bloom et al., Protein Science (1997), 6:407-
415; Humphreys et al., J. Immunol. Methods (1997), 209:193-202.

Como se usa en la presente memoria, el término "aminoacido de tipo salvaje”, "lgG de tipo salvaje", "anticuerpo
biespecifico de tipo salvaje" o "mAb de tipo salvaje" se refiere a una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos que
se presenta naturalmente dentro de una determinada poblacion (por ejemplo, seres humanos, ratones, ratas, células,
etc.). Como se usa en la presente memoria, el término "eficiencia de conjugacion” o "eficiencia de reticulacion” es la
relacion entre la cantidad medida experimentalmente de conjugado de polipéptido manipulado dividido por la cantidad
maxima esperada de conjugado de polipéptido manipulado. La eficiencia de conjugacion o la eficiencia de reticulacion
pueden ser medidas mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica, tal como la
cromatografia de interaccion hidrofoba. La eficiencia de conjugacion también puede ser medida a diferentes
temperaturas, tal como temperatura ambiente o 37 °C.

El término "funcion efectora" se refiere a las actividades biolégicas atribuibles a la region Fc de un anticuerpo. Los
ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen, pero sin limitacion, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), union al receptor Fc, citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), fagocitosis, unién a C1q
y disminucion de la regulacion de los receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de células B; BCR).
Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos Num. 6.737.056. Dichas funciones efectoras generalmente
requieren que la region Fc se combine con un dominio de uniéon (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y se
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puede evaluar usando varios ensayos conocidos en la técnica para evaluar tales funciones efectoras de anticuerpos.
Un ejemplo de medicion de la funcion efectora es a través de la unién de Fcy3 y/o C1q.

Como se usa en la presente memoria, "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o "ADCC" se
refiere a una reaccion mediada por células en la que las células citotoxicas inespecificas que expresan receptores de
Fc (FcR) (por ejemplo, células citolitica naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen el anticuerpo unido en
una célula diana y posteriormente provocan la lisis de la célula diana. La actividad de ADCC de una molécula de
interés se puede evaluar usando un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.500.362 o 5.821.337. Las células efectoras utiles para tales ensayos incluyen células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) y células NK. Alternativa o adicionalmente, la actividad ADCC de la molécula de interés se
puede evaluar in vivo, por ejemplo, en un modelo animal como el descrito en Clynes et al., 1998, PNAS (USA), 95:
652-656.

La "citotoxicidad dependiente del complemento" o "CDC" se refiere a la lisis de una diana en presencia de
complemento. La via de activacion del complemento se inicia mediante la unién del primer componente del sistema
del complemento (C1q) a una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) complejada con un antigeno cognado. Para
evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo, como se describe en
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods, 202: 163 (1996).

Como se usa en la presente memoria, "receptor Fc" y "FCR" describen un receptor que se une a la regiéon Fc de un
anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es aquel que se une
a un anticuerpo IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl, FcyRIll y FcyRIV, que
incluye las variantes alélicas y formas empalmadas alternativamente de estos receptores. Los receptores FcyRII
incluyen FcyRIIA (un "receptor activador") y FcyRIIB (un "receptor inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos
similares que difieren principalmente en sus dominios citoplasmaticos. Los FcR se revisan en Ravetch and Kinet, 1991,
Ann. Rev. Immunol., 9:457-92; Capel et al., 1994, Inmunomethods, 4:25-34; de Haas et al., 1995, J. Lab. Clin. Med.,
126:330-41; Nimmerjahn et al., 2005, Immunity 23:2-4. "FcR" también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es
responsable de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et al., 1976, J. Immunol., 117:587; y Kim et al., 1994,
J. Immunol., 24:249).

Como se usa en la presente memoria, "tratamiento” es un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los fines de la presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin
limitacion, uno o mas de los siguientes: reducir la proliferacion de (o destruir) células neoplasicas o cancerosas, inhibir
la metastasis de las células neoplasicas, reducir o disminuir el tamafio de tumor, remisiéon del cancer, disminuir los
sintomas del cancer, aumentar la calidad de vida de los que sufren de cancer, de acuerdo con la divulgacion, disminuir
la dosis de otros medicamentos necesarios para tratar el cancer, retrasar la progresion del cancer, curar el cancer y/o
prolongar la supervivencia de pacientes con cancer.

Como se usa en la presente memoria, una "dosis efectiva" o "cantidad eficaz" de farmaco, compuesto o composicion
farmacéutica es una cantidad suficiente para efectuar uno o mas resultados beneficiosos o deseados. Para el uso
profilactico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen eliminar o reducir el riesgo, disminuir la gravedad o
retrasar el inicio de la enfermedad, que incluye los sintomas bioquimicos, histolégicos y/o conductuales de la
enfermedad, sus complicaciones y los fenotipos patolégicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la
enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados clinicos tales como la
reduccion de la incidencia o la mejora de uno o mas sintomas de diversas enfermedades o afecciones relacionadas
con el cancer (tal como los canceres gastrico, de cabeza y cuello, pulmén, ovario y pancreas), disminuir la dosis de
otros medicamentos necesarios para tratar la enfermedad, mejorar el efecto de otro medicamento y/o retrasar la
progresion del cancer en los pacientes. Se puede administrar una dosis efectiva en una o mas administraciones. Para
los propésitos de esta divulgacion, una dosis efectiva de farmaco, compuesto o composicion farmacéutica es una
cantidad suficiente para lograr un tratamiento profilactico o terapéutico, ya sea directa o indirectamente. Como se
entiende en el contexto clinico, una dosis efectiva de un farmaco, compuesto o composicién farmacéutica se puede
lograr o no junto con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Por lo tanto, se puede considerar una
"dosis efectiva" en el contexto de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos, y se puede considerar que un
Unico agente se administra en una cantidad eficaz si, junto con uno o mas agentes, se puede lograr o se logra un
resultado deseable.

El término "purificar", y sus variaciones gramaticales, son usados para significar la eliminacion, ya sea total o
parcialmente, de al menos una impureza de una mezcla que contiene el polipéptido y una o mas impurezas, lo que asi
mejora el nivel de pureza del polipéptido en la composicion (es decir, mediante la disminucion de la cantidad (ppm) de
impurezas en la composicion).

La referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en la presente memoria incluye (y describe) realizaciones
que se dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcidon que hace referencia a " aproximadamente
X" incluye la descripcion de "X". Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo.

Un "individuo" o un "sujeto" es un mamifero, mas preferentemente, un ser humano. Los mamiferos también incluyen,
pero sin limitaciéon, animales de granja, animales deportivos, mascotas, primates, caballos, perros, gatos, ratones y
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ratas.

Se entiende que dondequiera se describan realizaciones en la presente memoria con el lenguaje "que comprende”,
de otro modo también son proporcionadas realizaciones analogas o descritas en términos de "que consiste en" y/o
"que consiste esencialmente en". Cuando los aspectos o realizaciones de la presente divulgacion son descritos en
términos de un grupo Markush u otro grupo de alternativas, la presente divulgacion abarca no solo el grupo completo
enumerado como una totalidad, sino cada miembro del grupo individualmente y todos los subgrupos posibles del grupo
principal, pero también el grupo principal ausente uno o mas de los miembros del grupo. La presente divulgacion
también prevé la exclusién explicita de uno o mas de cualquiera de los miembros del grupo en la presente divulgacion
reivindicada.

Las designaciones de residuos en esta solicitud se basan en el esquema de numeracion EU del dominio constante
(Edelman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 63 (1): 78-85 (1969).

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado cominmente entendido por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion. Los
ejemplos de procedimientos y materiales se describen en la presente memoria, aunque los procedimientos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria también se pueden usar en la practica o
prueba de la presente divulgacion. A lo largo de esta memoria descriptiva y reivindicaciones, se entendera que la
palabra "comprende" o variaciones tales como "comprende" o "que comprende" implica la inclusién de un ndmero
entero o grupo de nimeros enteros establecido, pero no la exclusiéon de ninglin otro nimero entero o grupo de nimeros
enteros. A menos que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran pluralidades y los términos
plurales incluiran el singular. Los materiales, procedimientos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser
limitantes.

Conjugados de polipéptidos manipulados

Los conjugados de polipéptidos manipulados de la presente memoria comprenden un polipéptido (por ejemplo,
polipéptido que contiene Fc, polipéptido que contiene Fab, o anticuerpo) manipulado a una etiqueta de donante de
acilo que contiene glutamina especifica, en el que el polipéptido esta conjugado de manera sitio especifica a un agente
donante de amina (por ejemplo, una pequefia molécula acoplada a un conector) por medio de la etiqueta de donante
de acilo que contiene glutamina. El polipéptido manipulado (por ejemplo, polipéptido o anticuerpo que contiene Fc)
también se puede modificar para eliminar la conjugacion fuera de la diana entre la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina y el agente donante de amina para obtener conjugados de polipéptidos altamente homogéneos
que son al menos aproximadamente 99% especificos de sitio.

En un aspecto, es proporcionado un conjugado de polipéptido manipulado que comprende la férmula: polipéptido-T-
A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulada en un sitio especifico, en el
que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina esta conjugado de manera sitio especifica
a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, o0 como se describe, un
extremo amino terminal, o en otro sitio de del polipéptido, y en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina comprende una secuencia de aminoacidos descrito como LLQGPX, en el que X es A o P (SEQ ID NUM.:14),
o de acuerdo con la invencion GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13). En algunas realizaciones, el polipéptido es un
polipéptido que contiene Fc o un polipéptido que contiene Fab.

En otra divulgacion, es proporcionado un conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado que comprende la
férmula: (polipéptido que contiene Fc)-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina
esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo
terminal carboxilo, un extremo amino terminal, o en otro sitio en el polipéptido que contiene Fc, en el que la etiqueta
de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos XXQX (SEQ ID NUM.:35), en
el que X es cualquier aminoacido y en el que el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado comprende una
sustitucion de aminoacidos de glutamina a asparagina en la posicion 295 (por ejemplo, Q295N; esquema de
numeracion EU).

Tanto la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina como el agente donante de amina descritos en la
presente memoria son sustratos para la transglutaminasa, y la unién entre la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina y el agente donante de amina es de la férmula CH2-CH»-CO-NH-, en el que NH- esta unido a un conector y
un resto de agente. La transglutaminasa usada en la invencion descrita en la presente memoria se puede obtener o
preparar a partir de una variedad de fuentes. En algunas divulgaciones, la transglutaminasa es una transglutaminasa
dependiente de calcio que requiere calcio para inducir cambios de conformacion enzimatica y permitir la actividad
enzimatica. Por ejemplo, la transglutaminasa se puede derivar del higado de cobayo y obtener a través de fuentes
comerciales (por ejemplo, Sigma-Aldrich (St Louis, MO) y MP Biomedicals (Irvine, CA)). En algunas divulgaciones, la
transglutaminasa es una transglutaminasa independiente del calcio que no requiere calcio para inducir cambios de
conformacién enzimatica y permitir la actividad enzimatica. En algunas divulgaciones, la transglutaminasa es una
transglutaminasa microbiana derivada de un genoma microbiano, tal como la transglutaminasa de Streptoverticillium
o Streptomyces (por ejemplo, Streptomyces mobarensis o Streptoverticillium mobarensis). La transglutaminasa
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independiente del calcio disponible comercialmente, tal como ACTIVA™ (Ajinomoto, Japan) es adecuada para la
presente divulgacion. En ciertas divulgaciones, la transglutaminasa es una proteina de mamifero (por ejemplo,
transglutaminasa humana), una proteina bacteriana, una proteina vegetal, una proteina fungica (por ejemplo,
transglutaminasas de Oomycetes y Actinomicetes) o una proteina procariota. En cierta divulgacion, la
transglutaminasa es de Micrococcus, Clostridium, Turolpsis, Rhizopus, Monascus, o Bacillus.

En ciertas divulgaciones, la transglutaminasa usada en la divulgacién descrita en la presente memoria es una
transglutaminasa manipulada, que cataliza la transamidacion de 1) uno o mas residuos de glutamina exdgena en la
etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina y en forma adicional/opcional 2) residuos de glutamina endégena
en el anticuerpo, con uno o mas de residuos de lisina 0 aminas reactivas en el agente donante de amina. Por ejemplo,
uno o mas residuos de aminoacidos de tipo salvaje en la transglutaminasa natural se eliminan, reemplazan o sustituyen
con otros residuos de aminoacidos para obtener la transglutaminasa modificada.

En cierta divulgacion, la transglutaminasa usada en la divulgacién descrita en la presente memoria también puede ser
una proteina recombinante producida usando técnicas recombinantes conocidas por los expertos en la técnica. En
ciertas divulgaciones, la transglutaminasa usada en la divulgacion descrita en la presente memoria puede ser una
proteina purificada. Por ejemplo, la transglutaminasa purificada es al menos aproximadamente 50% pura. Como se
usa en la presente memoria, la proteina "pura" o "purificada" se refiere a una proteina (por ejemplo, transglutaminasa)
libre de otros contaminantes proteicos. En ciertas divulgaciones, la transglutaminasa purificada es al menos
aproximadamente cualquiera de 55%-60%, 60%- 65%, 65%-70%, 70%-75%, 75%-80%, 80%-85%, 85%-90%, 90%-
95%, 95%-98%, 0 99% puro. En ciertas divulgaciones, la transglutaminasa purificada es aproximadamente cualquiera
de 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% puro.

En algunas realizaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina del conjugado de polipéptido
manipulado (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc, que contiene Fab, o anticuerpo) como se describe en la
presente memoria no es espacialmente adyacente a una Lys reactiva en el polipéptido. Por ejemplo, la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina no es espacialmente adyacente a una Lys reactiva en el extremo terminal
carboxilo, 0 como se describe el extremo amino terminal, o los extremos terminales carboxilo y amino del polipéptido.

En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de
aminoacidos XXQX (SEQ ID NUM.: 35), en la que X puede ser un aminoacido convencional o no convencional, como
se describe en la presente memoria, y puede ser del mismo aminoacido o de un aminoacido diferente. En ciertas
divulgaciones, X es L (Leu), A (Ala), G (Gly), S (Ser), V (Val), F (Phe), Y (Tyr), H (His), R (Arg), N (Asn), E (Glu), D
(Asp), C (Cys), Q (GIn), I (lle), M (Met), P (Pro), T (Thr), K (Lys), o W (Trp). En ciertas divulgaciones, la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en LLQGG (SEQ ID NUM.:16), LLQG (SEQ ID NUM.:17), LSLSQG (SEQ ID NUM.:18), GGGLLQGG (SEQ
ID NUM.:19), GLLQG (SEQ ID NUM.:20), LLQ, GSPLAQSHGG (SEQ ID NUM.:21), GLLQGGG (SEQ ID NUM.:22),
GLLQGG (SEQ ID NUM.:23), GLLQ (SEQ ID NUM.:24), LLQLLQGA (SEQ ID NUM.:25), LLQGA (SEQ ID NUM.:26),
LLQYQGA (SEQ ID NUM.:27), LLQGSG (SEQ ID NUM.:28), LLQYQG (SEQ ID NUM.:29), LLQLLQG (SEQ ID
NUM.:30), SLLQG (SEQ ID NUM.:31), LLQLQ (SEQ ID NUM.:32), LLQLLQ (SEQ ID NUM.:33), LLQGR (SEQ ID
NUM.:34), LLQGPP (SEQ ID NUM.:11), LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13), GGLLQGA (SEQ
ID NUM.:12), LLQGA (SEQ ID NUM.:1), LLQGPGK (SEQ ID NUM.:2), LLQGPG (SEQ ID NUM.:3), LLQGP (SEQ ID
NUM.:5), LLQP (SEQ ID NUM.:6), LLQPGK (SEQ ID NUM.:7), LLQAPGK (SEQ ID NUM.:8), LLQGAPG (SEQ ID
NUM.:9), and LLQGAP (SEQ ID NUM.:10). En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina comprende una secuencia de aminoécidos LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), LLQGP (SEQ ID NUM.:5), LLQGPP
(SEQID NUM.:11), o de acuerdo con la invencion GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13). En ciertas divulgaciones, la etiqueta
de donante de acilo que contiene glutamina no comprende una secuencia de aminoacido seleccionada del grupo que
consiste en LGGQGGG (SEQ ID NUM.:41), GGGQGGL (SEQ ID NUM.:42), GXGQGGG (SEQ ID NUM.:43),
GGXQGGG (SEQ ID NUM.:44), GGGQXGG (SEQ ID NUM.:45), y GGGQGXG (SEQ ID NUM.:46), en el que X es G,
A S, L V,F,Y,R, N, 0E).

En algunas realizaciones, el polipéptido (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc, polipéptido que contiene Fab, o
anticuerpo) del conjugado de polipéptido manipulado comprende una modificacion de aminoacido en la ultima posicion
de aminoacidos en el extremo terminal carboxilo con respecto a un polipéptido tipo salvaje en la misma posicion. En
ciertas divulgaciones, la modificacion es una supresion, insercion, sustitucion, mutacion de aminoacidos, o cualquiera
de sus combinaciones. En ciertas divulgaciones, la sustitucién comprende reemplazar un aminoacido tipo salvaje con
otro (por ejemplo, un aminoacido de tipo no salvaje). En ciertas divulgaciones, la inserciéon comprende insertar uno o
mas aminoacidos) (por ejemplo, insertar uno, dos, tres o mas aminoacidos). En ciertas divulgaciones, el otro
aminoacido (por ejemplo, de tipo no salvaje) o insertado es Arg. En ciertas divulgaciones, el otro aminoacido (por
ejemplo, de tipo no salvaje) es Ala, Asn, Asp, Cys, Glu, GIn, Gly, His, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, o Val.
Por ejemplo, en ciertas divulgaciones, se puede suprimir el Ultimo aminoacido en el extremo terminal carboxilo del
polipéptido (por ejemplo, la cadena pesada de un anticuerpo), y la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
manipulada al extremo terminal C del polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos LLQGPA (SEQ ID NUM.:4)
0 LLQGPP (SEQ ID NUM.:11).

En ciertas divulgaciones, el polipéptido (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc o anticuerpo) del conjugado de
polipéptido manipulado comprende una modificacion de aminoacido en la posicion 222, 340, o 370 (numeracion EU)
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con respecto al polipéptido tipo salvaje en la misma posicion. En ciertas divulgaciones, la modificacion es una
supresion, insercion, sustituciéon, mutacion de aminoacidos, o cualquiera de sus combinaciones. En ciertas
divulgaciones, la sustitucion comprende el reemplazo de un aminoacido tipo salvaje con otro (por ejemplo, un
aminoacido de tipo no salvaje). En ciertas divulgaciones, el otro aminoacido (por ejemplo, de tipo no salvaje) o
insertado es Arg (por ejemplo, K222R, K340R, o K370R (numeracion EU)). En ciertas divulgaciones, la insercion
comprende insertar uno o mas aminoacidos (por ejemplo, insertar uno, dos, tres 0 mas aminoacidos). En ciertas
divulgaciones, el otro aminoacido (por ejemplo, de tipo no salvaje) es Ala, Asn, Asp, Cys, Glu, Gin, Gly, His, lle, Leu,
Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, o Val. Por ejemplo, en ciertas divulgaciones, el polipéptido (por ejemplo, un
anticuerpo) que comprende la sustitucion K222R esta manipulado en la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina en el extremo terminal C de la cadena ligera del anticuerpo, en el que la etiqueta que contiene la glutamina
comprende una secuencia de aminoacidos de GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13).

En ciertas divulgaciones, el polipéptido (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc, polipéptido que contiene Fab, o
anticuerpo) comprende una modificacion de aminoacido en la primera posicion de aminoacido en el extremo amino
terminal con respecto a un polipéptido tipo salvaje en la misma posicién. En ciertas divulgaciones, la modificacion es
una supresion, insercion, sustitucion, mutaciéon de aminoacidos, o cualquiera de sus combinaciones. En ciertas
divulgaciones, la sustitucion comprende reemplazar un aminoacido tipo salvaje con otro aminoacido (por ejemplo, de
tipo no salvaje). En ciertas divulgaciones, la insercion comprende insertar un aminoacido. En ciertas divulgaciones, el
aminoacido de tipo no salvaje o insertado es Arg. En ciertas divulgaciones, el otro aminoacido (de tipo no salvaje o
insertado) es Ala, Asn, Asp, Cys, Glu, GIn, Gly, His, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, o Val.

En algunas realizaciones, el conjugado de polipéptido descrito en la presente memoria comprende una cadena pesada
de anticuerpos de longitud completa y una cadena ligera del anticuerpo. En algunas realizaciones, la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina se une a/ubica en el polipéptido en el extremo terminal carboxilo de una
cadena pesada, una cadena ligera, o ambas de la cadena pesada y la cadena ligera. Por ejemplo, la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13) se une al polipéptido en el extremo terminal
carboxilo de una cadena ligera. En una variacion, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina GGLLQGPP
(SEQ ID NUM.:13) se une al polipéptido que comprende la mutacién Q295N (esquema de numeracion EU) en el
extremo terminal carboxilo de una cadena ligera. En otra divulgacion, la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), LLQGP (SEQ ID NUM.:5), o LLQGPP (SEQ ID NUM.:11) se une al polipéptido
que comprende la mutacién Q295N en el extremo terminal carboxilo de una cadena pesada.

En algunas realizaciones, el polipéptido descrito en la presente memoria es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
policlonal, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo biespecifico, un
minicuerpo, un diacuerpo o un fragmento de anticuerpo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es una IgG. En ciertas divulgaciones, la IgG esta seleccionado del grupo que
consiste en IgG1, 1gG2, 1gG3, and IgG4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es una IgA, IgE, IgD, o IgM.

En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina esta ubicada en el polipéptido
mediante insercion o mediante reemplazo de uno o0 mas aminoacidos tipo salvaje en otro sitio en el polipéptido descrito
en la presente memoria (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc, polipéptido que contiene Fab, o anticuerpo), en el
que el otro sitio no es un extremo amino o carboxilo terminal. Por ejemplo, la etiqueta de donante de acilo que contiene
glutamina es parte de un bucle del anticuerpo. La etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina se puede unir
a uno o mas bucles de cadena pesada. La etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina también se puede unir
a uno o mas bucles de cadena ligera del anticuerpo. En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina esta ubicada tanto en los bucles de cadena pesada como cadena ligera. En ciertas divulgaciones,
el otro sitio es las posiciones de aminoacido) 108, 135, 160, 168, 189-192, 190-192, 200-202, 222-223, 251-254, 252-
253, 222-223, 293-297, 294-297, 295, 297, o 385 (esquema de numeracion EU) del anticuerpo de IgG1 humana.

En ciertas divulgaciones, la funcién efectora (por ejemplo, medida por unién a Fcy3 y/o C1q) del conjugado de
polipéptido manipulado (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc o anticuerpo) descrito en la presente memoria
disminuye no mas de aproximadamente cualquiera de 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 0 5 veces con relacion a un
polipéptido tipo salvaje (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc o anticuerpo). En ciertas divulgaciones, el conjugado
de polipéptido manipulado es una IgG, en el que la funcion efectora de la IgG disminuye no mas de aproximadamente
2 veces con relacion a una IgG de tipo salvaje. En otras divulgaciones, la funcién efectora de la IgG disminuye
aproximadamente 2 veces con relacion a una IgG de tipo salvaje. En otras divulgaciones, la funcién efectora de la IgG
disminuye mas que aproximadamente 2 veces con relacion a una IgG de tipo salvaje. En ciertas divulgaciones, el
conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado es una IgG, en el que la funcion efectora de la IgG disminuye
no mas de aproximadamente 1 vez con relacion a una IgG de tipo salvaje. En otras divulgaciones, la funcion efectora
de la IgG disminuye aproximadamente 1 vez con relacion a una IgG de tipo salvaje. En ciertas divulgaciones, la funcion
efectora de la IgG disminuye mas que aproximadamente cualquiera de 1 vez, 3 veces, 4 veces, o 5 veces con relacion
a una IgG de tipo salvaje.

En ciertas divulgaciones, la funcién efectora (por ejemplo, medida por la unién a Fcy3 y/o C1q) del conjugado de
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polipéptido manipulado (polipéptido que contiene Fc o anticuerpo) descrito en la presente memoria aumenta al menos
aproximadamente 1 vez a 3000 veces con relacién a un polipéptido tipo salvaje (por ejemplo, polipéptido que contiene
Fc o anticuerpo). En ciertas divulgaciones, la funcién efectora del conjugado de polipéptido manipulado (por ejemplo,
polipéptido que contiene Fc o anticuerpo) aumenta al menos aproximadamente cualquiera de 1- a 5 veces, 6- a 10
veces, 11-a 15 veces, 16-a 20 veces, 21- a 25 veces, 26- a 30 veces, 31- a 35 veces, 36- a 40 veces, 41- a 45 veces,
46- a 50 veces, 51- a 55 veces, 56- a 60 veces, 61- a 65 veces, 66- a 70 veces, 71- a 75 veces, 76- a 80 veces, 81- a
85 veces, 86- a 90 veces, 91- a 95 veces, 96- a 100 veces, 101- a 200 veces, 201- a 300 veces, 301- a 500 veces,
501- a 1000 veces, 1001- a 1500 veces, 1501- a 2000 veces, 2001- a 2500 veces, 2501- a 3000 veces con relaciéon a
un polipéptido tipo salvaje (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc o anticuerpo). En ciertas divulgaciones, el
conjugado de polipéptido manipulado es una IgG, en la que la funcion efectora de la IgG aumenta aproximadamente
1 vez a 300 veces con relacion a una IgG de tipo salvaje. En ciertas divulgaciones, la funcion efectora de la IgG
aumenta aproximadamente cualquiera de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 40 veces,
60 veces, 80 veces, 100 veces, 150 veces, 200 veces, 250 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700
veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 2500 veces, o 3000 veces con relacion a una IgG
de tipo salvaje.

En ciertas realizaciones, el agente donante de amina tiene la formula: X-Y-Z, en el que X es una unidad donante de
amina; Y es un conector; y Z es un resto de agente.

El nimero de agentes donantes de amina que se puede conjugar por medio de la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina al polipéptido (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc, polipéptido que contiene Fab, o anticuerpo)
es dependiente del nimero de etiquetas que contienen glutamina donante de acilo que se unen/insertan al polipéptido
asi como el numero de GIn en la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina. Por ejemplo, dos agentes
donantes de amina pueden estar conjugados en forma especifica de sitio con un anticuerpo en el extremo terminal
carboxilo de las dos cadenas pesadas y/o dos agentes donantes de amina pueden estar conjugados de manera sitio
especifica con el mismo anticuerpo en el extremo terminal carboxilo de las dos cadenas ligeras.

La unidad donante de amina de la presente divulgacion es una amina primaria (NHz) que proporciona un sustrato para
la transglutaminasa para permitir la conjugacion del resto de agente al polipéptido por medio de la etiqueta de donante
de acilo que contiene glutamina. Por consiguiente, la union entre la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
y la unidad donante de amina es de la férmula CH,-CH2-CO-NH-, en la que NH-se une a un conector y un resto de
agente.

El conector de la presente divulgacion puede ser un conector escindible o no escindible. Por ejemplo, el conector (con
la unidad donante de amina) o el agente donante de amina se pueden liberar del polipéptido. En ciertas divulgaciones,
el conector puede ser un conector peptidico (por ejemplo, aminoacido convencional o no convencional) y/o un conector
no peptidico. Los ejemplos de un conector no peptidico incluyen un conector alquilo y un conector PEG.

En ciertas realizaciones, el conector de la unidad donante de amina (por ejemplo, X-Y) es una unidad lineal que
comprende un resto de agente. En otras realizaciones, el conector de la unidad donante de amina es una unidad
ramificada (por ejemplo, al menos 2 unidades) que comprenden al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, o mas restos de agente.

Los ejemplos de conector de la unidad donante de amina incluyen, pero sin limitacion, Ac-Lys-Gly, acido
aminocaproico, Ac-Lys-B- Ala, amino-PEG2-C2, amino-PEG3-C2, amino-PEG6-C2, Ac-Lys-Val-Cit (citrulina)-PABC
(p-aminobenziloxicarbonilo), aminocaproil-Val-Cit-PABC, amino-PEG6-C2-Val-Cit-PABC, aminocaproil-Val-Cit-PABC,
[(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminooetoxi)etoxi]propanoil}piperidine-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, [(3S,5S)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC-, Ac-Lys-putrescina, o 2-aminoetoxi.

El resto de agente del polipéptido manipulado de la presente invencién incluye una molécula pequefia, o de acuerdo
con La presente divulgacion incluye una proteina o polipéptido, y un polimero biocompatible.

En ciertas realizaciones, una molécula pequefia es un agente citotoxico, o como se describe un agente
inmunosupresor, o un agente de imagenes (por ejemplo, un fluoréforo). En ciertas realizaciones, el agente citotdxico
es un agente quimioterapéutico.

Los ejemplos de un agente citotoxico incluyen, pero sin limitacion, una antraciclina, una auristatina, una camptotecina,
una combretastatina, una dolastatina, una duocarmicina, un enediina, una geldanamicina, un dimero de indolino-
benzodiazepina, una maitansina, un puromicina, un taxano, un alcaloide de vinca, SN-38, una tubulisina, una
hemiasterlina, una espliceostatina, una pladienolida, y estereoisdmeros, isésteres, analogos o derivados de los
mismos.

Las antraciclinas se derivan de la bacteria Strepomyces y se han usado para tratar una amplia variedad de canceres,
tales como leucemias, linfomas, cancer de mama, utero, ovario y pulmén. Los ejemplos de antraciclinas incluyen, pero
sin limitacién, daunorrubicina, doxorrubicina (es decir, adriamicina), epirrubicina, idarrubicina, valrubicina y
mitoxantrona.

Las dolastatinas y sus analogos peptidicos y derivados, las auristatinas, son agentes antimitéticos altamente potentes
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que tienen actividad anticancer y antifingicas. Véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos Num. 5.663.149 y
Pettit et al., Antimicrob. Agents Chemother. 42:2961-2965, 1998. Los ejemplos de dolastatinas y auristatinas incluyen,
pero sin limitacion, dolastatina 10, auristatina E, auristatina EB (AEB), auristatina EFP (AEFP), MMAD (Monometil
Auristatina D o monometil dolastatina 10), MMAF (Monometil Auristatina F o N-metilvalina-valina-dolaisoleucina-
dolaproine-henilalanina), MMAE (Monometil Auristatina E o N-metilvalina-valina-dolaisoleuina-dolaproin-norefedrina),
éster del acido 5-benzoilvalérico-AE (AEVB), y otras nuevas auristatinas (tales como los descritos en la Publicacion
U.S. Num. 2013/0129753). En ciertas realizaciones, la auristatina es 0101 (2-metilalanil-N-[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-
{(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-{[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillamino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil-1-
oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida) que tiene la siguiente estructura:

Ml?ﬁ%

NH
)

En ciertas divulgaciones, la auristatina es 3377 (N,2-dimetilalanil-N-{(1S,2R)-4-{(2S)-2-[(1R,2R)-3-{[(1S)-1-carboxil-2-
feniletillamino}-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil]pirrolidin-1-il}-2-metoxi-1-[(1S)-1-metilpropil]-4-oxobutil}-N-metil-L-
valinamida) que tiene la siguiente estructura:

En otras divulgaciones, la auristatina es 0131 (2-metil-L-prolil-N-[(3R,4S,5S)-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-3-{[(1S)-1-carboxi-2-
feniletillamino}-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil]pirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida)
que tiene la siguiente estructura:

En oftras divulgaciones, la auristatina es 0121(2-metil-L-prolil-N-[(3R,4S,5S)-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-3-{[(2S)-1-metoxi-1-
oxo-3-fenilpropan-2-ilJamino}-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil] pirrolidin- 1-il}-3-metoxi-5-metil- 1-oxo-heptan-4-il]-N-metil-
L-valinamida) que tiene la siguiente estructura:
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La camptotecina es un alcaloide de quinolina citotdéxico que inhibe la enzima topoisomerasa |. Los ejemplos de
campotecina y sus derivados incluyen, pero sin limitacion, topotecano e irinotecano, y sus metabolitos, tales como SN-
38.

Las combretastatinas son fenoles naturales con propiedades de ruptura vascular en tumores. Los ejemplos de
combretastatina y sus derivados incluyen, pero sin limitacion, combretastatina A-4 (CA-4) y ombrabulina.

Las duocarmicinas son agentes alquilantes de ADN con potencia citotoxica. Véase Boger and Johnson, PNAS
92:3642-3649 (1995). Los ejemplos de duocarmicinas incluyen, pero sin limitaciéon, duocarmicina A, duocarmicina B1,
duocarmicina B2, duocarmicina C1, duocarmicina C2, duocarmicina D, duocarmicina SA, y CC-1065.

Las enediinas son una clase de productos bacterianos antitumorales caracterizados por anillos de nueve y diez
miembros o la presencia de un sistema ciclico de enlaces triple-doble-triple conjugados. Los ejemplos de enediinas
incluyen, pero sin limitacion, calicheamicina, esperamicina y dinemicina.

Las geldanamicinas son antibiéticos de benzoquinona ansamicina que se unen a Hsp90 (proteina de choque térmico
90) y se han usado medicamentos antitumorales. Los ejemplos de geldanamicinas incluyen, pero sin limitacién, 17-
AAG (17-N-Allilamino-17-Demetoxigeldanamicina) y 17-DMAG (17-Dimetilaminoetilamino-17-
demetoxigeldanamicina).

La hemiasterlina y sus analogos (por ejemplo, HTI-286) se unen a la tubulina, alteran la dinamica normal de los
microtubulos y, en cantidades estequiométricas, despolimerizan los microtubulos.

Las maitansinas o sus derivados maytansinoides inhiben la proliferacion celular mediante la inhibicién de la formacion
de mcirotubulos durante la mitosis mediante la inhibiciéon de la polimerizacién de la tubulina. Véase Remillard et al.,
Science 189: 1002-1005 (1975). Los ejemplos de maitansinas y maitansinoides incluyen, pero sin limitacion,
mertansina (DM1) y sus derivados, asi como ansamitocina.

Los dimeros de pirrolobenzodiazepina (PBD) y los dimeros de indolino-benzodiazepina (IGN) son agentes
antitumorales que contienen uno o mas grupos funcionales imina, o sus equivalentes, que se unen al ADN duplex. Las
moléculas PBD e IGN se basan en el producto natural de la atramicina e interactidan con el ADN de una manera
selectiva de secuencia, con preferencia para las secuencias de purina-guanina-purina. Los ejemplos de PBD y sus
analogos incluyen, pero sin limitacion, SJG-136.

Las espliceostatinas y pladienolidas son compuestos antitumorales que inhiben el empalme e interactian con el
espliceosoma, SF3b. Los ejemplos de espliceostatinas incluyen, pero sin limitacion, espliceostatina A y FR901464.
Los ejemplos de pladienolidas incluyen, pero sin limitacién, Pladienolida B, Pladienolida D y E7107.

Los taxanos son diterpenos que actuan como agentes anti-tubulina o inhibidores mitéticos. Los ejemplos de taxanos
incluyen, pero sin limitacion, paclitaxel (por ejemplo, TAXOL®) y docetaxel (TAXOTERE®).

Las tubulisinas son productos naturales aislados de una cepa de mixobacterias que se ha demostrado que
despolimeriza los microtubulos e induce el paro mitético. Los ejemplos de tubulisinas incluyen, pero sin limitacion
tubulisina A, tubulisina B, y tubulisina D.

Los alquiloides de vinca también son agentes anti-tubulina. Los ejemplos de alquiloides de vinca incluyen, pero sin
limitacion, vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina.

En ciertas divulgaciones, el resto de agente es un agente inmunosupresor. Los ejemplos de un agente inmunosupresor
incluyen, pero sin limitacion, ganciclovier, etanercept, tacrolimus, sirolimus, voclosporina, ciclosporina, rapamicina,
ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato mofetil, metotrextrato y glucocorticoides y sus analogos.

En ciertas divulgaciones, el resto de agente es un agente de imagenes (por ejemplo, un fluoréforo o un quelante), tal
como fluoresceina, rodamina, fésforos lantanidos y sus derivados. Los ejemplos de fluoréforos incluyen, pero sin
limitacion, isotiocianato de fluoresceina (FITC) (por ejemplo, 5-FITC), amidita de fluoresceina (FAM) (por ejemplo, 5-
FAM), eosina, carboxifluoresceina, eritrosina, Alexa Fluor® (por ejemplo, Alexa 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532,
546, 555, 568, 594, 610, 633, 647, 660, 680, 700, o 750), carboxitetrametilrhodamina (TAMRA) (por ejemplo, 5,-
TAMRA), tetrametilrodamina (TMR), y sulforodamina (SR) (por ejemplo, SR101). Los ejemplos de quelantes incluyen,
pero sin limitaciéon, acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N",N"-tetraacético (DOTA), acido 1,4,7-
triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA), acido 1,4,7-triazaciclononano,1-glutarico-acido 4,7-acético (NODAGA),
acido dietilentriaminepentaacético (DTPA), y acido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético) (BAPTA).

En ciertas divulgaciones, el resto de agente es un polipéptido. En ciertas divulgaciones, el polipéptido es un anticuerpo,
tal como un anticuerpo humanizado, humano, quimérico o murino.
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En ciertas divulgaciones, el resto de agente es un polipéptido de toxina (o una proteina de toxina). Los ejemplos de
un polipéptido de toxina incluyen, pero sin limitacion, cadena A de difteria, fragmentos activos de union de toxina de
difteria, cadena A de exotoxina, cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor
de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina, tricotecenos, péptido inhibidor del nudo de cistina (ICK) (por ejemplo, ceratotoxinas) y
conotoxina (por ejemplo, KIIIA o Smilla).

En ciertas divulgaciones, se pueden incorporar radiois6topos terapéuticos u otras marcas en el resto de agente (por
ejemplo, mediante la unién a un quelante) para la conjugacién de un polipéptido (por ejemplo, un polipéptido que
contiene Fc o Fab) a un agente donante de amina que lleva un quelante, Los ejemplos de un radioisétopo u otras
etiquetas incluyen, pero sin limitacion, 2H, '“C, '°N, 3S, 18F, 32p, 33p, 84Cy, 68Ga, 89Zr, Y, Tc, 123, 124], 125] 131] 11|,
131, 153G, 185Re, 188Re, 211AL, 212Bj y 153pp.

En ciertas divulgaciones, el resto de agente es un polimero biocompatible. El polipéptido se puede conjugar con el
polimero biocompatible a través de la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina para mejorar las
caracteristicas bioldgicas del polipéptido, por ejemplo, para aumentar la vida media y la bioactividad en suero, y/o
extender la vida media in vivo. Los ejemplos de polimeros biocompatibles incluyen polimeros solubles en agua, tales
como polietilenglicol (PEG) o sus derivados y polimeros biocompatibles que contienen zwitterién (por ejemplo, un
polimero que contiene fosforilcolina).

En ciertas divulgaciones, el agente donante de amina (X-Y-Z) es
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en el que X es NH; (de este modo, forma un enlace covalente con glutamina como CH2-CH2-CO-NH-), mes un 0 a
20,nes1a8,pes0a3, qes0o1, aminoacido es cualquier aminoacido convencional o no convencional y Z es un
agente citotdxico o un agente de imagenes.

Los aminoacidos convencionales o naturales son divididos en grupos en funcion de las propiedades comunes de la
cadena lateral:

(1) no polar: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle; (2) polar sin carga: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn; (3) acido (cargado
negativamente): Asp, Glu; (4) basico (con carga positiva): Lys, Arg; y (5) residuos que influyen en la orientacion de la
cadena: Gly, Pro; y (6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe, His. Los aminoacidos convencionales incluyen estereoquimica L o
D.

Los aminoacidos no convencionales son aminoacidos no naturales. Los ejemplos de un aminoacido no convencional
incluyen, pero sin limitacion, acido aminoadipico, beta-alanina, acido beta-aminopropiénico, acido aminobutirico, acido
piperidinico, acido aminocaprioico, acido aminoheptanoico, acido aminoisobutirico, acido aminopimélico, citrulina,
acido diaminobutirico, desmosina, acido diaminopimélico, acido diaminopropiénico, N-etilglicina, N-etilaspargina,
hidroxilisina, alo-hidroxilisina, hidroxiprolina, isodesmosina, alo-isoleucina, N-metilglicina, sarcosina, N-metilisoleucina,
N-metil-valina, norvalina, norleucina, ornitina, 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-trimetillisina, ¢e-N-
acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina, y otros
aminoacidos similares y aminoacidos (por ejemplo, 4-hydroxiprolina).

En ciertas realizaciones, el agente donante de amina esta seleccionado del grupo que consiste en Alexa 488
cadaverina, 5-FITC cadaverina, Alexa 647 cadaverina, Alexa 350 cadaverina, 5-TAMRA cadaverina, 5-FAM
cadaverina, SR101 cadaverina, 5,6-TAMRA cadaverina, 5-FAM lisina, Ac-Lys-Gly-MMAD, amino-PEG3-C2-MMAD,
amino-PEG6-C2-MAD, amino-PEG3-C2-amino-nonanoil-MMAD, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAD, Ac-Lys-B-Ala-
MMAD, Aminocaproil-MMAD, amino-PEG6-C2-Val-Cit-PABC-MMAD, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-MMAD, Ac-Lys-Val-Cit-
PABC-0101, amino-PEG3-C2-Val-Cit-PABC-MMAD, amino-PEG3-C2-Val-Cit-PABC-MMAD, amino-PEG6-C2-Val-Cit-
PABC-0101, aminocaproi-MMAE, amino-PEG3-C2-MMAE, amino-PEG2-C2-MMAE, aminocaproil-MMAF,
aminocaproil-Val-Cit- PABC-MMAE, amino-PEG6-C2-Val-Cit-PABC-MMAF, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAF,
amino-PEG2-C2-MMAF, amino-PEG3-C2-MMAF, putrescinil-geldanamicina, Ac-Lys-putrescinil-geldanamicina,
aminocaproil-3377, aminocaproil-0131, aminocaproil-0121, [(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-
3,5-diillbis-Val-Cit-PA- BC-MMAD, [(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC-
MMAE, y 2-aminoetoxi-PEG6-NODAGA (o acido 2,2’-(7-(1-amino-28-carboxi-25-0x0-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxa-24-
azaoctacosan-28- il)-1,4,7-triazonano-1,4-diil)diacético). En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina comprende la secuencia de aminoécidos LQGPA (SEQ ID NUM.:4), LLQGP (SEQ ID NUM.:5),
LLQGPP (SEQ ID NUM.:11), o de acuerdo con la invenciéon GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13) y de acuerdo con la
invencion el agente donante de amina es Ac-Lys-Val-Cit-PABC- MMAD, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-0101, o amino-PEG6-
C2-MMAD. Los ejemplos de estructuras del agente donante de amina son enumerados en la Tabla 1.
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La presente divulgacion proporciona un conjugado de polipéptido de toxina manipulado que comprende la formula:
(polipéptido de toxina)-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulada en un
sitio especifico, en el que A es un agente donante de amina, en el que el agente donante de amina es un polimero
biocompatible que comprende una amina reactiva, en el que el polimero biocompatible esta conjugado de manera sitio
especifica a la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, un extremo
amino terminal, o en otro parte en otro sitio del polipéptido de toxina, y en el que la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos LLQGPX, en el que X es A o P (SEQ ID NUM.:14), o
GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13). Por ejemplo, el polipéptido de toxina también se puede conjugar de manera sitio
especifica al polimero biocompatible por medio de la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina como se
describe en la presente memoria para mejorar las caracteristicas bioldgicas del polipéptido de toxina, por ejemplo,
para aumentar la vida media y bioactividad en suero, y/o para extender su vida media in vivo. En ciertas divulgaciones,
el polipéptido de toxina es una ceratotoxina o una conotoxina (por ejemplo, KIIIA o Smllla). En ciertas divulgaciones,
el polimero biocompatible es un polimero soluble en agua tal como derivado de PEG o un polimero biocompatible que
contiene zwitterion.

Procedimientos de fabricacion de los conjugados de polipéptidos manipulados

Los procedimientos de fabricacion de los conjugados de polipéptidos manipulados descritos en la presente memoria
también son proporcionados en la presente invencién. En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de
preparacion de un conjugado de polipéptido manipulado que comprende la formula: polipéptido-T-A, en el que T es
una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulada en un sitio especifico, en el que A es un agente
donante de amina, y en el que el agente donante de amina esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, 0 como se describe un extremo amino
terminal, o en otro lugar en otro sitio en el polipéptido, y en el que la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina
comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con La presente divulgacion LLQGPX, en el que X es Ao P
(SEQ ID NUM.:14), o de acuerdo con la invencién GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13), que comprende las etapas de: a)
proporcionar una molécula de polipéptido T manipulado que comprende el polipéptido y la etiqueta de donante de acilo
que contiene glutamina; b) poner en contacto el agente donante de amina con la molécula de polipéptido-T manipulada
en presencia de una transglutaminasa; y c) dejar el polipéptido-T manipulado que se una de modo covalente al agente
donante de amina para formar el conjugado de polipéptido manipulado. En ciertas realizaciones, el polipéptido es un
polipéptido que contiene Fc o que contiene Fab, o un anticuerpo. En ciertas realizaciones, la molécula de polipéptido-
T manipulada es expresada en células CHO.

La presente divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de polipéptido que contiene Fc
manipulado que comprende la formula: (polipéptido que contiene Fc)-T-A, en el que T es una etiqueta de donante de
acilo que contiene glutamina manipulada en un sitio especifico; en el que A es un agente donante de amina; y en el
que el agente donante de amina esta conjugado de manera sitio especifica a la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo, o de acuerdo con La presente divulgacion un extremo amino
terminal, o en otra parte en otro sitio en el polipéptido que contiene Fc, en el que la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos XXQX (SEQ ID NUM.: 35), en el que X es cualquier
aminoacido (por ejemplo, X puede ser el mismo o diferente aminoacido), y en el que el conjugado de polipéptido que
contiene Fc manipulado comprende una sustituciéon de aminoacidos de glutamina a asparagina en la posicion 295 (por
ejemplo, Q295N; esquema de numeracion EU), que comprende las etapas de: a) proporcionar una molécula T
(polipéptido que contiene Fc) manipulado que comprende el polipéptido que contiene Fc y la etiqueta de donante de
acilo que contiene glutamina; b) poner en contacto el agente donante de amina con la molécula T (polipéptido que
contiene Fc) manipulado en presencia de una transglutaminasa; y c) dejar que el T (polipéptido que contiene Fc)
manipulado se una de manera covalente al agente donante de amina para formar el conjugado de polipéptido que
contiene Fc manipulado. En ciertas realizaciones, el T (polipéptido que contiene Fc) manipulado es expresado en
células CHO. En ciertas divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una
secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en LLQGG (SEQ ID NUM.:16), LLQG (SEQ ID
NUM.:17), LSLSQG (SEQ ID NUM.:18), GGGLLQGG (SEQ ID NUM.:19), GLLQG (SEQ ID NUM.:20), LLQ,
GSPLAQSHGG (SEQ ID NUM.:21), GLLQGGG (SEQ ID NUM.:22), GLLQGG (SEQ ID NUM.:23), GLLQ (SEQ ID
NUM.:24), LLQLLQGA (SEQ ID NUM.:25), LLQGA (SEQ ID NUM.:26), LLQYQGA (SEQ ID NUM.:27), LLQGSG (SEQ
ID NUM.:28), LLQYQG (SEQ ID NUM.:29), LLQLLQG (SEQ ID NUM.:30), SLLQG (SEQ ID NUM.:31), LLQLQ (SEQ
ID NUM.:32), LLQLLQ (SEQ ID NUM.:33), LLQGR (SEQ ID NUM.:34), LLQGPP (SEQ ID NUM.:11), LLQGPA (SEQ
ID NUM.:4), GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13), GGLLQGA (SEQ ID NUM.:12), LLQGA (SEQ ID NUM.:1), LLQGPGK
(SEQ ID NUM.:2), LLQGPG (SEQ ID NUM.:3), LLQGP (SEQ ID NUM.:5), LLQP (SEQ ID NUM.:6), LLQPGK (SEQ ID
NUM.:7), LLQAPGK (SEQ ID NUM.:8), LLQGAPG (SEQ ID NUM.:9), and LLQGAP (SEQ ID NUM.: 10). En ciertas
divulgaciones, la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos
LLQGPA (SEQ ID NUM.:4), LLQGP (SEQ ID NUM.:5), LLQGPP (SEQ ID NUM.:11), 0 GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13).

En ciertas realizaciones, el conjugado de polipéptido manipulado preparado usando los procedimientos descritos en

la presente memoria tiene una eficiencia de conjugacion de al menos aproximadamente 51%. En ciertas divulgaciones,

el conjugado de polipéptido manipulado tiene eficiencia de conjugacion de al menos aproximadamente cualquiera de

51%-60%, 61%-70%, 71%-80%, 81%-90%, o 91%-100%. En ciertas divulgaciones, el conjugado de polipéptido
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manipulado tiene eficiencia de conjugacion de aproximadamente cualquiera de 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8%, 99,9%, o 100%. Por
ejemplo, el polipéptido manipulado (por ejemplo, polipéptido que contiene Fc) que comprende la mutacion Q295N
(esquema de numeracion EU) tiene eficiencia de conjugacién de al menos aproximadamente 99.8%.

En ciertas divulgaciones, la relacion de concentracion entre el agente donante de amina en contacto y la molécula de
polipéptido-T manipulada en contacto es de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 800:1. Por ejemplo, la relacién
de concentracién entre el agente donante de amina (por ejemplo, un farmaco citotéxico) y el polipéptido manipulado
unido a una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina cargada o usada para la reaccion de conjugacion
catalizada por transglutaminasa puede ser de aproximadamente 20:1. En ciertas divulgaciones, la relacion de
concentracion entre el agente donante de amina en contacto y la molécula de polipéptido T manipulado en contacto
es aproximadamente cualquiera de 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35:1, 40:1, 45:1,
50:1, 60:1, 70:1, 80:1, 90:1, 100:1, 200:1, 300:1, 400:1, 500:1, 600:1, 700:1, o 800:1.

En ciertas divulgaciones, cuando un polipéptido (por ejemplo, anticuerpo) esta conjugado con un agente donante de
amina por medio de una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un sitio especifico (por ejemplo,
extremo terminal C), el conjugado de anticuerpo-farmaco es mas estable (por ejemplo, vida media in vivo mas
prolongada). Por consiguiente, en ciertas divulgaciones, el conjugado de polipéptido manipulado como se describe en
la presente memoria esta presente en un sujeto (por ejemplo, un mamifero) al menos aproximadamente 50% después
de al menos aproximadamente 1 dia in vivo. Por ejemplo, el conjugado de polipéptido manipulado esta presente en
un sujeto en al menos aproximadamente cualquiera de 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% después de al menos aproximadamente cualquiera de 2 horas, 2-6 horas, 6-12 horas,
12-18 horas, 18-24 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 1 semana, o 2 semanas in vivo.

En ciertas divulgaciones, los procedimientos proporcionados en la presente memoria comprenden ademas una etapa
de purificacion. Los conjugados de polipéptidos que contienen Fc manipulados descritos en la presente memoria se
pueden purificar usando diversos procedimientos de purificacion, tales como, por ejemplo, cromatografia de
hidroxilapatita; dialisis; cromatografia de afinidad; cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) (por ejemplo,
fraccionamiento en un HIC); precipitacion con sulfato de amonio; precipitacion con polietilenglicol o derivado de
polietilenglicol, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico; HPLC de fase inversa; cromatografia sobre silice;
cromatoenfoque; SDS-PAGE, filtracion en gel, cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia de particion
débil.

En ciertas divulgaciones, al menos una etapa de purificacion comprende una etapa del procedimiento de cromatografia
de afinidad. El ligando de proteina A (sintético, recombinante o nativo) se puede usar para purificar por afinidad los
conjugados de polipéptidos que contienen Fc manipulados en la presente memoria. El ligando de proteina A sintético
o recombinante se puede comprar en el comercio en GE Healthcare (Piscataway, NJ), Pierce (Rockford, IL), Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO), o Applied Biosystems (Foster City, CA), y el ligando de Proteina A nativo (por ejemplo,
MABSELECT™, PROSEP™ Va, y PROSEP™ Ultra Plus) se puede adquirir en comercio de GE Healthcare
(Piscataway, NJ) o Millipore (Billerica, MA).

En ciertas divulgaciones, el conjugado de polipéptido que contiene Fc manipulado purificado, el conjugado de
polipéptido que contiene Fc manipulado purificado, o los conjugados de polipéptidos de toxina purificados resultantes
de la etapa de purificacion es altamente puro, es decir, al menos aproximadamente cualquier de 70%-75%, 75%-80%,
80%-85%, 85%-90%, 90%-95%, 95%-98%, o 99% puro. Por ejemplo, el conjugado de polipéptido manipulado
purificado es aproximadamente cualquiera de 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99%
puro.

Procedimientos de uso de los conjugados de polipéptidos manipulados

Los conjugados de polipéptidos manipulados de la presente invencion son Utiles en diversas aplicaciones que incluyen,
pero sin limitacion, procedimientos de tratamiento terapéutico y los procedimientos de tratamiento de diagnostico
descritos.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para tratar un cancer en un sujeto. Por
consiguiente, en algunos casos, se proporciona un procedimiento para tratar un cancer en un individuo necesitado de
dicho tratamiento que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una composicion (por ejemplo,
composicion farmacéutica) que comprende los conjugados de polipéptidos manipulados como se describe en la
presente memoria. Como se usa en la presente memoria, los canceres incluyen, pero sin limitacion, un cancer solido
(tal como cancer de vejiga, mama, cuello uterino, coriocarcinoma, colon, eséfago, gastrico, glioblastoma, cabeza y
cuello, rifién, higado, pulmén (por ejemplo, cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), oral, ovario, pancreas,
prostata y piel); y un cancer liquido (tal como leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia linfocitica crénica (CLL),
leucemia mielégena aguda (AML), leucemia mielégena cronica (CML), leucemia de células pilosas (HCL), leucemia
prolinfocitica de células T (T-PLL), leucemia linfocitica granular grande y leucemia de células T adultas).

En algunos casos, es proporcionado un procedimiento de inhibicion del crecimiento o la progresiéon tumoral en un
individuo necesitado de dicho tratamiento, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una
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composicion que comprende los conjugados de polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria.
En otras realizaciones, es proporcionado un procedimiento de inhibicidon de la metastasis de células cancerosas o
tumores (por ejemplo, tumores solidos o liquidos) en un individuo necesitado de dicho tratamiento, que comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz de una composicidon que comprende los conjugados de polipéptidos
manipulados como se describe en la presente memoria. En otros casos, es proporcionado un procedimiento de
induccion de la regresion tumoral en un individuo necesitado de dicho tratamiento, que comprende administrar al
individuo una cantidad eficaz de una composicion que comprende los conjugados de polipéptidos manipulados como
se describe en la presente memoria.

En otro caso, es proporcionado un procedimiento de deteccion, diagndstico y/o control de una afeccion asociada con
una proteina relacionada con el cancer (por ejemplo, Trop-2, BRCA1, BRCA2, HER2, VEGF, CD20, CD25, EFGR,
5T4, CD22, etc.) in vivo o in vitro. Por consiguiente, en algunos casos, se proporciona un procedimiento para
diagnosticar cancer en un individuo que se sospecha que sufre de cancer, que comprende a) poner en contacto una
muestra del sujeto con los conjugados de polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria en
condiciones que dan como resultado la union de los conjugados de polipéptidos manipulados con una proteina
relacionada con el cancer, y b) determinar la unién de los conjugados de polipéptidos manipulados a la proteina
relacionada con el cancer.

El resto de agente en los conjugados de polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria puede
ser un resto detectable tal como un agente para imagenes y una marca de sustrato enzimatico. Los conjugados de
polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria también pueden ser usados para ensayos de
diagndéstico in vivo, tales como examenes de imagenes in vivo (por ejemplo, PET o SPECT), o un reactivo de tincion.

En algunos casos, los procedimientos descritos en la presente memoria comprenden ademas una etapa de tratar a
un sujeto con una forma adicional de terapia. En algunos casos, la forma adicional de terapia es una terapia anticancer
adicional que incluye, pero sin limitacién, quimioterapia, radiacién, cirugia, terapia hormonal y/o inmunoterapia
adicional.

En ciertos casos, la forma adicional de terapia comprende administrar uno o mas agentes terapéuticos ademas de los
conjugados de polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria. Los agentes terapéuticos incluyen,
pero sin limitacion, un conjugado de anticuerpo-farmaco (por ejemplo, Brentuximab vedotina (ADCETRIS®) y ado-
trastuzumab emtansina (KAD-CYLA®)), un anticuerpo (por ejemplo, Un anticuerpo anti-VEGF, un anticuerpo anti-
HER2, anticuerpo anti-CD25 y/o un anticuerpo anti-CD20), un inhibidor de la angiogénesis, un agente citotdxico (por
ejemplo, docetaxel, cisplatino, doxorrubicina, mitomicina, tamoxifeno o fluorouracilo) y un agente antiinflamatorio (por
ejemplo, prednisona y progesterona).

Composiciones farmacéuticas

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende los conjugados de
polipéptidos manipulados como se describe en la presente memoria en un excipiente o portador farmacéuticamente
aceptable. De acuerdo con La presente divulgacion los conjugados de polipéptidos manipulados se pueden administrar
solos 0 en combinacién con uno o mas de otros conjugados de polipéptidos manipulados de la invencion o en
combinacién con uno o mas de otros farmacos (o0 como cualquiera de sus combinaciones). Por lo tanto, las
composiciones farmacéuticas, los procedimientos y los usos de La presente divulgaciéon también abarcan
divulgaciones de combinaciones (coadministracion) con otros agentes activos, como se detalla a continuacion.

Como se usa en la presente memoria, el término "coadministracion”, "coadministrado" o "en combinacién con"
pretende significar y hace referencia a lo siguiente: (i) administracion simultanea de una combinacién de un conjugado
de polipéptido manipulado descrito en la presente memoria y un agente terapéutico a un paciente que necesita
tratamiento, cuando dichos componentes se formulan juntos en una forma de dosis Unica que libera dichos
componentes sustancialmente al mismo tiempo a dicho paciente; (ii) administracion sustancialmente simultanea de
dicha combinacion de un conjugado de polipéptido manipulado descrito en la presente memoria y agentes terapéuticos
a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se formulan separados entre si en formas de
dosis separadas que son tomadas practicamente al mismo tiempo por dicho paciente, después de lo cual dichos
componentes se liberan sustancialmente al mismo tiempo en dicho paciente; (iii) administracion secuencial de dicha
combinacion de un conjugado de polipéptido manipulado descrito en la presente memoria y agente terapéutico a un
paciente que necesita tratamiento, cuando dichos componentes se formulan separados entre si en formas de dosis
separadas que son tomadas en tiempos consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo significativo entre
cada administracion, después de lo cual dichos componentes se liberan en tiempos sustancialmente diferentes en
dicho paciente; y (iv) la administracion secuencial de dicha combinacién de un conjugado de polipéptido manipulado
descrito en la presente memoria y agentes terapéuticos a un paciente que necesita tratamiento, cuando dichos
componentes se formulan juntos en una forma de dosis Unica que libera dichos componentes de manera controlada
después de lo cual se liberan de manera concurrente, consecutiva y/o superpuesta en el mismo momento y/o en
diferentes momentos en dicho paciente, en el que cada parte puede ser administrada por la misma via o por una via
diferente.

Generalmente, los conjugados de polipéptidos manipulados descritos en la presente memoria son adecuados para
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administrarse como una formulacién en asociacién con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El
término "excipiente" se usa en la presente memoria para describir cualquier ingrediente que no sea el compuesto de
la invencion. La seleccion de los excipientes depende en gran medida de factores tal como el modo particular de
administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y estabilidad, y la naturaleza de la forma de dosis. Como
se usa en la presente memoria, "excipiente farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la
absorcion, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Algunos ejemplos de excipientes farmacéuticamente
aceptables son agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi
como combinaciones de los mismos. En ciertas divulgaciones, se incluyen agentes isotonicos, que incluyen, pero sin
limitacién, azdcares, polialcoholes (por ejemplo, manitol, sorbitol) o cloruro de sodio en la composicién farmacéutica.
Los ejemplos adicionales de sustancias farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacién, agentes
humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes,
conservantes o tampones, que mejoran la vida util o la efectividad del anticuerpo.

En ciertas divulgaciones, los conjugados de polipéptidos manipulados descritos en la presente memoria se pueden
desinmunizar para reducir la inmunogenicidad después de la administracion a un sujeto usando técnicas conocidas
tal como las descritas, por ejemplo, en la publicacién PCT W098/52976 y WO00/34317.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién y los procedimientos para su preparacion son facilmente
evidentes para los expertos en la técnica. Tales composiciones y procedimientos para su preparacion pueden ser
hallados, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 22° ed. (Mack Publishing Company, 2012). Las
composiciones farmacéuticas se fabrican preferentemente en condiciones de GMP.

Una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede ser preparada, empacada o comercializada a granel,
como una dosis unitaria Unica, o como una pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como se usa en la presente memoria,
una "dosis unitaria" es una cantidad discreta de la composicién farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente igual a la dosis del
ingrediente activo que se puede administrar a un sujeto o una fraccién conveniente de dicha dosis tal como, por
ejemplo, la mitad o un tercio de dicha dosis. Cualquier procedimiento para administrar péptidos, proteinas o
anticuerpos aceptados en la técnica se puede emplear adecuadamente para los conjugados de los conjugados de
polipéptidos manipulados descritos en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son tipicamente adecuadas para administracion parenteral. La
administracion parenteral de una composicion farmacéutica incluye cualquier via de administracion caracterizada por
la ruptura fisica de un tejido de un sujeto y la administracion de la composicion farmacéutica a través de la ruptura en
el tejido, en consecuencia generalmente produce la administracion directa en el torrente sanguineo, en el musculo o
en un 6rgano interno. Por ejemplo, la administracion parenteral incluye, pero sin limitacion, la administracion de una
composicion farmacéutica mediante inyeccion de la composicién, mediante la aplicacion de la composicion a través
de una incisién quirdrgica, mediante la aplicacion de la composicién a través de una herida no quirdrgica que penetra
en el tejido, y similares. En particular, es contemplado que la administracién parenteral incluye, pero sin limitacion,
inyeccion o infusion subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intraesternal, intravenosa, intraarterial, intratecal,
intraventricular, intrauretral, intracraneal, intrasinovial; y técnicas de infusion dialitica renal. En ciertas divulgaciones,
la administracion parenteral es la via intravenosa o subcutanea.

Las formulaciones de una composicion farmacéutica adecuada para administracion parenteral generalmente
comprenden el ingrediente activo combinado con un portador farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o
solucion salina isoténica estéril. Dichas formulaciones se pueden preparar, envasar o vender en una forma adecuada
para administracion en bolo o para administracion continua. Las formulaciones inyectables se pueden preparar,
envasar o vender en forma de dosis unitaria, tal como en ampollas o en envases multidosis que contienen un
conservante. Las formulaciones para administracion parenteral incluyen, pero sin limitacion, suspensiones, soluciones,
emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, pastas y similares. Dichas formulaciones pueden comprender ademas
uno o mas ingredientes adicionales que incluyen, pero sin limitacion, agentes de suspension, estabilizantes o
dispersantes. En una descripcion de una formulaciéon para administracion parenteral, el ingrediente activo se
proporciona en forma seca (es decir, en polvo o granular) para la reconstituciéon con un vehiculo adecuado (por
ejemplo, agua libre de pirdgenos estéril) antes de la administracion parenteral de la composicion reconstituida. Las
formulaciones parenterales también incluyen soluciones acuosas que pueden contener excipientes tales como sales,
carbohidratos y agentes tampén (preferentemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas aplicaciones, se pueden
formular mas adecuadamente como una soluciéon no acuosa estéril o como una forma seca para usar junto con un
vehiculo adecuado tal como agua libre de pirégenos estéril. Los ejemplos de formas de administracion parenteral
incluyen soluciones o suspensiones en soluciones acuosas estériles, por ejemplo, soluciones acuosas de propilenglicol
o dextrosa. Dichas formas de dosis se pueden tamponar adecuadamente, si se desea. Otras formulaciones
administrables por via parenteral que son (utiles incluyen las que comprenden el ingrediente activo en forma
microcristalina, o en una preparacion liposémica. Las formulaciones para administracion parenteral se pueden formular
para ser de liberacion inmediata y/o modificada. Las formulaciones de liberacién modificada incluyen formulaciones
de liberacidon controlada, retrasada, sostenida, pulsada, dirigida y programada. Por ejemplo, en un aspecto, las
soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la incorporacién del polipéptido que contiene Fc
manipulado, por ejemplo, conjugado anticuerpo-farmaco o anticuerpo biespecifico, en la cantidad requerida en un
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disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario,
seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos
de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los procedimientos preferidos de preparacion son el secado al vacio y la liofilizaciéon que produce un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion filtrada previamente estéril del
mismo. La fluidez apropiada de una solucion se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal
como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamario de particula requerido en el caso de dispersion y mediante el
uso de tensioactivos. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede producir mediante la
inclusién en la composicidon de un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Los regimenes de dosis pueden ser ajustados para proporcionar la respuesta éptima deseada. Por ejemplo, se puede
administrar un bolo Unico, se pueden administrar varias dosis divididas con el tiempo o la dosis se puede reducir o
aumentar proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso
formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosis para facilitar la administracion y la uniformidad de
la dosificacion. La forma de la unidad de dosis, como se usa en la presente memoria, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosis unitarias para los pacientes/sujetos para tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociaciéon con el
portador farmacéutico requerido. De acuerdo con la divulgacion, la especificacion para las formas de unidad de dosis
de la invencion generalmente esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del resto de
agente (por ejemplo, moléculas pequefias tales como el agente citotoxico) y el efecto terapéutico o profilactico
particular para obtener, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de combinar dicho compuesto activo para el
tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Por lo tanto, el experto en la técnica puede apreciar, sobre la base de la presente divulgacion proporcionada en la
presente memoria, que la dosis y el régimen de dosis se ajustan de acuerdo con procedimientos bien conocidos en
las técnicas terapéuticas. Es decir, la dosis maxima tolerable se puede establecer faciimente, y también se puede
determinar la cantidad eficaz que proporciona un beneficio terapéutico detectable a un paciente, al igual que los
requerimientos temporales para administrar cada agente para proporcionar un beneficio terapéutico detectable al
paciente. Por consiguiente, aunque se ejemplifican ciertos regimenes de dosis y administracion en la presente
memoria, estos ejemplos de ninguna manera limitan la dosis y el régimen de administracién que se pueden
proporcionar a un paciente en la practica de la presente divulgacion.

Cabe sefialar que los valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la gravedad de la afeccion para aliviar, y
pueden incluir dosis Unicas o multiples. Se debe entender ademas que para cualquier sujeto particular, los regimenes
de dosis especificos se deben ajustar con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio profesional de
la persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de dosificacion
establecidos en la presente memoria son solo ejemplos y no estan destinados a limitar el alcance o la practica de la
composicion divulgada. Ademas, el régimen de dosificacion con las composiciones de esta divulgacion se puede basar
en una variedad de factores, que incluyen el tipo de enfermedad, la edad, peso, sexo, afeccion médica del paciente,
la gravedad de la afeccion, la via de administracion, y el anticuerpo particular empleado. Por lo tanto, el régimen de
dosificacién puede variar ampliamente, pero se puede determinar rutinariamente usando procedimientos estandares.
Por ejemplo, las dosis se pueden ajustar en funciéon de parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos, que pueden
incluir efectos clinicos tales como efectos toxicos y/o valores de laboratorio. Por lo tanto, la presente divulgacion abarca
el escalado de dosis intrapaciente segun sea determinado por el profesional experto. La determinacién de las dosis y
los regimenes apropiados son bien conocidos en la técnica relevante y se entendera que estan abarcados por el
experto en la materia una vez que se hayan proporcionado las ensefianzas descritas en la presente memoria.

Para la administracion a sujetos humanos, la dosis mensual total de un conjugado de polipéptido manipulado descrito
en la presente memoria esta tipicamente en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1200 mg
por paciente, de acuerdo, obviamente, del modo de administracion. Por ejemplo, una dosis mensual intravenosa puede
requerir aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 mg/paciente. La dosis mensual total se puede administrar en
dosis Unicas o divididas y, a criterio del médico, puede estar fuera del intervalo tipico indicado en la presente memoria.

Un ejemplo de intervalo no limitante, para una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un conjugado de
polipéptido manipulado, por ejemplo, un conjugado de polipéptido que contiene Fc, conjugado de polipéptido que
contiene Fab, conjugado de anticuerpo o conjugado de polipéptido de toxina, descrito en la presente memoria es
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1000 mg/paciente/mes. En ciertas divulgaciones, el conjugado de
polipéptido que contiene Fc manipulado se puede administrar a aproximadamente 1 a aproximadamente 200 o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 150 mg/paciente/mes. En ciertas divulgaciones, el paciente es humano.

Kits

La presente divulgacion también proporciona kits (o articulos de fabricacion) para uso en el tratamiento de los
trastornos descritos anteriormente. Los kits de la presente divulgacion incluyen uno o mas empaques que comprenden
un conjugado de polipéptido manipulado purificado e instrucciones para uso del conjugado para tratar una enfermedad.
Por ejemplo, las instrucciones comprenden una descripcion de la administracion del polipéptido manipulado para tratar
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una enfermedad, tal como cancer (por ejemplo, cancer de colon, esofagico, gastrico, de cabeza y cuello, pulmén,
ovario o pancreatico). El kit puede comprender ademas una descripcion de seleccionar un individuo adecuado para el
tratamiento basado en identificar si ese individuo tiene la enfermedad y la etapa de la enfermedad.

Las instrucciones relacionadas con el uso del conjugado de polipéptido manipulado generalmente incluyen informacion
en cuanto a la dosis, esquema de dosificacion y via de administracion para el tratamiento deseado. Los empaques
pueden ser dosis unitarias, paquetes a granel (por ejemplo, paquetes multidosis) o dosis subunitarias. Las
instrucciones suministradas en los kits de La presente divulgacion son tipicamente instrucciones escritas en una
etiqueta o prospecto (por ejemplo, una hoja de papel incluida en el kit), pero las instrucciones legibles por maquina
(por ejemplo, instrucciones llevadas en un disco de almacenamiento magnético u 6ptico) también son aceptables.

Los kits de esta divulgacion estan en un envase adecuado. El envase adecuado incluye, incluye, pero sin limitacion,
viales, botellas, frascos, envase flexible (por ejemplo, bolsas Mylar o plastico selladas) y similares. También se
contemplan paquetes para usar en combinacién con un dispositivo especifico, tal como un inhalador, dispositivo de
administracion nasal (por ejemplo, un atomizador) o un dispositivo de infusién tal como una minibomba. Un kit puede
tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el envase puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que
tiene un tapdn perforable con una aguja de inyeccion hipodérmica). El envase también puede tener un puerto de
acceso esteéril (por ejemplo, el envase puede ser una bolsa de solucién intravenosa o un vial que tiene un tapén
perforable con una aguja de inyeccién hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicion es un polipéptido
manipulado como se describe en la presente memoria. El empaque también puede comprender un segundo agente
farmacéuticamente activo.

Los kits pueden proporcionar opcionalmente componentes adicionales tal como tampén e informacion interpretativa.
Normalmente, el kit comprende un empaque y una etiqueta o prospecto en o asociado con el empaque.

Ejemplos

Ejemplo 1: Protedlisis de la etiqueta TG6 de cadena pesada de extremo terminal C durante la expresion de
CHO

El recorte de los ultimos dos aminoacidos (-GA) de una etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina (por
ejemplo, etiqueta TG6 (LLQGA (SEQ ID NUM.: 1)) se observo cuando la etiqueta TG6 se colocé en el extremo terminal
C de una cadena pesada del anticuerpo (por ejemplo, mAb1, que es un anticuerpo anti-Trop2 como se usa en todos
los ejemplos descritos en la presente memoria). En condiciones de expresion analizadas, se encontré que 10-90% de
la etiqueta TG6 estaba proteolizada. Este recorte C-terminal parece especifico para células CHO, ya que no se observo
durante la expresion de Ab-TG6 en células HEK293. Cuando se perdié el -GA de la etiqueta, no se observd
conjugacion de una carga Util deseada (por ejemplo, farmaco o resto de agente) al anticuerpo en la etiqueta TG6
recortada (es decir, LLQ) en el extremo terminal C del anticuerpo.

Es creado un nuevo conjunto de etiquetas que contienen glutamina donante de acilo al final del extremo terminal C de
un anticuerpo (por ejemplo, mAb1) para evitar el recorte observado. Las etiquetas TG (transglutaminasa) TG7-TG17
(SEQ ID NOS: 2-11; Tabla 1) se disefiaron para contener prolina para minimizar la protedlisis. Las etiquetas de nuevo
disefio se expresaron por primera vez en células HEK293 y se analizaron para determinar homogeneidad y
conjugabilidad por HIC (cromatografia de interaccion hidrofoba) y espectrometria de masas como se describe por
Strop et al. Chem Biol., 20 (2): 161-7 (2013). A diferencia de TGB6, las etiquetas TG (por ejemplo, TG11 y TG12) que
contenian prolina en el extremo terminal C a la glutamina reactiva no mostraron conjugacion con el conector y la carga
utili deseada (por ejemplo, AclLys-VC-PABC-0101 (AcLys-VC-PABC es acetil-lisina-valina-citrulina-p-
aminobenziloxicarbonilo, y 0101 es 2-metilalanil-N-[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-
{[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillamino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil- 1-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida)). Las
etiquetas TG restantes se conjugaron con alta eficiencia. Se observo cierta heterogeneidad C-terminal para TG7, TG8
y TG12-15.

Las etiquetas TG TG9, TG10 y TG17, que parecian homogéneas en HEK293, se expresaron en células CHO para
probar si se puede producir un recorte C-terminal. La expresion de TG10 (terminada en -LLQGP (SEQ ID NUM.: 5))
en células CHO mostré un recorte de 11% de -GP. Las dos etiquetas restantes (TG9 y TG17) no mostraron ningun
recorte C-terminal en la misma condicion en la que se observo un recorte de alrededor de ~ 33,6% en la etiqueta TG6.
Figuras 1A-1D. En consecuencia, estos resultados demuestran que las etiquetas TG9 y TG17 evitan la protedlisis en
el extremo terminal C de la cadena pesada de un anticuerpo cuando se expresa en células CHO.
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Tabla 1

Nombre Secuencia

TG6 LLQGA (SEQID NUM.:1)
TG7 LLQGPGK (SEQID NUM.:2)
TG8 LLQGPG (SEQID NUM.:3)
TG9 LLQGP A (SEQID NUM.:4)
TG10 LLQGP (SEQID NUM.:5)
TG11 LLQP (SEQID NUM.:6)
TG12 LLQPGK (SEQID NUM.:7)
TG14 LLQGAPGK (SEQID NUM.:8)
TG15 LLQGAPG (SEQID NUM.:9)
TG16 LLQGAP (SEQID NUM.:10)
TG17 LLQGPP (SEQID NUM.:11)

Ejemplo 2: Protedlisis de la etiqueta LCQO04 de la cadena ligera de extremo terminal C durante la expresion de
CHO

También se observé el recorte de los Ultimos dos aminoacidos (-GA) de la etiqueta LCQ04 (GGLLQGA (SEQ ID NUM.:
12)) cuando la etiqueta LCQO04 se coloco en el extremo terminal C de la cadena ligera de un anticuerpo que tiene la
mutacion K222R (esquema de numeracion EU), aunque en un grado mucho menor que en la cadena pesada del
anticuerpo. Este recorte C-terminal parece especifico de las células CHO, ya que no se observo durante la expresion
de HEK293. En las condiciones de expresion analizadas, se encontr6 que aproximadamente el 5% de la etiqueta
LCQO04 estaba proteolizada.

La etiqueta LCQO5 (GGLLQGPP (SEQ ID NUM.: 13)) se cre6 con dos prolina similares a la etiqueta TG17 descrita
anteriormente. La etiqueta TG LCQO5 parecia homogénea cuando se expreso tanto en células CHO como en HEK293
y se pudo conjugar con la carga util del conector deseada (por ejemplo, AcLys-VC-PABC-0101) a niveles comparables
como LCQO4. Figuras 2A-2B. En consecuencia, estos resultados demuestran que la etiqueta LCQO5 previene la
protedlisis en el extremo terminal C de la cadena ligera de un anticuerpo cuando es expresado en células CHO.

Ejemplo 3: Comparacion biofisica y de eficacia de las etiquetas TG6 y TG17

Las nuevas etiquetas que contienen glutamina donante de acilo se validaron mediante la comparacion de las
caracteristicas biofisicas de la etiqueta TG6 y la etiqueta TG17 no conjugadas y conjugadas. Mas especificamente, la
cromatografia analitica de exclusion por tamario (SEC) mostré un nivel bajo de agregados similar, y la eficiencia de
conjugacion fue comparable en las mismas condiciones. Figuras 3A-3B. En SEC, se inyectaron aproximadamente 15
ng de muestras (anticuerpo-TG6 y anticuerpo-TG17, o anticuerpo-TG6-AcLys-VC-PABC- 0101 y anticuerpo-TG6-
AcLys-VC-PABC-0101) en un TSKGEL® G3000SW (Columna de cromatografia de exclusion por tamafio Tosoh
Bioscience LLC, King of Prussia, PA) en un HPLC Agilent HP 1100 (Santa Clara, CA) y se corri6 a 0,5 ml/min con la
fase movil (KPi 170 mM; KCI; isopropanol 15%). Las muestras también se aplicaron a la columna HIC (Cromatografia
de Interaccion Hidréfoba) y mostraron una DAR (relacion de anticuerpo y farmaco) similar para las etiquetas TG6 y
TG17, asi como en espectrometria de masas. Figuras 4A-4B y 5A-5B. Para HIC, se cargaron 20 ug de conjugado de
farmaco y anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo que lleva etiqueta TG6 o TG17 y conjugado con AcLys-VC-PABC-0101)
en sulfato de amonio 0,75 M en una columna TSKGEL® Butyl-NPR (Tosoh Bioscience, King of Prusia, PA) en un
HPLC Agilent HP 1100 (Santa Clara, CA). El tampdn de fase movil A fue sulfato de amonio 1,5 M y fosfato de potasio
50 mM a pH = 7,0; el tampon B fue fosfato de potasio 50 mM e isopropanol 20% a pH = 7,0. La corrida se realiz6 a
0,8 ml/min con un gradiente lineal de 35 minutos 0-100% B. Para la espectrometria de masas (MS), antes del analisis
de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC/MS), los conjugados de anticuerpo-farmaco se desglicosilaron
con PNGasa F (NEB, cat# P0704L) en condiciones no desnaturalizantes a 37 °C durante la noche. Los ADC (500 ng)
se cargaron en una columna de fase inversa (Michrom-Bruker, Auburn, CA). El analisis LS/MS se realizé usando el
sistema HPLC Agilent serie 1100 acoplado a un espectrémetro de masas Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). Los espectros de masas resultantes se deconvolucionaron usando el software ProMass (Thermo Fisher
Scientific). Estos resultados demuestran que las nuevas etiquetas de glutamina (por ejemplo, TG17) tienen
caracteristicas biofisicas similares a las de la etiqueta TG6.
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Eficacia In vitro en lineas celulares BxPC3 y OVCARS3

Ambos conjugados de anticuerpos (Anticuerpo-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 o Anticuerpo-TG17-AcLys-VC-PABC-
0101) también se analizaron para determinar la eficacia in vitro en las lineas celulares BxPC3 y OVCARS3 para
determinar la citotoxicidad, y los valores de IC50 obtenidos fueron comparables. Ver Tabla 2 y Figuras 6A-6B. Mas
especificamente, las células BxPC3 y OVCAR3 a 2000 y 3000 células/pocillo, respectivamente, se diluyeron en 100
pl de medio de crecimiento (DMEM sin suero, Cellgro Mediatech, Manassas, VA). Al dia siguiente, se afiadieron 25 pl
de cinco veces de ADC (en DMEM libre de suero). Los ensayos CelltiterGlo (Promega, Madison, WI) se realizaron 4
dias después del tratamiento. Las células se afiadieron con reactivo diluido 1: 1 después de la eliminacién del medio.
Las placas se leyeron en el lector de placas MSpectraMax M5 (Molecular Devices, Downingtown, PA).).

Tabla 2
BxPC3 OVCAR3
Conjugado DAR | Ab-IC50 (ug/ml) | Ab-IC50 (nM) | Ab-IC50 (ug/ml) | Ab-IC50 (nM)
Ab-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 | 2,00 0,164 1,093 0,010 0,068
Ab-TG17-AcLys-VC-PABC- 0101 2,00 0,257 1,715 0,008 0,051
Log (inhibidor) versus respuesta normalizada — varias pendientes

Estos resultados demuestran que el anticuerpo-TG6-AcLys-VC-PABC-0101 y anticuerpo-TG17-AcLys-VC-PABC-
0101 tienen una eficacia in vitro similar en las lineas celulares BxPC3 y OVCARS3 para la citotoxicidad.

Eficacia in vivo en modelo de xenoinjerto Pan0123

Los estudios de eficacia in vivo de los conjugados de anticuerpos se realizaron con tumores de xenoinjerto Pancreatic
Pan0123 PDX que expresan anticuerpos. Se implantaron fragmentos tumorales de 2x2x2 mm? por via subcutanea en
ratones SCID (inmunodeficiencia combinada severa) de 5-8 semanas hasta que el tamafio del tumor alcanzé al menos
300 mm3. El conjugado de anticuerpos de control y los conjugados de anticuerpos dirigidos a Trop-2 (Ab-TG6-AcLys-
VC-PABC-0101 y Ab-TG17-AcLys-VC-PABC-0101) se administraron a los ratones SCID en a razén de 1,5 mg/kg
como inyeccion en bolo de dosis Unica inyeccion a través de la vena de la cola. Todos los animales experimentales
fueron controlados por cambios de peso corporal semanalmente. El volumen del tumor se midié una vez por semana
mediante un dispositivo Caliper y se calculd con la siguiente férmula: Volumen del tumor = (largo x ancho?)/2. El
volumen del tumor y el peso corporal se controlaron hasta 80 dias después de la implantacion del tumor. Estos
resultados demuestran que el conjugado de anticuerpos que tiene la etiqueta TG17 tuvo una actividad similar en
comparacion con el conjugado de anticuerpos que tiene la etiqueta TG6. Figuras 7A-7B.

Farmacocinética

La PK (farmacocinética) se probo adicionalmente mediante la inyeccion de ratas hembra con una dosis Gnica de AB-
TG6-AcLys-VC-PABC-0101 o AB-TG17-AcLys-VC-PABC-0101 (174-2) a 5 mg/kg.

Los animales eran 12 ratas hembra Sprague Dawley adultas aproximadamente a los 3 meses de edad. (Harlan,
Livermore, CA). Para los experimentos de PK y estabilidad plasmatica, los compuestos se administraron por via
intravenosa a través de la vena lateral de la cola, y se extrajeron muestras de la vena de la cola contralateral en los
puntos de tiempo apropiados, excepto para un sangrado terminal que se obtuvo mediante puncion cardiaca en ratas
adultas anestesiadas. Las muestras de un grupo de ratas se procesaron para suero mientras que las muestras de un
grupo separado de ratas se procesaron para plasma. Ambos tipos de muestra se almacenaron congelados a -80 °C
hasta el analisis.

Se recogi6 suero en 8 puntos de tiempo hasta 14 dias con 3 ratas por grupo. El ELISA (Ensayo de inmunosorbancia
ligado a enzimas) se realizé para medir el anticuerpo total y el conjugado de anticuerpos en plasma segun lo descrito
por Strop et al. Chem Biol. 20 (2): 161-167 (2013). Los resultados fueron similares para TG6 y TG17. Figura 8.

Ejemplo 4: la mutante Q295N en la cadena pesada del mAb elimina la conjugacion no deseada debido a
oligoelementos de anticuerpos aglicosilados expresados durante la expresion del mAb

Ademas de la conjugacion del anticuerpo y la carga util deseada en un sitio manipulado, una pequefa cantidad de
anticuerpo aglicosilado presente en el material de partida llevd a la conjugacion anticuerpo-farmaco en la posicion
Q295, lo que da como resultado aproximadamente 1.3% de conjugacion fuera del objetivo. Tal conjugacion fuera del
objetivo se puede eliminar mediante la mutante Q295N (Esquema de numeracion EU), que a su vez da como resultado
conjugados de anticuerpo-farmaco altamente homogéneos que son mejores que 99.8% especificos del sitio.
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Mas especificamente, la transglutaminasa puede reconocer Q295 en IgG aglicosiladas, y la conjugaciéon se puede
lograr en este sitio. Ver confirmacion MS/MS de conjugacion de AmMPEG6-MMAD con péptido triptico EEQ*YNSTYR
(SEQ ID NUM.: 15) en la Figura 9A. Cuando los anticuerpos se expresan en el sistema de expresion CHO o HEK293,
la mayoria de las proteinas producidas se glicosilan en la posicion N297. La presencia de glucanos en la posicion
N297 impide la conjugacion con Q295. Sin embargo, normalmente hay una pequefia fraccion de anticuerpos
aglicosilados que también se producen. Esta fraccion de anticuerpo aglicosilado contaminante, es la adecuada para
la conjugacion en la posicion Q295.

Para estimar la cantidad de esta conjugacion fuera del objetivo en el sitio Q295, el péptido estandar EEQ*RYNSTYR
conjugado (SEQ ID NUM.: 15) se enriquecié en una cantidad fija (2,5 mg) de digestos tripticos no conjugados de mAb1
HC (cadena pesada), y se gener6 una curva estandar para la cuantificacion. Usando el cromatograma de extraccion
de iones precursores, se estimo que el 1.3% del péptido Q295 inyectado total se conjugé con AmPEG6-MMAD (amino-
polietilenglicol-6 propionil monometil auristatina D) en la molécula de mAb1 HC asumiendo una eficiencia de digestion
de 100%. Figura 9B. Se creé una mutante puntual unica Q295N para anular la conjugacion no deseada. La huella
digital de la masa peptidica de la mutante Q295N revel6 solo conjugacion en el sitio de la etiqueta de glutamina
disefiado para las moléculas de cadena ligera y pesada de mAb1 sin sitios identificados adicionales
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Listado de secuencias

<110> Rinat Neuroscience Corp. STROP, Pavel
GALINDO CASAS, Meritxell FARIAS, Santiago Esteban
<120> CONJUGADOS DE POLIPEPTIDOS MANIPULADOS
<130> PC72025A

<150>US6/860757

<151> 2013-07-31

<160> 35

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 1

Leu Leu Gln Gly Ala

1
<210> 2
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética

<400> 2

Leu Leu Gln Gly Pro Gly Lys

1

<210> 3

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
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<400> 3
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Leu Leu Gln Pro Gly Lys
1 5

36



10

15

20

25

30

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 8

<210>9

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 9

<210> 10

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 10

<210> 11

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 11

1

Leu Leu Gln Gly Ala Pro Gly

1

Leu Leu Gln Gly Ala Pro

1

ES 2804 614 T3

37

5

Leu Leu Gln Gly Ala Pro Gly Lys
5

5



10

15

20

25

30

<210> 12

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 12

<210> 13

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética
<400> 13

<210> 14

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6).. (6)

<223>AoP

<400> 14

<210>15
<211>9
<212> PRT

ES 2804 614 T3

Leu Leu Gln Gly Pro Pro
1 5

Gly Gly Leu Leu Gln Gly Ala
1 5

Gly Gly Leu Leu Gln Gly Pro Pro
1 5

Leu Leu Gln Gly Pro Xaa
1 5

38



10

15

20

25

30

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética
<400> 16

<210> 17

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 17

<210> 18

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 18

<210> 19

Leu Ser Leu Ser Gln Gly

1

ES 2804 614 T3

Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg

5

Leu Leu Gln Gly Gly
1 5

Leu Leu Gln Gly
1

5

39



10

15

20

25

30

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 19

<210> 20

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 20

<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 21

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Gly Gly Leu Leu Gln Gly Gly

1

ES 2804 614 T3

5

Gly Leu Leu Gln Gly
1 5

Gly Ser Pro Leu Ala Gln Ser His Gly Gly

40



ES 2804 614 T3

<223> Construccion sintética

<400> 22
Gly Leu Leu Gln Gly Gly Gly
1 5

<210> 23

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 23
Gly Leu Leu Gln Gly Gly
1 5

<210> 24

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 24
Gly Leu Leu Gln
1

<210> 25

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

Leu Leu Gln Leu Leu Gln Gly Ala
1 5

41



10

15

20

25

30

<210> 26
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26

Leu Leu Gln Gly Ala
1 5

<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética
<400> 27

<210> 28

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 28

<210> 29

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 29

ES 2804 614 T3

Leu Leu Gln Tyr Gln Gly Ala
1 5

Leu Leu Gln Gly Ser Gly
1 5

Leu Leu Gln Tyr Gln Gly
1 5

42



10

15

20

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 30

<210> 31

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 31

<210> 32
<211>5
<212> PRT

ES 2804 614 T3

Leu Leu Gln Leu Leu Gln Gly

Ser Leu Leu Gln Gly
1 5

43



10

15

20

25

30

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

<210> 33

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 33

<210> 34

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética

<400> 34

<210> 35

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Construccion sintética
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

ES 2804 614 T3

Leu Leu Gln Leu Gln
1 5

Leu Leu Gln Leu Leu Gln
1 5

Leu Leu Gln Gly Arg
1 5

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> misc_feature

44



ES 2804 614 T3

<222> (4)..(4)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 35

Xaa Xaa Gln Xaa
1
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REIVINDICACIONES

Un conjugado de polipéptido manipulado que comprende la formula: polipéptido-T-A, en la que T es una
etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina manipulado en un sitio especifico, en la que A es un agente
donante de amina, en el que el agente donante de amina esta conjugado de manera especifica de sitio con la
etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina en un extremo terminal carboxilo en el polipéptido, en el
que el polipéptido es un polipéptido que contiene Fc, un polipéptido que contiene Fab, o un anticuerpo y en el
que la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina comprende una secuencia de aminoacidos
GGLLQGPP (SEQ ID NUM.:13).

El conjugado de polipéptido manipulado de la reivindicacién 1, en el que la etiqueta de donante de acilo que
contiene glutamina no es espacialmente adyacente a una Lys reactiva en el polipéptido.

El conjugado de polipéptido manipulado de la reivindicacion 1 o 2, en el que el polipéptido comprende una
modificacién de aminoacido en la ultima posicién de aminoacidos en el extremo terminal carboxilo.

El conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el conjugado
de polipéptido comprende una cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos de longitud completa en el que
la etiqueta de donante de acilo que contiene glutamina esta ubicada en el extremo terminal carboxilo de una
cadena pesada, una cadena ligera, o tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera.

El conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el polipéptido
comprende un anticuerpo, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo biespecifico, un
minicuerpo, un diacuerpo o un fragmento de anticuerpo, y en el que el anticuerpo puede ser una IgG.

El conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el agente
donante de amina comprende la férmula: X-Y-Z, en la que X es una unidad donante de amina; Y es un conector;
y Z es un resto de agente y en el que el conector de la unidad donante de amina (X-Y) esta seleccionado del
grupo que consiste en Ac-Lys-Gly, acido aminocaproico, Ac-Lys-B-Ala, amino-PEG2-C2, amino-PEG3-C2,
amino-PEG6-C2, Ac-Lys-Val-Cit-PABC, aminocaproil-Val-Cit-PABC, [(BR,5R)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, [(3S8,5S)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, putrescina, 2-aminoetoxi-PEG6, y Ac-Lys-
putrescina.

El conjugado de polipéptido manipulado de la reivindicacion 6, en el que el resto de agente es un agente
citotoxico, y el agente citotdxico puede estar seleccionado del grupo que consiste en antraciclina, una
auristatina, una camptotecina, una combretastatina, una dolastatina, una duocarmicina, un enediyne, una
geldanamicina, un dimero de indolino-benzodiazepina, una maitansina, una puromicina, un dimero de
pirrolobenzodiazepina, un taxano, un alcaloide de vinca, una tubulisina, una hemiasterlina, una espliceostatina,
una pladienolida, MMAD (Monometil Auristatina D) y 0101 (2-metilalanil-N-[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-{(2S)-2-
[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-{[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillamino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil-1-
oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida).

El conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en el que el agente
donante de amina esta seleccionado del grupo que consiste en Alexa 488 cadaverina, 5-FITC cadaverina,
Alexa 647 cadaverina, Alexa 350 cadaverina, 5- TAMRA cadaverina, 5-FAM cadaverina, SR101 cadaverina,
5,6-TAMRA cadaverina, 5-FAM lisina, Ac-LysGly- MMAD, amino-PEG3-C2-MMAD, amino-PEG6-C2-MMAD,
amino-PEG3-C2-amino-nonanoil-MMAD, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAD, amino-PEG-C2-Val-Cit-PABC-
MMAD, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-MMAD, aminocaproil-MMAD, Ac-Lys-3-Ala-MMAD, amino-PEG2-C2-MMAE,
aminocaproi-MMAE, amino-PEG3-C2-MMAE, aminocaproil-MMAF, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAE,
amino-PEG-6-C2-Val-Cit-PABC-MMAE, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-MMAE, aminocaproil-Val-Cit-PABC-MMAF,
amino-PEG-6-C2-Val-Cit-PABC-MMAF, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-MMAF, Ac-Lys-Val-Cit-PABC-0101, putrescinil-
geldanamicina, Ac-Lys-putrescinil-geldanamicina, aminocaproil-3377, aminocaproil-0131, aminocaproil-0121,
[(3R,5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidine-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC-MMAD, [(3R,5R)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanoil}piperidine-3,5-diil]bis-Val-Cit- PABC-MMAE, y 2-aminoetoxi-PEG6-NODAGA.

El conjugado de polipéptido manipulado de la reivindicacion 6, en el que el conector de la unidad donante de
amina (X-Y) es una unidad ramificada y el resto de agente comprende al menos aproximadamente 2 restos de
agente.

El conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de las reivindicaciones 4-9, que comprende una
sustitucion de aminoacidos de glutamina a asparagina en la posicion 295 (Q295N; esquema de numeracion
EU) del anticuerpo.

Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de polipéptido manipulado de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-10, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Un conjugado de polipéptido manipulado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, o una composicion
farmacéutica segun la reivindicacion 11, para su uso en el tratamiento del cancer o inhibicion del crecimiento
tumoral en un individuo necesitado de dicho tratamiento.

Un procedimiento de preparacion de un conjugado de polipéptido manipulado seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, que comprende las etapas de:

a) proporcionar una molécula de polipéptido-T manipulada que comprende el polipéptido y la etiqueta de
donante de acilo que contiene glutamina;

b) poner en contacto el agente donante de amina con la molécula de polipéptido-T manipulada en
presencia de una trans-glutaminasa; y

c) dejar que la molécula de polipéptido T manipulada se una de manera covalente al agente donante de
amina para formar el conjugado de polipéptido manipulado; y en el que la molécula de polipéptido-T
manipulada o polipéptido-T que contiene Fc es expresado en células CHO.

El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que

i. el conjugado de polipéptido manipulado tiene una eficiencia de conjugacion de al menos
aproximadamente 51%; y/o

ii. la transglutaminasa es una transglutaminasa microbiana, purificada o manipulada; y/o
iii. el polipéptido es polipéptido que contiene Fc o que contiene Fab.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 13-14, que ademas comprende una etapa de
purificacion, en el que el conjugado de polipéptido manipulado es purificado mediante una etapa de
cromatografia.
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FIG. 1D
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FIG. 2A
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FIG. 6A
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