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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "ANTI-
CORPOS DE CADEIA PESADA QUE SE LIGAM A CD22".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica a prioridade da data de depdsito do
Pedido de Patente Provisério n°® U.S. 62/609.759, depositado em sex-
ta-feira, 22 de dezembro de 2017, cuja divulgacao esta incorporada no
presente documento a titulo de referéncia em sua totalidade.
LISTAGEM DE SEQUENCIAS
[002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias
que foi enviada eletronicamente em formato ASCII e é incorporada ao
presente documento a titulo de referéncia, em sua totalidade. A dita
copia ASCII, criada em 7 de fevereiro de 2019, é nomeada TNO-0009-
WO_SL.txt e tem 80.329 bytes em tamanho.
CAMPO DA INVENGAO
[003] A presente invencao refere-se a anticorpos humanos de
cadeia pesada (por exemplo, UniAbs™) que se ligam a CD22. A in-
vencao se refere adicionalmente a métodos para fabricar tais anticor-
pos, composigdes, que incluem composi¢cdes farmacéuticas, que com-
preendem tais anticorpos, e seu uso para tratar disturbios de célula B
que sao caracterizados pela expressido de CD22.
FUNDAMENTOS DA INVENGAO
CD22
[004] CD22, também conhecido como SIGLEC-2 (UniProt
P20273), é um receptor de superficie celular que é expressado em cé-
lulas B maduras. CD22 contém multiplos dominios de Ig e € um mem-
bro da superfamilia de imunoglobulina. O dominio extracelular de
CD22 interage com porgdes quimicas de acido sidlico, incluindo aque-
las presentes na proteina de superficie celular CD45. CD22 é conside-
rado por funcionar como um receptor inibidor para sinalizacdo de re-

ceptor de célula B. Juntamente com CD20 e CD19, a expressao de
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célula B restrita de CD22 torna o mesmo um alvo atraente para o tra-
tamento terapéutico de malignidades de célula B. Os anticorpos mo-
noclonais especificos para CD22 foram descritos na literatura (por
exemplo, Jabbour, Elias, et al. "Monoclonal antibodies in acute lym-
phoblastic leukemia". Blood 125.26 (2015): 4010-4016) e tém sido
usados terapeuticamente como monoclonais padrao (por exemplo,
epratuzumab) assim como conjugados anticorpo-farmaco (inotuzumab
ozogamicina). Além disto, as células T receptoras de antigeno quimé-
rico anti-CD22 tém sido usadas na clinica para tratar leucemia (Fry,
Terry J., et al. "CD22-targeted CAR T cells induce remission in B-ALL
that is naive or resistant to CD19-targeted CAR immunotherapy". Natu-
re medicine (2017)).

ANTICORPOS DE CADEIA PESADA

[005] Num anticorpo de IgG convencional, a associacdo da ca-
deia pesada e cadeia leve ocorre devido, em parte, a uma interagao
hidrofébica entre a regido constante de cadeia leve e o dominio cons-
tante de CH1 da cadeia pesada. Ha residuos adicionais nas regides de
framework 2 (FR2) e framework 4 (FR4) de cadeia pesada que tam-
bém contribuem para esta interagcdo hidrofébica entre as cadeias pe-
sada e leve.

[006] Sabe-se, no entanto, que os soros de camelideos (subclas-
se Tylopoda que inclui camelos, dromedarios e lamas) contém um tipo
principal de anticorpos compostos apenas por cadeias H pareadas
(anticorpos somente de cadeia pesada ou UniAbs™). Os UniAbs™ de
Camelidae (Camelus dromedarius, Camelus bactrianus, Lama glama,
Lama guanaco, Lama alpaca e Lama vicugna) tém uma estrutura uni-
ca consistindo num unico dominio variavel (VHH), uma regido de do-
bradiga e dois dominios constantes (CH2 e CH3), que sdo altamente
homologos aos dominios CH2 e CH3 dos anticorpos classicos. Estes

UniAbs™ n&o possuem o primeiro dominio da regido constante (CH1)
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que esta presente no genoma, mas € separado durante o processa-
mento do mMRNA. A auséncia do dominio CH1 explica a auséncia da
cadeia leve nos UniAbs™, uma vez que este dominio é o local de an-
coragem para o dominio constante da cadeia leve. Tais UniAbs™ na-
turalmente evoluiram para conferir especificidade de ligagado a antige-
no e alta afinidade por trés CDRs a partir de anticorpos convencionais
ou fragmentos dos mesmos (Muyldermans, 2001; J Biotechnol
74:277-302; Revets et al., 2005; Expert Opin Biol Ther 5:111-124). Os
peixes cartilaginosos, como tubardes, também desenvolveram um tipo
distinto de imunoglobulina, designada como IgNAR, que & desprovida
das cadeias polipeptidicas leves e € composta inteiramente por cadei-
as pesadas. As moléculas IgNAR podem ser manipuladas por enge-
nharia molecular para produzir o dominio variavel de um unico polipep-
tideo de cadeia pesada (VNARs) (Nuttall et al. Eur. J. Biochem. 270,
3543-3554 (2003); Nuttall et al. Function and Bioinformatics 55, 187-
197 (2004); Dooley et al., Molecular Immunology 40, 25-33 (2003)).
[007] A capacidade dos anticorpos apenas de cadeia pesada,
desprovidos de cadeia leve, para se ligarem ao antigeno foi estabele-
cida na década de 1960 (Jaton et al. (1968) Biochemistry, 7, 4185-
4195). A imunoglobulina de cadeia pesada fisicamente separada da
cadeia leve reteve 80% da atividade de ligacdo ao antigeno em rela-
¢ao ao anticorpo tetramérico. Sitia et al. (1990) Cell, 60, 781-790 de-
monstraram que a remocao do dominio CH1 de um gene de camun-
dongo J rearranjado resulta na produgao de um anticorpo apenas de
cadeia pesada, desprovido de cadeia leve, em cultura de células de
mamifero. Os anticorpos produzidos retiveram a especificidade de li-
gacgao a VH e as fungdes efetoras.

[008] Os anticorpos de cadeia pesada com alta especificidade e
afinidade podem ser gerados contra uma variedade de antigenos atra-

vés da imunizacgdo (van der Linden, R. H., et al. Biochim. Biophys. Ac-
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ta. 1431, 37-46 (1999)) e a por¢ao VHH pode ser prontamente clonada
e expressa em levedura (Frenken, L. G. J., et al. J. Biotechnol. 78, 11-
21 (2000)). Seus niveis de expressao, solubilidade e estabilidade sao
significativamente maiores que aqueles dos fragmentos classicos
F(ab) ou Fv (Ghahroudi, M. A. et al. FEBS Lett. 414, 521-526 (1997)).
[009] Os camundongos em que o locus de cadeia leve (L) A
(lambda) e/ou os loci de cadeia L A e k (capa) foram funcionalmente
silenciados e os anticorpos produzidos por tais camundongos sao des-
critos nos documentos de Patente n°® U.S. 7.541.513 e 8.367.888. Pro-
ducao recombinante de anticorpos apenas de cadeia pesada em ca-
mundongos e ratos foi relatada, por exemplo, no documento n°
WO02006008548; na Publicacdo de Pedido de Patente n° U.S.
20100122358; Nguyen et al., 2003, Immunology; 109(1), 93-101;
Bruggemann et al., Crit. Rev. Immunol.; 2006, 26(5):377-390; e Zou et
al., 2007, J Exp Med; 204(13): 3271-3283. A producdo de ratos
knockout por meio de microinjecdes de embrides de nucleases de de-
do de zinco é descrita em Geurts et al., 2009, Science, 325(5939):433.
Os anticorpos apenas de cadeia pesada soluveis e roedores transgé-
nicos que compreendem um locus de cadeia pesada heterdlogo que
produz tais anticorpos sao descritos nos documentos de Patente n®
U.S. 8.883.150 e 9.365.655. As estruturas CAR-T que compreendem
anticorpos de dominio unico como dominio de ligacdo (alvejamento)
sao descritas, por exemplo, em Iri-Sofla et al., 2011, Experimental Cell
Research 317:2630-2641 e Jamnani et al., 2014, Biochim Biophys Ac-
ta, 1840:378-386.

SUMARIO DA INVENGCAO

[0010] Os aspectos da invencao se referem a anticorpos de cadeia
pesada, incluindo, mas sem limitagdo, UniAbs™, com afinidade de li-
gagao a CD22. Os aspectos adicionais da invengao se referem a mé-

todos para fabricar tais anticorpos, composi¢cdes que compreendem
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tais anticorpos e seu uso no tratamento de disturbios de célula B que
sao caracterizados pela expressao de CD22.

[0011] Em algumas modalidades, a anticorpo apenas de cadeia
pesada que se liga a CD22 compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada que compreende: (a) uma CDR1 que tem duas ou menos
substituicdes em qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 1 a 10; e/ou (b) uma CDR2 que tem duas ou menos
substituicdes em qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 11 a 17; e/ou (c) uma CDR3 que tem duas ou menos
substituicdes em qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 18 a 23. Em algumas modalidades, as sequéncias
CDR1, CDR2 e CDR3 estao presentes num framework humano. Em
algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia pesada com-
preende adicionalmente uma sequéncia de regido constante de cadeia
pesada na auséncia de uma sequéncia CH1.

[0012] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada compreende: (a) uma sequéncia de CDR1 selecionada a partir
do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 1 a 10; e/ou (b) uma sequéncia
de CDR2 selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:
11 a 17; e/ou (c) uma sequéncia de CDR3 selecionada a partir do gru-
po consistindo em SEQ ID NOs: 18 a 23. Em algumas modalidades,
um anticorpo apenas de cadeia pesada compreende: (a) uma sequén-
cia de CDR1 selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 1 a 10; e (b) uma sequéncia de CDR2 selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11 a 17; e (c) uma sequéncia de
CDRa3 selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 18 a
23.

[0013] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada compreende: (a) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1,
uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 11 e uma sequéncia de
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CDR3 de SEQ ID NO: 18; ou (b) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID
NO: 1, uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia
de CDR3 de SEQ ID NO: 19; ou (c) uma sequéncia de CDR1 de SEQ
ID NO: 1, uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequén-
cia de CDR3 de SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, um anti-
corpo apenas de cadeia pesada compreende uma regiao variavel de
cadeia pesada que tem pelo menos 95% de identidade de sequéncia
com qualquer uma das sequéncias das SEQ ID NOs: 24 a 84. Em al-
gumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia pesada compre-
ende uma sequéncia de regido variavel de cadeia pesada selecionada
a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 24 a 84. Em algumas
modalidades, um anticorpo apenas de cadeia pesada compreende
uma sequéncia de regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO:
24,
[0014] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada que se liga a CD22 compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada que compreende uma cadeia pesada variavel que compreende
(a) uma sequéncia de CDR1 da férmula:

G X1S1X2X3XsXs5XeY (SEQ ID NO: 85)
onde X1éDouG; X2éS, T,IlouN; X3éSouD; Xsé¢ G, SouN; Xs¢é
D, Gou S; e Xs €Y ouH;e (b) uma sequéncia de CDR2 da féormula:

X7 X8 Y X9 G X10 X11 (SEQ ID NO: 86)
onde X7élouV; XséYouH; XoeSouT; XoéA, VouS;eX1eT
ou A; e (c) uma sequéncia de CDR3 da férmula:

X12R X13D S S X14 WR S (SEQ ID NO: 87)
onde X12éT,AouK; Xi3éDouE;eXis2éNousS.
[0015] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada que se liga a CD22 compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada que compreende sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 num

framework de VH humano, em que as sequéncias de CDR sdo uma
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sequéncia que tém duas ou menos substituicdes numa sequéncia de
CDR selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:1 a
23.

[0016] Numa modalidade, o anticorpo apenas de cadeia pesada
compreende uma regiao variavel de cadeia pesada que compreende
sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 num framework de VH humano,
em que as sequéncias de CDR sao selecionadas do grupo que consis-
te em SEQ ID NOs:1 a 23.

[0017] Em algumas modalidades, a anticorpo apenas de cadeia
pesada que se liga a CD22 compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende: (a) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO:
1, uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 11 e uma sequéncia de
CDR3 de SEQ ID NO: 18; ou (b) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID
NO: 1, uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia
de CDR3 de SEQ ID NO: 19; ou (c) uma sequéncia de CDR1 de SEQ
ID NO: 1, uma sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequén-
cia de CDR3 de SEQ ID NO: 20, num framework de VH humano.
[0018] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada € multiespecifico. Em algumas modalidades, um anticorpo
apenas de cadeia pesada € biespecifico. Em algumas modalidades,
um anticorpo apenas de cadeia pesada tem afinidade de ligacdo com
duas proteinas de CD22 diferentes. Em algumas modalidades, um an-
ticorpo apenas de cadeia pesada tem afinidade de ligacdo a dois epi-
topos diferentes na mesma proteina de CD22. Em algumas modalida-
des, o anticorpo apenas de cadeia pesada tem afinidade de ligagao
com uma célula efetora. Em algumas modalidades, um anticorpo ape-
nas de cadeia pesada tem afinidade de ligagdo com um antigeno de
célula T. Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada tem afinidade de ligagcdo com CD3. Em algumas modalidades,

um anticorpo apenas de cadeia pesada esta num formato CAR-T.
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[0019] Os aspectos da invencao se referem a composi¢coes farma-
céuticas que compreendem um anticorpo apenas de cadeia pesada
descrito no presente documento.

[0020] Os aspectos da invencao se referem a métodos para o tra-
tamento de um disturbio de célula B caracterizado pela expressao de
CD22 que compreende administrar a um individuo com o dito disturbio
um anticorpo ou uma composicdo farmacéutica descrita no presente
documento. Em certos outros aspectos, a invencao se refere a usos de
um anticorpo descrito no presente documento, na preparacdo de um
medicamento para o tratamento de um disturbio de célula B caracteri-
zado pela expressao de CD22. Em ainda outros aspectos, a invengao
se refere a um anticorpo descrito no presente documento, para uso no
tratamento de um disturbio de célula B caracterizado pela expressao
de CD22. Em relagao a estes aspectos, e em algumas modalidades, o
disturbio é linfoma de célula B grande difusa (DLBCL). Em algumas
modalidades, o disturbio € linfoma ndo Hodgkin (NHL). Em algumas
modalidades, o disturbio é lupus eritematoso sistémico (SLE). Em al-
gumas modalidades, o disturbio € artrite reumatoide (RA). Em algumas
modalidades, o disturbio & esclerose multipla (MS).

[0021] Os aspectos da invencgao se referem a polinucleotideos que
codificam um anticorpo descrito no presente documento, vetores que
compreendem tais polinucleotideos e células que compreendem tais
vetores.

[0022] Os aspectos da invencao se referem a métodos para pro-
duzir um anticorpo descrito no presente documento que compreende
cultivar uma célula descrita no presente documento sob condigcdes
permissiveis para a expressao do anticorpo e isolar o anticorpo da cé-
lula.

[0023] Aspectos da invencéo se referem a métodos para fabricar

um anticorpo descrito no presente documento que compreendem imu-
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nizar um animal UniRat com CD22 e identificar sequéncias de cadeia
pesada de ligacdo de CD22.

[0024] Estes e outros aspectos serdao adicionalmente explicados
no restante da revelagao, incluindo os Exemplos.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

[0025] A Figura 1 mostra sequéncias de aminoacidos de CDR uni-
ca de anticorpo de cadeia pesada anti-CD22.

[0026] A Figura 2 mostra sequéncias de aminoacidos de dominio
variavel de anticorpo de cadeia pesada anti-CD22.

[0027] A Figura 3 mostra sequéncias de aminoacidos de CDRH1,
CDR2 e CDR3 de anticorpo de cadeia pesada anti-CD22.

[0028] A Figura 4 mostra atividades biologicas de anticorpo de ca-
deia pesada anti-CD22.

[0029] A Figura 5A é um grafico que representa a porcentagem de
lise especifica como uma funcdo de concentracdo de anticorpo para
células Daudi.

[0030] A Figura 5B é um gréfico que representa a porcentagem de
lise especifica como uma funcdo de concentragdo de anticorpo para
células Raji.

[0031] A Figura 5C é um grafico que representa a porcentagem de
lise especifica como uma funcdo de concentragdo de anticorpo para
celulas Ramos.

[0032] A Figura 5D é uma ilustracdo esquematica de um anti-
CD22 x anti-CD3 biespecifico de acordo com uma modalidade da in-
vengao.

[0033] A Figura 6 € uma série de graficos que mostra o titulo de
soro como uma funcao de diluicio.

DESCRIGAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERENCIAIS
[0034] A pratica da presente invengao vai empregar, a menos que

indicado o contrario, as técnicas convencionais de biologia molecular
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(incluindo técnicas de recombinagdo), microbiologia, biologia celular,
bioquimica e imunologia, as quais encontram-se dentro do estado da
técnica. Tais técnicas sdo descritas por completo na literatura, tal co-
mo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", segunda edi¢cao (Sam-
brook et al., 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait, ed., 1984);
"Animal Cell Culture" (R. |. Freshney, ed., 1987); "Methods in Enzymo-
logy" (Academic Press, Inc.); "Current Protocols in Molecular Biology"
(F. M. Ausubel et al., eds., 1987, e atualiza¢gdes perioddicas); "PCR: The
Polymerase Chain Reaction", (Mullis et al., ed., 1994); "A Practical
Guide to Molecular Cloning" (Perbal Bernard V., 1988); "Phage Dis-
play: A Laboratory Manual" (Barbas et al., 2001); Harlow, Lane e Har-
low, Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No. I,
Cold Spring Harbor Laboratory (1998); e Harlow e Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory; (1988).

[0035] Em que uma faixa de valores é fornecida, € compreendido
que cada valor interveniente, ao décimo da unidade do limite inferior, a
menos que o contexto dite claramente de outra forma, entre os limites
superior e inferior desta faixa e qualquer outro valor declarado ou in-
terveniente nesta faixa declarada € abrangido pela invencgéo. Os limi-
tes superior e inferior destas faixas menores poderem independente-
mente ser incluidos nas faixas menores também €& abrangido pela in-
vengao, sujeito a qualquer limite especificamente excluido na faixa in-
dicada. Nos casos em que a faixa mencionada inclui um ou ambos o0s
limites, as faixas que excluem um ou ambos destes limites incluidos
também estao incluidas na invengao.

[0036] Exceto onde indicado em contrario, os residuos de anticor-
pos no presente documento sdo numerados de acordo com o sistema
de numeracdo de Kabat (por exemplo, Kabat et al., Sequences of
Immunological Interest 52 Edi¢cao, Public Health Service, National Insti-
tutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).
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[0037] Na seguinte descrigdo, inumeros detalhes especificos sédo
apresentados para fornecer uma compreensao mais completa da pre-
sente invencao. No entanto, ficara evidente para aqueles versados na
técnica que a presente invencédo pode ser praticada sem um ou mais
destes detalhes especificos. Em outros casos, caracteristicas bem co-
nhecidas e procedimentos bem conhecidos por aqueles versados na
técnica n&o foram descritos a fim de ndo obscurecer a invengao.

[0038] Todas referéncias citadas ao longo da divulgagao, incluindo
pedidos de patente e publicacdes, estdo incorporadas ao presente do-
cumento a titulo de referéncia em sua totalidade.

I. DEFINICOES

[0039] O termo "compreender" significa que os elementos citados
sao necessarios na composicao/método/kit, mas outros elementos po-
dem ser incluidos para formar a composicao/meétodo/kit etc. dentro do
escopo da reivindicagao.

[0040] O termo "consistir essencialmente em" significa uma limita-
cao do escopo da composicao ou metodo descrito aos materiais ou
etapas especificadas que nao afetam substancialmente a caracteristi-
ca (ou caracteristicas) basica e nova da presente invencéo.

[0041] O termo "consistir em" significa a exclusdo da composigao,
meétodo ou kit de qualquer elemento, etapa ou ingrediente ndo especi-
ficado na reivindicacgao.

[0042] Os residuos de anticorpo no presente documento sdo enu-
merados de acordo com o sistema de numeracao Kabat e o sistema
de numeracao EU. O sistema de numeracido Kabat € geralmente usa-
do em referéncia a um residuo no dominio variavel (aproximadamente
residuos 1 a 113 da cadeia pesada) (por exemplo, Kabat et al., Se-
quences of Immunological Interest. 52 Edi¢cdo, Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). O "sistema de

numeracado EU" ou "indice EU" é geralmente usado ao se referir a um

Peticdo 870200076747, de 19/06/2020, pag. 20/176



12/50

residuo numa regidao constante de cadeia pesada de imunoglobulina
(por exemplo, o indice EU relatado em Kabat et al., supra). O "indice
EU como em Kabat" refere-se a numeracado de residuo do anticorpo
IgG1 EU humano. Exceto se estabelecido de outro modo no presente
documento, as referéncias aos numeros de residuos no dominio varia-
vel de anticorpos significam a numeragao de residuos pelo sistema de
numeragao de Kabat. Exceto se estabelecido de outro modo no pre-
sente documento, as referéncias aos numeros de residuos no dominio
constante de anticorpos significam a numeracgao de residuos pelo sis-
tema de numeracgao de EU.

[0043] O termo "anticorpo monoclonal", como usado neste docu-
mento, se refere a um anticorpo obtido a partir de uma populagao de
anticorpos substancialmente homogéneos, isto €, os anticorpos indivi-
duais que compreendem a populacdo sao idénticos exceto pelas mu-
tacbes de ocorréncia natural possiveis podem estar presentes em
quantidades menores. Os anticorpos monoclonais s&o altamente es-
pecificos, sendo diretamente contra a um sitio antigénico unico. Adici-
onalmente, em contraste com as preparagdes de anticorpo (policlonal)
convencionais que tipicamente incluem diferentes anticorpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal
€ dirigido contra um unico determinante no antigeno. Os anticorpos
monoclonais de acordo com a presente invenciao podem ser produzi-
dos pelo método de hibridoma primeiro descritos por Kohler et al.
(1975) Nature 256:495, e também podem ser feitos por meio de méto-
dos de producdo de proteina recombinante (consultar, por exemplo,
Patente n°® U.S. 4.816.567), por exemplo.

[0044] O termo "variavel", como usado em conexao com anticor-
pos, se refere ao fato de que certas por¢cdes dos dominios variaveis de
anticorpo se diferem extensivamente em sequéncia entre anticorpos e

sao usadas na ligacado e especificidade de cada anticorpo particular
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para seu antigeno particular. No entanto, a variabilidade n&o esta dis-
tribuida uniformemente pelos dominios variaveis de anticorpos. A
mesma esta concentrada em trés segmentos chamados regides hiper-
variaveis tanto nos dominios variaveis de cadeia leve como de cadeia
pesada. As porcdes mais altamente conservadas de dominios varia-
veis sdo chamadas regides de estrutura (FRs). Os dominios variaveis
de cadeias leves e pesadas nativas compreendem, cada um, quatro
FRs, que adotam amplamente uma configuragcdo B-folha, conectada
por trés regides hipervariaveis, que formam algas que conectam, e em
alguns casos, formam parte da estrutura de B-folha. As regides hiper-
variaveis em cada cadeia sdo mantidas em conjunto em estreita pro-
ximidade com as FRs e, com as regides hipervariaveis da outra ca-
deia, contribuem para a formagao do sitio de ligacdo ao antigeno de
anticorpos (consulte Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunolo-
gical Interest, 5% Edigdo Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Os dominios constantes ndo estao en-
volvidos diretamente na ligagado de um anticorpo a um antigeno, mas
exibem diversas fungdes efetoras, como a participacédo do anticorpo na
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC).

[0045] O termo "regido hipervariavel", quando usado no presente
documento, se refere aos residuos de aminoacido de um anticorpo
que sao responsaveis pela ligagao ao antigeno. A regiao hipervariavel
geralmente compreende residuos de aminoacidos de uma "regiao de-
terminante de complementaridade" ou "CDR" (por exemplo, residuos
31-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) no dominio variavel de cadeia
pesada; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
52 edicao, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethes-
da, MD. (1991)) e/ou aqueles residuos de uma "alca hipervariavel",
residuos 26-32 (H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3) no dominio variavel de
cadeia pesada; Chothia e Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Os
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residuos de "regido de framework" ou "FR" sdo aqueles residuos de
dominio variavel além dos residuos de regido hipervariavel conforme
definido no presente documento.

[0046] As designacdes de CDR exemplificativas s&o mostradas no
presente documento, no entanto, um versado na técnica entendera
que varias definicdbes das CDRs estdo comumente em uso, incluindo a
definigdo de Kabat (ver "Zhao et al. A germline knowledge based com-
putational approach for determining antibody complementarity determi-
ning regions". Mol Immunol. 2010;47:694—-700), que € com base na
variabilidade de sequéncia e € mais comumente usada. A definicdo de
Chothia € com base na localizacdo das regides de al¢a estruturais
(Chothia et al. "Conformations of immunoglobulin hypervariable re-
gions". Nature. 1989; 342:877—883). As definicdes de CDR alternativas
de interesse incluem, sem limitagdo, aquelas divulgadas por Hone-
gger, "Yet another numbering scheme for immunoglobulin variable do-
mains: an automatic modeling and analysis tool". J Mol Biol.
2001;309:657-670; Ofran et al. "Automated identification of comple-
mentarity determining regions (CDRs) reveals peculiar characteristics
of CDRs and B cell epitopes". J Immunol. 2008;181:6230-6235; Alma-
gro "ldentification of differences in the specificity-determining residues
of antibodies that recognize antigens of different size: implications for
the rational design of antibody repertoires". J Mol Recognit.
2004;17:132-143; e Padlanet al. "ldentification of specificity-
determining residues in antibodies". Faseb J. 1995;9:133-139, cada
uma destas esta especificamente incorporada a titulo de referéncia no
presente documento.

[0047] Os termos "anticorpo apenas de cadeia pesada", e "anti-
corpo de cadeia pesada" sdo usados de modo intercambiavel no pre-
sente documento e se referem, no sentido mais amplo, a anticorpos

desprovidos da cadeia leve de um anticorpo convencional. Os termos

Peticéo 870200076747, de 19/06/2020, pag. 23/176



15/50

incluem especificamente, sem limitacdo, anticorpos homodiméricos
que compreendem o dominio de ligagao ao antigeno VH e os dominios
constantes CH2 e CH3, na auséncia do dominio CH1; variantes funci-
onais (ligagcado ao antigeno) de tais anticorpos, variantes VH soluveis,
Ig-NAR que compreende um homodimero de um dominio variavel (V-
NAR) e cinco dominios constantes do tipo C (C-NAR) e fragmentos
funcionais dos mesmos; e anticorpos soluveis de dominio unico (sUni-
Dabs™). Numa modalidade, o anticorpo apenas de cadeia pesada ¢é
composto do dominio de ligacdo ao antigeno de regido variavel com-
posto da estrutura 1, CDR1, estrutura 2, CDR2, estrutura 3, CDR3, e
estrutura 4. Numa outra modalidade, o anticorpo apenas de cadeia pe-
sada é composto de um dominio de ligagdo ao antigeno, pelo menos
parte de uma regido de dobradi¢ca e dominios CH2 e CH3. Numa outra
modalidade, o anticorpo apenas de cadeia pesada é composto de um
dominio de ligacdo ao antigeno, pelo menos parte de uma regiao de
dobradica e um dominio CH2. Numa modalidade adicional, o anticorpo
apenas de cadeia pesada € composto de um dominio de ligagao ao
antigeno, pelo menos parte de uma regiao de dobradica e um dominio
CH3. Os anticorpos apenas de cadeia pesada em que o dominio CH2
e/ou CH3 estdo truncados também estao incluidos no presente docu-
mento. Numa modalidade adicional, a cadeia pesada é composta de
um dominio de ligagdo ao antigeno e pelo menos um dominio CH
(CH1, CH2, CH3 ou CH4), mas nenhuma regido de dobradica. O anti-
corpo apenas de cadeia pesada pode ser sob a forma de um dimero,
em que duas cadeias pesadas sdo ligadas umas as outras por dissul-
feto ou, de outro modo, covalentemente ou ndo covalentemente. O an-
ticorpo apenas da cadeia pesada pode pertencer a subclasse de IgG,
mas o0s anticorpos que pertencem a outras subclasses, como a sub-
classe IgM, IgA, IgD e IgE, também est&o incluidos no presente docu-

mento. Numa modalidade particular, o anticorpo de cadeia pesada é

Peticdo 870200076747, de 19/06/2020, pag. 24/176



16/50

do subtipo 1gG1, 1gG2, IgG3 ou 1gG4, em particular, o subtipo IgG1.
Numa modalidade, os anticorpos apenas de cadeia pesada no presen-
te documento sdo usados como um dominio de ligagcédo (alvejamento)
de um receptor de antigeno quimérico (CAR). A definicdo especifica-
mente inclui anticorpos humanos apenas de cadeia pesada produzidos
por ratos transgénicos de imunoglobulina humana (UniRat™), chama-
do UniAbs™. As regides variaveis (VH) de UniAbs™ s3o chamadas
UniDabs™ e sdo blocos de construgdo versateis que podem ser liga-
dos a regides Fc ou albumina de soro para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos inovadores com multiespecificidade, poténcia
aumentada e meia vida estendida. Uma vez que os UniAbs™ homo-
diméricos sdo desprovidos de uma cadeia leve e, desta forma, um
dominio VL, o antigeno & reconhecido por um unico dominio, isto &, o
dominio variavel da cadeia pesada de um anticorpo de cadeia pesada
(VH).

[0048] Os termos "CD22" e "agrupamento de diferenciacdo 22",
conforme usado no presente documento, se referem a uma molécula
que pertence a familia SIGLEC de lectinas, encontrada na superficie
de células B maduras, e a um menor grau em algumas células B ima-
turas. O termo "CD22" inclui uma proteina de CD22 de qualquer espé-
cie animal humana e ndo humana, e especificamente inclui CD22 hu-
mana assim como CD22 de mamiferos ndo humanos.

[0049] O termo "CD22 humana" como usado no presente docu-
mento inclui quaisquer variantes, isoformas e espécies homologas de
CD22 humana (UniProt P20273), independentemente de sua fonte ou
modo de preparagao. Assim, a "CD22 humana" inclui CD22 humana
naturalmente expressada por células e CD22 expressada em células
transfectadas com o gene de CD22 humana.

[0050] Os termos "anticorpo anti-CD22 apenas de cadeia pesada”,

"anticorpo de CD22 apenas de cadeia pesada", "anticorpo anti-CD22
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de cadeia pesada" e "anticorpo de CD22 de cadeia pesada" sao usa-
dos no presente documento de modo intercambiavel para fazer refe-
réncia a um anticorpo apenas de cadeia pesada como definido acima
no presente documento, que se liga de modo imunoespecifico a CD22,
incluindo CD22 humana, como definido acima no presente documento.
A defini¢ao inclui, sem limitagdo, anticorpos humanos de cadeia pesa-
da produzidos por animais transgénicos, como ratos transgénicos ou
camundongos transgénicos que expressam imunoglobulina humana,
incluindo UniRats™ produzindo anticorpos de UniAb™ anti-CD22 hu-
manos, como definido acima no presente documento.

[0051] A "porcentagem (%) de identidade de sequéncia de amino-
acidos" no que diz respeito a uma sequéncia de polipeptideos de refe-
réncia € definida como a porcentagem de residuos de aminoacidos
numa sequéncia candidata que sao idénticos aos residuos de aminoa-
cidos na sequéncia de polipeptideos de referéncia, apds alinhamento
das sequéncias e introducéo de intervalos, se necessario, para se al-
cangar a maxima identidade de percentagem de sequéncia, e nao
considerando quaisquer substituicbes conservativas como parte da
identidade de sequéncia. O alinhamento para propésitos de determi-
nagao da porcentagem de identidade de sequéncia de aminoacidos
pode ser alcancado de varios modos que estdo dentro da habilidade
na técnica, por exemplo, usando um software de computador comerci-
almente disponivel tal como o software BLAST, BLAST-2, ALIGN ou
Megalign (DNASTAR). Aqueles versados na técnica podem determinar
0s parametros apropriados para alinhar as sequéncias, incluindo
quaisquer algoritmos necessarios para alcangar o alinhamento maximo
ao longo do comprimento total das sequéncias sendo comparadas.
Para os propositos no presente documento, entretanto, a % de valores
de identidade de sequéncia de aminoacidos é gerada com o uso do

programa de computador de comparacao de sequéncias ALIGN-2.
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[0052] Um anticorpo "isolado" € um que foi identificado e separado
e/ou recuperado de um componente de seu ambiente natural. Os
componentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais
que interfeririam nos usos de diagndstico ou terapéuticos para o anti-
corpo, e podem incluir enzimas, horménios e outros solutos proteicos
ou nao proteicos. Em modalidades preferenciais, o anticorpo sera puri-
ficado (1) a mais de 95% em peso do anticorpo, conforme determinado
pelo método de Lowry e, mais preferencialmente, mais de 99% em pe-
S0, (2) a um grau suficiente para obter pelo menos 15 residuos de se-
quéncia de aminoacidos N-terminal ou interna através do uso de um
sequenciador de copo giratorio ou (3) a homogeneidade por SDS-
PAGE sob condi¢cdes de redugao ou ndo redug¢ao usando corante azul
de Coomassie ou, preferencialmente, prata. O anticorpo isolado inclui
o anticorpo in situ em células recombinantes visto que pelo menos um
componente do ambiente natural de anticorpo ndo estara presente.
Normalmente, no entanto, o anticorpo isolado sera preparado por pelo
menos uma etapa de purificagao.

[0053] Os anticorpos da invencéo incluem anticorpos multiespeci-
ficos. Os anticorpos multiespecificos possuem mais de uma especifici-
dade de ligacdo. O termo "multiespecifico” inclui especificamente "bi-
especifico" e "triespecifico”, bem como afinidades de ligagao especifi-
ca independentes de ordem superior, como especificidade poliepitdpi-
ca de ordem superior, bem como anticorpos tetravalentes e fragmen-
tos de anticorpos. Os anticorpos "multiespecificos" incluem especifi-
camente anticorpos que compreendem uma combinagao de diferentes
entidades de ligagédo, bem como anticorpos que compreendem mais
do que uma da mesma entidade de ligagcdo. Os termos "anticorpo mul-
tiespecifico", anticorpo multiespecifico apenas de cadeia pesada”, "an-
ticorpo de cadeia pesada multiespecifico" e "UniAb™ multiespecifico"

sdo usados no presente documento no sentido mais amplo e cobrem
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todos os anticorpos com mais de uma especificidade de ligagdo. Os
anticorpos anti-CD22 multiespecificos de cadeia pesada da presente
invencgao incluem especificamente anticorpos que se ligam de modo
imunoespecifico a mais de um epitopos sem sobreposicdo numa pro-
teina de CD22, como uma CD22 humana.

[0054] Um "epitopo" € o sitio sobre a superficie de uma molécula
de antigeno ao qual uma unica molécula de anticorpo se liga. Geral-
mente, um antigeno tem varios ou muitos epitopos diferentes e reage
com muitos anticorpos diferentes. O termo inclui especificamente epi-
topos lineares e epitopos conformacionais.

[0055] "Mapeamento de epitopo" € o processo de identificar os si-
tios de ligagado ou epitopos de anticorpos em seus antigenos-alvo. Os
epitopos de anticorpo podem ser epitopos lineares ou epitopos con-
formacionais. Os epitopos lineares sdo formados por uma sequéncia
continua de aminoacidos numa proteina. Os epitopos conformacionais
sao formados por aminoacidos que sido descontinuos na sequéncia
proteica, mas que sao reunidos apds o enovelamento da proteina em
sua estrutura tridimensional.

[0056] "Especificidade poliepitdépica" se refere a capacidade de se
ligar especificamente a dois ou mais epitopos diferentes no mesmo
alvo ou em alvo (ou alvos) diferente. Conforme observado acima, a
presente invencao inclui especificamente anticorpos de cadeia pesada
anti-CD22 com especificidades poliepitdpicas, isto €, anticorpos de ca-
deia pesada anti-CD22 que se liga a dois ou mais epitopos ndo sobre-
postos numa proteina de CD22, como um CD22 humano. O termo
"epitopo nao sobreposto (ou epitopos nédo sobrepostos)" ou "epitopo
nao competitivo (ou epitopos nao competitivos)" de um antigeno é de-
finido no presente documento para significar epitopo (ou epitopos) que
€ reconhecido por um membro de um par de anticorpos especificos de

antigeno, mas n&o o outro membro. Pares de anticorpos, ou regiao de
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ligagdo a antigeno que alvejam o mesmo antigeno num anticorpo mul-
tiespecifico, reconhecendo epitopos sem sobreposicdo ndo competem
pela ligacdo a tal antigeno e sdo capazes de ligarem tal antigeno si-
multaneamente.

[0057] Um anticorpo liga "essencialmente o mesmo epitopo” como
um anticorpo de referéncia, quando os dois anticorpos reconhecem
epitopos idénticos ou sobreponiveis estereoquimicamente. Os méto-
dos mais amplamente utilizados e rapidos para determinar se dois epi-
topos se ligam a epitopos idénticos ou estereotipados s&o ensaios de
competicdo, que podem ser configurados em todos os diferentes for-
matos, usando antigeno marcado ou anticorpo marcado. Normalmen-
te, o antigeno & imobilizado numa placa de 96 pocos e a capacidade
de anticorpos nao marcados para bloquear a ligagcao de anticorpos
marcados € medida usando marcadores radioativos ou enzimaticos.
[0058] O termo "valente", tal como aqui utilizado, refere-se a um
numero especificado de sitio de ligacdo numa molécula de anticorpo.
[0059] Um anticorpo "multivalente" tem dois ou mais sitios de liga-
cdo. Desta forma, os termos "bivalente", "trivalente" e "tetravalente" se
referem a presencga de dois sitios de ligagao, trés sitios de ligagéo e
quatro sitios de ligagao, respectivamente. Desta forma, um anticorpo
biespecifico de acordo com a invengao € pelo menos bivalente e pode
ser trivalente, tetravalente ou de outro modo multivalente.

[0060] Uma grande variedade de métodos e configuragdes protei-
cas é conhecida e usada para a preparacdo de anticorpos monoclo-
nais biespecificos (BsMAB), anticorpos triespecificos e similares.
[0061] O termo "molécula semelhante a anticorpo biespecifico de
trés cadeias" ou "TCA" é usado no presente documento para se referir
a moléculas semelhantes a anticorpo que compreendem, consistem
essencialmente em ou consistem em trés subunidades polipeptidicas,

duas das quais compreendem, consistem essencialmente em, ou con-
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sistem numa cadeia pesada e uma cadeia leve de um anticorpo mono-
clonal, ou fragmentos funcionais de ligagcdo ao antigeno de tais cadei-
as de anticorpo, que compreendem uma regiao de ligagcéo ao antigeno
e pelo menos um dominio CH. Este par de cadeia pesada/cadeia leve
tem especificidade de ligagcdo para um primeiro antigeno. A terceira
subunidade polipeptidica compreende, consiste essencialmente em ou
consiste hum anticorpo apenas de cadeia pesada que compreende
uma porgcao Fc que compreende dominios CH2 e/ou CH3 e/ou CH4,
na auséncia de um dominio CH1, e um dominio de ligagéo ao antigeno
que se liga a um epitopo de um segundo antigeno ou um epitopo dife-
rente do primeiro antigeno, em que tal dominio de ligacao é derivado
de ou tem identidade de sequéncia com a regiao variavel de uma ca-
deia pesada ou leve de anticorpo. Parte de tal regido variavel podem
ser codificadas por segmentos de gene de Vu e/ou Vi, segmentos de
gene D e Jn ou segmentos de gene de J.. A regiao variavel pode ser
codificada por segmentos de gene redispostos de VuDJH, VL.DJH, VhJL
ou Vi JL. Uma proteina TCA usa um anticorpo apenas de cadeia pesa-
da conforme definido acima no presente documento.

[0062] O termo "receptor de antigeno quimérico" ou "CAR" é usa-
do no presente documento no sentido mais amplo para se referir a um
receptor modificado geneticamente, que enxerta uma especificidade
de ligagcado desejada (por exemplo, a regido de ligagdo ao antigeno de
um anticorpo monoclonal ou outro ligando) e dominios de sinalizacdo
intracelular e de espalhamento de membrana. Tipicamente, o receptor
€ usado para enxertar a especificidade de um anticorpo monoclonal
numa célula T para criar um receptor de antigeno quimérico (CAR). (J
Natl Cancer Inst, 2015; 108(7):dvj439; e Jackson et al., Nature Revi-
ews Clinical Oncology, 2016; 13:370-383.)

[0063] O termo "anticorpo humano" é usado no presente docu-

mento para incluir anticorpos que tém regides variaveis e constantes
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derivadas de sequéncias de imunoglobulina de linha germinativa hu-
mana. Os anticorpos humanos no presente documento podem incluir
residuos de aminoacido n&o codificados por sequéncias de imunoglo-
bulina de linha germinativa humana, por exemplo, mutag¢des introduzi-
das por mutagénese aleatéria ou especifica de sitio in vitro ou por mu-
tacdo somatica in vivo. O termo "anticorpo humano" especificamente
inclui anticorpos apenas de cadeia pesada que tém sequéncias de re-
gido variavel de cadeia pesada humanas, produzidas por animais
transgénicos, como ratos transgénicos ou camundongos, em UniAbs™
particulares produzidos por UniRats™, como definido acima.

[0064] Por "anticorpo quimérico" ou "imunoglobulina quimérica"
entende-se uma molécula de imunoglobulina compreendendo sequén-
cias de aminoacidos de pelo menos dois loci de Ig diferentes, por
exemplo, um anticorpo transgénico compreendendo uma porgao codi-
ficada por um locus de Ig humana e uma porg¢ao codificada por um lo-
cus de Ig de rato. Os anticorpos quiméricos incluem anticorpos trans-
génicos com regides Fc ndo humanas ou regides Fc artificiais, e idioti-
pos humanos. Tais imunoglobulinas podem ser isoladas dos animais
da invencdo que foram modificados geneticamente para produzir tais
anticorpos quimeéricos.

[0065] Como usado no presente documento, o termo "célula efeto-
ra" se refere a uma célula imune que esta envolvida na fase efetora de
uma resposta imune, em oposicédo as fases cognitiva e de ativacédo de
uma resposta imune. Algumas células efetoras expressam receptores
de Fc especificos e executam fungcdes imunes especificas. Em algu-
mas modalidades, uma célula efetora como uma célula assassina na-
tural € capaz de induzir citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC). Por exemplo, monodcitos e macrofagos, que expressam FcR,
sao envolvidos em morte especifica de células-alvo e apresentacao de

antigenos a outros componentes do sistema imunoldgico, ou ligacéo a
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células que apresentam antigenos. Em algumas modalidades, uma
célula efetora pode realizar fagocitose de um antigeno-alvo ou célula-
alvo.

[0066] "Células efetoras humanas" s&o leucdcitos que expressam
receptores como receptores de célula T ou FcRs e realizam fungdes
efetoras. Preferencialmente, as células expressam pelo menos FcyRII|
e realizam a fungao efetora de ADCC. Os exemplos de leucocitos hu-
manos que mediam ADCC incluem células assassinas naturais (NK),
monacitos, células T citotoxicas e neutrofilos; com células NK sendo
preferenciais. As células efetoras podem ser isoladas a partir de uma
fonte nativa das mesmas, por exemplo, de sangue ou PBMCs, con-
forme descrito no presente documento.

[0067] O termo "célula imune" é usado no presente documento no
sentido mais amplo, incluindo, sem limitacdo, células de origem mie-
loide ou linfoide, por exemplo, linfécitos (como células B e células T
incluindo células T citoliticas (CTLs)), células assassinas, células as-
sassinas naturais (NK), macrofagos, mondcitos, eosindfilos, células
polimorfonucleares, como neutrodfilos, granulécitos, células de masto e
basdfilos.

[0068] As "fungdes efetoras" de anticorpo se referem aquelas ati-
vidades bioldgicas atribuiveis a regido Fc (uma regido Fc de sequéncia
nativa ou regido Fc variante de sequéncia de aminoacidos) de um an-
ticorpo. Os exemplos de funcdes efetoras de anticorpo incluem a liga-
cao de C1q, a citotoxicidade dependente de complemento; a ligagao
de receptor de Fc; a citotoxicidade mediata por célula dependente de
anticorpo (ADCC); a fagocitose; a regulacdo descendente de recepto-
res de superficie celular (por exemplo, receptor de célula B; BCR), etc.
[0069] "Citotoxicidade mediada por célula dependente de anticor-
po" e "ADCC" se referem a uma reacdo mediada por células na qual

células citotoxicas nao especificas que expressam receptores Fc
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(FcRs) (por exemplo, células Exterminadoras Naturais (NK), neutrdfilos
e macroéfagos) reconhecem anticorpo ligado numa célula-alvo e sub-
sequentemente causam lise da célula-alvo. As células primarias para
mediar ADCC, células NK, expressam FcyRIIl apenas, enquanto que
monaocitos expressam FcyRI, FcyRIl e FcyRIIl. A expressdo de FcR
em ceélulas hematopoiéticas € sumarizada na Tabela 3 na pagina 464
de Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Para avaliar
a atividade de ADCC de uma molécula de interesse, pode ser realiza-
do um ensaio ADCC in vitro, como aquele descrito na patente US n2
5.500.362 ou 5.821.337. As células efetoras uteis para tais ensaios
incluem células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e células
exterminadoras naturais (NK). Alternativa ou adicionalmente, a ativida-
de de ADCC da molécula de interesse pode ser avaliada in vivo, por
exemplo, num modelo animal, tal como aquele divulgado em Clynes et
al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

[0070] "Citotoxicidade dependente de complemento" ou "CDC" se
refere a capacidade de uma molécula para lisar um alvo na presenca
de complemento. A via de ativagdo de complemento € iniciada pela
ligacdo do primeiro componente do sistema complemento (C1qg) a uma
molécula (por exemplo, um anticorpo) complexada com um antigeno
cognato. Para avaliar a ativagdo de complemento, pode ser realizado
um ensaio de CDC, por exemplo, conforme descrito em Gazzano-
Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996), pode ser realiza-
do.

[0071] "Afinidade de ligacdo" se refere, de modo geral, a intensi-
dade do total de soma de interacdes nao covalentes entre um unico
sitio de ligacdo de uma molécula (por exemplo, um anticorpo) e seu
parceiro de ligacado (por exemplo, um antigeno). A ndo ser que indica-
do de outro modo, conforme usado no presente documento, "afinidade

de ligacao" se refere a afinidade de ligagao intrinseca que reflete uma
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interacdo a 1:1 entre membros de um par de ligagéo (por exemplo, an-
ticorpo e antigeno). A afinidade de uma molécula X com seu parceiro
Y pode geralmente ser representada pela constante de dissociagao
(Kd). Afinidade pode ser medida por métodos comuns conhecidos na
técnica. Os anticorpos de baixa afinidade geralmente se ligam ao anti-
geno lentamente e tendem a se dissociar prontamente, enquanto que
os anticorpos de alta afinidade geralmente se ligam ao antigeno mais
rapidamente e tendem a permanecer ligados.

[0072] Como usado aqui, a "Kd" ou "valor de Kd" se refere a uma
constante de dissociagcdo determinada por Interferometria BiolLayer,
usando um instrumento Octet QK384 (Fortebio Inc., Menlo Park, CA)
no modo cinético. Por exemplo, os sensores Fc anticamundongo séo
carregados com antigeno fundido a Fc de camundongo e, entdo, mer-
gulhados em pogos contendo anticorpos para medir as taxas de asso-
ciacdo dependentes de concentragdo (kon). As taxas de dissociagao
do anticorpo (koff) sdo medidas na etapa final, em que os sensores
sao mergulhados em pogos contendo apenas tampao. A Kd é a razao
de koff/kon. (Para mais detalhes ver Concepcion, J, et al., Comb Chem
High Throughput Screen, 12(8), 791-800, 2009).

[0073] Os termos "tratamento", "tratar" e similares sdo usados no
presente documento para significar, de modo geral, obter um efeito
farmacolégico e/ou fisiolégico desejado. O efeito pode ser profilatico
em termos de prevenir completa ou parcialmente uma doenca ou sin-
toma da mesma e/ou pode ser terapéutico em termos de cura parcial
ou completa para uma doenca e/ou efeito adverso atribuivel a doenca.
"Tratamento", como usado no presente documento, abrange qualquer
tratamento de uma doenga num mamifero e inclui: (a) a prevencgéo da
ocorréncia da doenga num sujeito que pode estar predisposto a doen-
¢a, mas ainda nao foi diagnosticado como tendo a mesma; (b) inibicao

da doenga, isto €, impedindo seu desenvolvimento; ou (c) alivio da do-
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enga, isto é, provocando a regressao da doenca. O agente terapéutico
pode ser administrado antes, durante ou apo6s o inicio da doencga ou
lesdo. O tratamento de doenga em curso, em que o tratamento estabi-
liza ou reduz os sistemas clinicos indesejaveis do paciente € de inte-
resse particular. Tal tratamento é desejavelmente realizado antes da
perda completa de funcido nos tecidos afetados. A terapia em questao
pode ser administrada durante o estagio sintomatico da doenca e, em
alguns casos, apos o estagio sintomatico da doenca.

[0074] Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" se destina a
uma quantidade de agente ativo que € necessario para conferir bene-
ficio terapéutico para um sujeito. Por exemplo, uma "quantidade tera-
peuticamente eficaz" € uma quantidade que induz, melhora ou de ou-
tro modo causa uma melhoria nos sintomas patologicos, progressao
da doenca ou condigdes fisiologicas associadas a uma doencga ou que
melhora a resisténcia a um disturbio.

[0075] Os termos "neoplasmos de célula B" ou "neoplasmos de
célula B maduros" no contexto da presente invencao incluem linfoma
linfocitico pequeno, linfoma prolimorfocitico de célula B, leucemia linfo-
citica crbnica de célula B, linfoma de célula de manto, linfoma de Bur-
kitt, linfoma folicular, linfoma de célula B grande difusa (DLBCL), mi-
eloma multiplo, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de zona marginal es-
plénica, neoplasmos de célula de plasma, como mieloma de célula de
plasma, plasmacitoma, doenca de deposicdo de imunoglobulina mo-
noclonal, doenca de cadeia pesada, linfoma de MALT, linfoma de célu-
la B marginal nodal, linfoma de célula B grande intravascular, linfoma
de efusdo primaria, granulomatose linfomatoide, linfoma ndo Hodgkins,
linfoma de Hodgkins, leucemia de célula capilar, linfoma de efuséo
primaria e linfoma ndo Hodgkins relacionado a AIDS.

[0076] Os termos "sujeito", "individuo" e "paciente" sdo usados in-

tercambiavelmente no presente documento para se referir a um mami-
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fero que é avaliado acerca do tratamento e/ou que é tratado. Numa
modalidade, o mamifero € um ser humano. Os termos "sujeito", "indi-
viduo" e "paciente" abrangem, sem limitag¢ao, individuos que tém can-
cer, individuos com doengas autoimunes, com infeccbes por patdge-
nos e similares. Os sujeitos podem ser humanos, mas também inclu-
em outros mamiferos, particularmente aqueles mamiferos uteis como
modelos de laboratério para doengas humanas, por exemplo, camun-
dongo, rato, etc.

[0077] O termo "formulacédo farmacéutica" se refere a uma prepa-
racao que esta em tal forma para permitir que a atividade bioldgica do
ingrediente ativo seja eficaz e que ndo contém nenhum componente
adicional que seja inaceitavelmente toxico a um individuo ao qual a
formulacao seria administrada. Tais formulacdes sao estéreis. Excipi-
entes "farmaceuticamente aceitaveis" (veiculos, aditivos) sdo aqueles
que podem ser razoavelmente administrados a um individuo mamifero
para fornecer uma dose eficaz do ingrediente ativo empregado.

[0078] Uma formulacao "estéril" & asséptica ou livre ou essencial-
mente livre de todos os micro-organismos vivos e seus esporos. Uma
formulagéo "congelada" é uma numa temperatura abaixo de 0°C.
[0079] Uma formulacdo "estavel" é uma na qual a proteina na
mesma retém, essencialmente, sua estabilidade fisica e/ou estabilida-
de quimica e/ou atividade biolégica mediante armazenamento. Prefe-
rencialmente, a formulagdo retém, essencialmente, sua estabilidade
fisica e quimica, bem como sua atividade biolégica mediante armaze-
namento. O periodo de armazenamento € geralmente selecionado
com base na vida util desejada da formulagado. Varias técnicas analiti-
cas para medir estabilidade de proteina estdo disponiveis na arte e
sao revisados em Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301. Vincent
Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) e Jones. A.
Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90) (1993), por exemplo. Estabilidade
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pode ser medida numa temperatura selecionada por um periodo de
tempo selecionado. Estabilidade pode ser avaliada qualitativa e/ou
quantitativamente numa variedade de maneiras diferentes, que inclu-
em avaliacdo de formacado de agregado (por exemplo, com o uso de
cromatografia de exclusdo de tamanho, medindo-se turbidez e/ou
através de inspecéo visual); avaliando-se heterogeneidade de carga
com o uso de cromatografia de troca catibnica, focalizacao isoelétrica
capilar de imagem (iclEF) ou eletroforese de zona capilar; analise de
sequéncia amino-terminal ou carboxi-terminal; analise espectrométrica
de massa; analise de SDS-PAGE para comparar anticorpo reduzido e
intacto; analise de mapa peptidico (por exemplo, triptico ou LYS-C);
avaliando-se a atividade biolégica ou fungéo de ligagéo ao antigeno do
anticorpo; etc. Instabilidade pode envolver qualquer um ou mais den-
tre: agregacdo, desamidacido (por exemplo, desamidacdo de Asn),
oxidagao (por exemplo, oxidacdo de Met), isomerizagédo (por exemplo,
isomerizacdo de Asp), clipagem/hidrélise/fragmentacédo (por exemplo,
fragmentacéo de regido de dobradiga), formacgéo de succinimida, ciste-
inas ndo pareadas, extensdo de N-terminal, processamento de C-
terminal, diferengas de glicosilagéo, etc.

Il. DESCRIGAO DETALHADA

ANTICORPOS ANTI-CD22

[0080] A presente invencado fornece uma familia de anticorpos
apenas de cadeia pesada proximamente relacionados que se ligam a
CD22 humano. Os anticorpos desta familia compreendem um conjunto
de sequéncias de CDR, conforme definido no presente documento, e
mostrado na Figura 1, e sdo exemplificados pelas sequéncias de regi-
ao variavel de cadeia pesada (VH) fornecidas de SEQ ID NOs: 24 a 84
apresentadas na Figura 2. As familias de anticorpos fornecem varios
beneficios que contribuem para utilidade como agente clinicamente

terapéutico (ou agentes clinicamente terapéuticos). Os anticorpos in-
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cluem membros com uma faixa de afinidades de ligagao, permitindo a
selecdo de uma sequéncia especifica com uma afinidade de ligacao
desejada.

[0081] Um anticorpo adequado pode ser selecionado a partir da-
queles fornecidos no presente documento para desenvolvimento e uso
terapéutico ou diferente, incluindo, sem limitacdo, o uso como um anti-
corpo biespecifico, por exemplo, conforme mostrado na Figura 5B, ou
anticorpo triespecifico, ou parte de uma estrutura CAR-T.

[0082] A determinacao da afinidade para uma proteina candidata
pode ser realizada usando métodos conhecidos na técnica, como me-
dicdes Biacore. Os membros da familia de anticorpos podem ter uma
afinidade para CD22 com uma Kd de cerca de 10® a cerca de 10",
incluindo, sem limitacdo: de cerca de 10 a cerca de 107'%; de cerca de
106 a cerca de 10; de cerca de 10 a cerca de 10%; de cerca de 108
a cerca de 10'""; de cerca de 10 a cerca de 10'°; de cerca de 108 a
cerca de 10°; de cerca de 10° a cerca de 10™'"; de cerca de 10 a cer-
ca de 107'%; ou qualquer valor dentro destas faixas. A selecdo de afini-
dade pode ser confirmada com uma avaliagao biolégica para modular,
por exemplo, o bloqueio, uma atividade biolégica de CD22, incluindo
ensaios in vitro, modelos pré-clinicos e ensaios clinicos, bem como a
avaliacéo de toxicidade potencial.

[0083] Membros da familia de anticorpo no presente documento
nao sao reativos de forma cruzada com a proteina de CD22 de maca-
co Cynomolgus, porém, podem ser modificados geneticamente para
fornecer reatividade cruzada com a proteina de CD22 de macaco
Cynomolgus, ou com o CD22 de qualquer outra espécie animal, se for
desejado.

[0084] A familia de anticorpos especificos de CD22 no presente
documento compreende um dominio de VH que compreende sequén-
cias de CDR1, CDR2 e CDR3 num framework de VH humano. As se-
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guéncias de CDR podem estar situadas, como um exemplo, na regiao
em torno dos residuos de aminoacidos 26-35; 53-59; e 98-117 para
CDR1, CDR2 e CDR3, respectivamente, das sequéncias de regiao va-
riavel exemplificativas fornecidas apresentadas na SEQ ID NOs: 24 a
84. Sera entendido por um individuo de habilidade comum na técnica
que as sequéncias de CDR podem estar em posicoes diferentes se for
selecionada uma sequéncia de estrutura diferente, embora geralmente
a ordem das sequéncias permaneca a mesma.
[0085] As sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 dos anticorpos an-
ti-CD22 da presente invencdo podem ser abrangidas pelas seguintes
férmulas estruturais, em que um X indica um aminoacido variavel, que
pode ser aminoacidos especificos conforme indicado abaixo.
CDR1

G X1S1X2X3X4X5XsY (SEQ ID NO: 85)
onde X1 éDouG;

X2é S, T,louN;

X3é SouD;

X4é G,SouN;

XséD,GouS;e

Xs €Y ou H.

CDR2

X7 X8 Y X9 G X10 X11 (SEQ ID NO: 86)
onde X7élouV;

XséYouH;

XoéSouT;

XwéA, VouS;e

X11eTouA.

CDR3

X12R X13D S S X14 WR S (SEQ ID NO: 87)
onde X12€T,AouKk;
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Xi3éDoukE;e

X1 éNouS.
[0086] As sequéncias representativas de CDR1, CDR2 e CDR3
sdo mostradas na Figura 1 e na Figura 3.
[0087] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada anti-CD22 da invencao compreende uma sequéncia de CDR1
de qualquer uma de SEQ ID NOs: 1 a 10. Numa modalidade particular,
a sequéncia de CDR1 é SEQ ID NO: 1.
[0088] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada anti-CD22 da invencdo compreende uma sequéncia de CDR2
de qualquer uma de SEQ ID NOs: 11 a 17. Numa modalidade particu-
lar, a sequéncia de CDR2 é SEQ ID NO: 11.
[0089] Em algumas modalidades, um anticorpo apenas de cadeia
pesada anti-CD22 da invencdo compreende uma sequéncia de CDR3
de qualquer uma de SEQ ID NOs: 18 a 23. Numa modalidade particu-
lar, a sequéncia de CDR2 & SEQ ID NO: 18.
[0090] Numa modalidade adicional, o anticorpo apenas de cadeia
pesada anti-CD22 da invengcdo compreende a sequéncia de CDR1 de
SEQ ID NO:1; a sequéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 11; e a sequén-
cia de CDR3 de SEQ ID NO: 18.
[0091] Em modalidades adicionais, um anticorpo apenas de cadeia
pesada anti-CD22 da invencdo compreende qualquer uma a partir das
sequéncias de aminoacidos de regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NOs: 24 a 84 (Figura 2).
[0092] Ainda numa modalidade adicional, um anticorpo apenas de
cadeia pesada anti-CD22 da presente invencdo compreende a se-
guéncia de regiado variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24.
[0093] Em algumas modalidades, uma sequéncia de CDR num
anticorpo apenas de cadeia pesada anti-CD22 da invengdo compreen-

de uma ou duas substituicdes de aminoacidos em relacdo a uma se-
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guéncia de CDR1, CDR2 e/ou CDR3 ou conjunto de sequéncias de
CDR1, CDR2 e CDR3 em qualquer uma de SEQ ID NOs:1 a 23 (FIG.
1). Em algumas modalidades, a dita substituicdo (ou substituicées) de
aminoacido € uma ou duas dentre as posi¢cdes de aminoacido 4 a 6 de
CDR1, e/ou uma ou duas dentre as posi¢coes de aminoacido 2,4 a 7
de CDR2, e/ou uma ou duas posicoes de aminoacido 5 e 12 de CDR3,
com relagéo as formulas fornecidas acima. Em algumas modalidades,
os anticorpos apenas de cadeia pesada anti-CD22 no presente docu-
mento compreenderdo uma sequéncia de regido variavel de cadeia
pesada com pelo menos cerca de 85% de identidade, pelo menos 90%
de identidade, pelo menos 95% de identidade, pelo menos 98% de
identidade, ou pelo menos 99% de identidade com qualquer uma das
sequéncias de regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NOs: 24 a
84 (mostrado na Figura 2).

[0094] Em algumas modalidades, os anticorpos biespecificos ou
multiespecificos sdo fornecidos, os quais podem ter qualquer uma das
configuragdes discutidas no presente documento, incluindo, sem limi-
tacdo, uma molécula do tipo anticorpo de trés cadeias biespecifico. Em
algumas modalidades, um anticorpo biespecifico pode compreender
pelo menos uma regido variavel de cadeia pesada que tem especifici-
dade de ligacédo para CD22, e pelo menos uma regido variavel de ca-
deia pesada que tem especificidade de ligagado para uma proteina dife-
rente de CD22. Em algumas modalidades, um anticorpo biespecifico
pode compreender um par de cadeia pesada/cadeia leve que tem es-
pecificidade de ligacdo para um primeiro antigeno, e uma cadeia pe-
sada de um anticorpo apenas de cadeia pesada, que compreende
uma por¢cao Fc que compreende dominios de CH2 e/ou CH3 e/ou
CH4, na auséncia de um dominio de CH1, e um dominio de ligacéo a
antigeno que se liga a um epitopo de um segundo antigeno ou um epi-

topo diferente do primeiro antigeno. Numa modalidade particular, um
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anticorpo biespecifico compreende um par de cadeia pesada/cadeia
leve que tem especificidade de ligacdo para um antigeno numa célula
efetora (por exemplo, uma proteina de CD3 numa célula T), e uma ca-
deia pesada de um anticorpo apenas de cadeia pesada que compre-
ende um dominio de ligagdo a antigeno que tem especificidade de Ii-
gacgao para CD22.

[0095] Em algumas modalidades, quando uma proteina da inven-
¢do é um anticorpo biespecifico, um brago do anticorpo (uma porg¢ao
quimica de ligagéo) é especifico para CD22 humano, enquanto o outro
brago pode ser especifico para células-alvo, antigenos associados a
tumor, antigenos-alvo, por exemplo, integrinas, etc., antigenos de pa-
tégeno, proteinas de ponto de verificagdo, e semelhantes. As células-
alvo incluem especificamente células de cancer, incluindo, sem limita-
¢cao, celulas de tumores hematoldgicos, por exemplo, tumores de célu-
la B, conforme discutido abaixo.

[0096] Diversos formatos de anticorpos biespecificos estdo dentro
do ambito da invencéo, incluindo, sem limitacao, polipeptideos de ca-
deia unica, polipeptideos de duas cadeias, polipeptideos de trés ca-
deias, polipeptideos de quatro cadeias e multiplos dos mesmos. Os
anticorpos biespecificos no presente documento incluem especifica-
mente anticorpos biespecificos de célula T que se ligam a CD22, o que
€ seletivamente expressado em células B maduras, e CD3 (anticorpos
anti-CD22 x anti-CD3). Tais anticorpos induzem ao exterminio media-
do por célula T potente de células que expressam CD22.
PREPARAGCAO DE ANTICORPOS DE CADEIA PESADA ANTI-CD22
[0097] Os anticorpos de cadeia pesada da presente invencao po-
dem ser preparados por métodos conhecidos na técnica. Numa moda-
lidade preferencial, os anticorpos de cadeia pesada no presente do-
cumento sdo produzidos por animais transgénicos, incluindo camun-

dongos e ratos transgénicos, preferencialmente ratos, em que os ge-
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nes de imunoglobulina enddgena sao submetidos a knockout ou desa-
bilitados. Numa modalidade preferencial, os anticorpos de cadeia pe-
sada no presente documento sdo produzidos em UniRat™. UniRat™
tém seus genes de imunoglobulina enddégena silenciados e usam uma
translocus de cadeia pesada de imunoglobulina humana para expres-
sar um repertorio diverso naturalmente otimizado de HCAbs totalmente
humanos. Embora loci de imunoglobulina endégena em ratos possam
ser submetidos a knockout ou silenciados usando uma variedade de
tecnologias, em UniRat™ a tecnologia de (endo)nuclease de dedo de
zinco (ZNF) foi usada para a desativar o J-locus de cadeia pesada de
rato endogena, locus de Ck de cadeia leve e locus de CA de cadeia
leve. Os construtos de ZNF para microinjegdo em odcitos podem pro-
duzir linhagens de knockout (KO) de IgH e IgL. Para detalhes consul-
tar, por exemplo, Geurts et al., 2009, Science 325:433. A caracteriza-
¢ao de ratos knockout de cadeia pesada de Ig foi relatada por Menoret
et al., 2010, Eur. J. Immunol. 40:2932-2941. As vantagens da tecnolo-
gia de ZNF sao que jungao de extremidade ndo homologa para silen-
ciar um gene ou locus por meio de delecdes até varios kb também po-
de fornecer um sitio-alvo para integragdo homéloga (Cui et al., 2011,
Nat Biotechnol 29:64-67). Os anticorpos humanos de cadeia pesada
produzidos em UniRat™ s3o chamados de UniAbs™ e podem ligar
epitopos que nao podem ser atacados com anticorpos convencionais.
Sua alta especificidade, afinidade e tamanho pequeno os torna ideais
para aplicacdes monoespecificas e poliespecificas.

[0098] Além dos UniAbs™, s3o especificamente incluidos no pre-
sente documento anticorpos apenas de cadeia pesada desprovidos do
framework e mutagdes de VHH de camelideo, e suas regides de VH
funcionais. Tais anticorpos apenas de cadeia pesada, por exemplo,
podem ser produzidos em ratos transgénicos ou camundongos que

compreendem loci de gene apenas de cadeia pesada totalmente hu-
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manos como descrito, por exemplo, no documento n°
WO02006/008548, mas outros mamiferos transgénicos, como coelho,
cobaia, rato também podem ser usados, ratos e camundongos sendo
preferenciais. Os anticorpos apenas de cadeia pesada, incluindo seus
fragmentos funcionais de VHH ou VH, também podem ser produzidos
por tecnologia de DNA recombinante, por expressao do acido nucleico
de codificacdo num hospedeiro eucariético ou procariético adequado,
incluindo, por exemplo, células de mamifero (por exemplo, células
CHO), E. coli ou levedura.

[0099] Os dominios de anticorpos apenas de cadeia pesada com-
binam vantagens de anticorpos e farmacos de molécula pequena: po-
dem ser monovalentes ou multivalentes; tém toxicidade baixa; e sdo
econdmicos para fabricar. Devido ao seu tamanho pequeno, estes
dominios sao faceis para administrar, incluindo administragdo oral ou
tépica, sao caracterizados por alta estabilidade, incluindo estabilidade
gastrointestinal; e sua meia vida pode ser adaptada ao uso desejado
ou indicacao. Além disto, dominios de VH e VHH de HCAbs podem ser
fabricados de uma forma econémica.

[00100] Numa modalidade particular, os anticorpos de cadeia pesa-
da da presente invengéo, incluindo UniAbs™ tém o residuo de amino-
acido nativo na primeira posi¢cdo da regido de FR4 (aminoacido posi-
¢éo 101 de acordo com o sistema de numeragado Kabat), substituido
por outro residuo de aminoacido, que € capaz de perturbar um em-
plastro hidrofébico exposto a superficie compreendendo ou associado
ao residuo de aminoacido nativo em tal posi¢céo. Tais emplastros hi-
drofébicos sdo normalmente enterrados na interface com a regiao
constante de cadeia leve de anticorpo, porém, se tornam expostos a
superficie em HCAbs e sao, pelo menos parcialmente, para a agrega-
¢ao indesejada e associagao de cadeia leve de HCAbs. O residuo de

aminoacido substituido preferencialmente € carregado, e mais prefe-
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rencialmente, é positivamente carregado, como lisina (Lys, K), arginina
(Arg, R) ou histidina (His, H), preferencialmente arginina (R). Numa
modalidade preferencial, os anticorpos apenas de cadeia pesada deri-
vados dos animais transgénicos contém uma mutagao de Trp para Arg
na posi¢cao 101. Os HCADbs resultantes preferencialmente tém alta afi-
nidade de ligagado a antigeno e solubilidade sob condigdes fisioldgicas
na auséncia de agregacao.

[00101] Como parte da presente invengao, os anticorpos de cadeia
pesada anti-CD22 de IgG humana com sequéncias unicas de animais
UniRat™ (UniAb™) foram identificados ligando-se a CD22 humano em
ensaios de ligagao de célula de proteina ELISA (dominio extracelular
CD22 recombinante). As sequéncias de regiao variavel de cadeia pe-
sada (VH) identificadas (consultar a Figura 2) sdo positivas para prote-
ina de CD22 humana que se liga e/ou para ligacao a células CD22+, e
sdo todas negativas para ligagao a células que nédo expressam CD22.
[00102] Os anticorpos descritos no presente documento se ligam a
linhagem celular Duadi de linfoma de Burkitt positivo para CD22
(ATCC® CCL-213™), e alguns sdo reativos de modo cruzado com a
proteina de CD22 de macaco Cynomolgus. Além disto, os mesmos
podem ser geneticamente modificados para fornecer a reatividade cru-
zada com a proteina de CD22 de qualquer espécie animal, se for de-
sejado.

[00103] Os anticorpos de cadeia pesada anti-CD22, como UniAbs™
no presente documento podem ter uma afinidade para CD22 com uma
Kd de cerca de 10 a cerca de 10", incluindo, sem limitag&o: de cerca
de 10 a cerca de 10'%; de cerca de 10 a cerca de 10°; de cerca de
10% a cerca de 108; de cerca de 10 a cerca de 10"'"; de cerca de 108
a cerca de 107'%; de cerca de 10® a cerca de 10 de cerca de 10° a
cerca de 10""; de cerca de 10° a cerca de 10'% ou qualquer valor

dentro destas faixas. A selecdo de afinidade pode ser confirmada com
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uma avaliagao biolégica para modular, por exemplo, o bloqueio, uma
atividade biologica de CD22, incluindo ensaios in vitro, modelos pré-
clinicos e ensaios clinicos, bem como a avaliagao de toxicidade poten-
cial.

[00104] Os anticorpos de cadeia pesada que se ligam a epitopos
sem sobreposicdo numa proteina de CD22, por exemplo, UniAbs™,
podem ser identificados por ensaios de ligacdo por competicdo, como
imunoensaios de ligagdo de enzima (ensaios ELISA) ou ensaios de
ligacdo competitiva citométrica de fluxo. Por exemplo, € possivel usar
a competicao entre anticorpos conhecidos que se ligam ao antigeno-
alvo e o anticorpo de interesse. Com o uso desta abordagem, é possi-
vel dividir um conjunto de anticorpos naqueles que competem com o
anticorpo de referéncia e aqueles que nao o fazem. Os anticorpos nao
competitivos sdo identificados como de ligagdo a um epitopo distinto
que nao se sobrepde ao epitopo ligado pelo anticorpo de referéncia.
Frequentemente, um anticorpo € imobilizado, o antigeno é ligado e um
segundo anticorpo, identificado (por exemplo, biotinilado), é testado
num ensaio ELISA quanto a capacidade de ligagdo ao antigeno captu-
rado. Isto pode ser realizado, ainda, com o uso de plataformas de res-
sonancia plasménica de superficie (SPR), incluindo ProteOn XPR36
(BioRad, Inc), Biacore 2000 e Biacore T200 (GE Healthcare Life Sci-
ences), e imageador MX96 SPR (lbis tecnologias B.V.), assim como
em plataformas de interferometria de biocamada, como Octet Red384
e Octet HTX (ForteBio, Pall Inc). Para detalhes adicionais, consultar os
exemplos no presente documento.

[00105] Tipicamente, um anticorpo "compete" com um anticorpo de
referéncia se causar cerca de 15 a 100% de redugao na ligagdo do
anticorpo de referéncia ao antigeno-alvo, como determinado por técni-
cas padrao, como pelos ensaios de ligagao por competicado descritos

acima. Em varias modalidades, a inibicao relativa € pelo menos cerca
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de 15%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo
menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de
40%, pelo menos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50% pelo me-
nos cerca de 55%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de
65%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo me-
nos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de
90%, pelo menos cerca de 95% ou mais.

COMPOSIGOES FARMACEUTICAS, USOS E METODOS DE TRA-
TAMENTO

[00106] E outro aspecto da presente invengdo fornecer composi-
¢cbes farmacéuticas que compreendem um ou mais anticorpos da pre-
sente invencdo em mistura por adicdo com um carreador farmaceuti-
camente aceitavel adequado. Os carreadores farmaceuticamente acei-
taveis, como usado no presente documento, sdo exemplificados, mas
nao limitados a adjuvantes, carreadores solidos, agua, tampdes ou ou-
tros carreadores usados na técnica para reter componentes terapéuti-
cos, ou combinacdes dos mesmos.

[00107] Numa modalidade, uma composicao farmacéutica compre-
ende um anticorpo de cadeia pesada (por exemplo, UniAb™) que se
liga a CD22. Em outra modalidade, uma composi¢do farmacéutica
compreende um anticorpo de cadeia pesada (por exemplo, UniAb™)
multiespecifico (incluindo biespecifico) com especificidade de ligagéo
por dois ou mais epitopos sem sobreposicdo numa proteina de CD22.
Numa modalidade preferencial, uma composi¢cao farmacéutica com-
preende um anticorpo de cadeia pesada (por exemplo, UniAb™) multi-
especifico (incluindo biespecifico) com especificidade de ligacdo a
CD22 e com especificidade de ligacdo a um alvo de ligagdo numa cé-
lula efetora (por exemplo, um alvo de ligacdo numa célula T, como, por
exemplo, uma proteina CD3 numa célula T).

[00108] A composicao farmacéutica dos anticorpos usados de
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acordo com a presente invencdo é preparada para armazenamento
mediante a mistura de proteinas que tém o grau de pureza desejado
com carreadores, excipientes ou estabilizantes farmaceuticamente
aceitaveis opcionais (ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences 162 edi¢cdo, Osol, A. Ed. (1980)), como sob a forma de formu-
lagdes liofilizadas ou solugcdes aquosas. Os carreadores, excipientes
ou estabilizantes aceitaveis sdo nio toxicos aos recebedores nas do-
sagens e concentragdes empregadas, e incluem tampdes, como fosfa-
to, citrato e outros acidos organicos; antioxidantes, incluindo acido as-
corbico e metionina; conservantes (como cloreto de octadecildimetil-
benzil amoénio; cloreto de hexametbnio; cloreto de benzalcénio, cloreto
de benzetdnio; fenol, alcool butilico ou benzilico; alquil parabenos, co-
mo metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular (menos
que cerca de 10 residuos); proteinas, como albumina sérica, gelatina
ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, como polivinilpirrolidona;
aminoacidos, como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina
ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos, inclu-
indo glicose, manose ou dextrinas; agentes quelantes, como EDTA,;
acucares, como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contraions
formadores de sal, como sddio; complexos de metal (por exemplo,
complexos de Zn-proteina); e/ou tensoativos ndo ibnicos, como
TWEEN™ PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG).

[00109] Composicoes farmacéuticas para administracdo parenteral
sao preferencialmente estéreis e substancialmente isotdnicas e fabri-
cadas sob as condi¢gdes de Boa Pratica de Fabricagdo (GMP). Com-
posicoes farmacéuticas podem ser fornecidas em forma de dosagem
unitaria (isto €, a dosagem para uma unica administracédo). A formula-
cdo depende da rota de administracao escolhida. Os anticorpos no

presente documento podem ser administrados através de injegao in-
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travenosa ou infusdo ou por via subcutanea. Para administracdo por
injecdo, os anticorpos no presente documento podem ser formulados
em solugdes aquosas, preferencialmente em tampdes fisiologicamente
compativeis para reduzir o desconforto no sitio de inje¢cdo. A solugao
pode conter carreadores, excipientes ou estabilizadores, conforme
abordado acima. Alternativamente, anticorpos podem estar em forma
liofilizada para constituicdo com um veiculo adequado, por exemplo,
agua isenta de pirdogeno estéril, antes do uso.

[00110] As formulagdes de anticorpo séo divulgadas, por exemplo,
na Patente n°® U.S. 9.034.324. Formulacdes similares podem ser usa-
das para os anticorpos de cadeia pesada, incluindo UniAbs™, da pre-
sente invencao. As formulagdes de anticorpo subcutaneas sao descri-
tas, por exemplo, nos documentos n° US20160355591 e
US20160166689.

METODOS DE USO

[00111] Os anticorpos anti-CD22 apenas de cadeia pesada, anti-
corpos multiespecificos e composi¢des farmacéuticas descritas no
presente documento podem ser usados para o tratamento de doencgas
e afeccdes caracterizadas pela expressao de CD22, incluindo, sem
limitacdo, as afecgdes e doencgas adicionalmente descritas no presente
documento. Aspectos da invencao também se referem a usos de um
anticorpo descrito no presente documento, na preparagcao de um me-
dicamento para o tratamento de um disturbio de célula B caracterizado
pela expressao de CD22. Aspectos da invengao também se referem a
um anticorpo descrito no presente documento para uso no tratamento
de um disturbio de célula B caracterizado pela expressido de CD22.
[00112] CD22 é uma proteina transmembranar de tipo | de 135 kDa
que é expressada em baixos niveis em pré-células B e células B ima-
turas, de modo maximo em células B maduras, e, finalmente, regulada

de modo decrescente em células de plasma. (Por exemplo, Walker et
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al., Immunology, Mar 2008; 123(3) 314 a 325). CD22 é fortemente ex-
pressado em células B foliculares (zonas de célula B primaria e se-
cundaria), de manto e de zona marginal, e foi relatado como presente
em 60% a 80% de amostras de pacientes com malignidades de célula
B (Alderson et al., Clin. Cancer Res 2009;15(3) 11 de fevereiro de
2009). Devido a esta expressao observada em varias malignidades
hematoldgicas, CD22 é um alvo promissor para produtos terapéuticos
a base de anticorpo.

[00113] Num aspecto, os anticorpos de cadeia pesada CD22 (por
exemplo, UniAbs™) e composi¢des farmacéuticas no presente docu-
mento podem ser usados para tratar malignidades hematolégicas ca-
racterizadas pela expressao de CD22, incluindo, sem limitacdo, linfo-
ma de célula B grande difusa (DLBCL), linfoma ndo Hodgkin, leucemia
linfocitica crénica de célula B (CLL), e leucemia linfoblasica aguda de
célula B (ALL).

[00114] Linfoma de célula B grande difusa (DLBCL ou DLBL) ¢é a
forma mais comum de linfoma ndo Hodgkin entre adultos (Blood 1997
89 (11): 3909-3918), com uma incidéncia anual estimada de 7 a 8 ca-
sos por 100000 pessoas por ano nos E.U.A. e no Reino Unido. O
mesmo é caracterizado como um cancer agressivo que pode surgir em
virtualmente qualquer parte do corpo. As causas de DLBCL nao sé&o
bem entendidas, e podem surgir de células B normais assim como
transformac&o maligna de outros tipos de células de linfoma ou leuce-
mia. As abordagens de tratamento envolvem geralmente quimioterapia
e radiacdo, e resultaram numa média de taxa de sobrevivéncia de cin-
co anos geral de aproximadamente 58% para adultos. Embora alguns
anticorpos monoclonais tenham se demonstrado promissores para tra-
tar DLBCL, a eficacia clinica consistente ainda ndo foi conclusivamen-
te demonstrada. Ha, portanto, uma grande necessidade por novas te-

rapias, incluindo imunoterapias, para DLBCL.
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[00115] Em outro aspecto, os anticorpos de cadeia pesada de
CD22 (por exemplo, UniAbs™) e composicdes farmacéuticas no pre-
sente documento podem ser usados para tratar disturbios autoimunes
caracterizados por células B patogénicas que expressam CD22, inclu-
indo, sem limitagado, lupus eritematoso sistémico (SLE), artrite reuma-
toide (RA), e esclerose multipla (MS).

[00116] As doses eficazes das composi¢cdes da presente invencao
para o tratamento da doencga variam dependendo de muitos fatores
diferentes que incluem meios de administragéo, local alvo, estado fisio-
l6gico do paciente, se o paciente € humano ou um animal, outros me-
dicamentos administrados, e se o tratamento é profilatico ou terapéuti-
co. Normalmente, o paciente € um ser humano, mas os mamiferos nao
humanos também podem ser tratados, por exemplo, animais de esti-
magado como caes, gatos, cavalos, etc., mamiferos de laborat6rio co-
mo coelhos, camundongos, ratos, etc. e similares. As dosagens de tra-
tamento podem ser tituladas para otimizar a seguranca e a eficacia.
[00117]  Os niveis de dosagem podem ser prontamente determina-
dos pelo médico normalmente qualificado e podem ser modificados
conforme necessario, por exemplo, conforme necessario para modifi-
car a resposta de um sujeito a terapia. A quantidade de ingrediente
ativo que pode ser combinada com os materiais carreadores para pro-
duzir uma forma de dosagem unica varia dependendo do hospedeiro
tratado e do modo especifico de administragcdo. As formas unitarias de
dosagem geralmente contém entre cerca de 1 mg a cerca de 500 mg
de um ingrediente ativo.

[00118] Em algumas modalidades, a dosagem terapéutica do agen-
te pode se situar na faixa de cerca de 0,0001 a 100 mg/kg, € mais
normalmente, 0,01 a 5 mg/kg, do peso corporal do hospedeiro. Por
exemplo, as dosagens podem ser de 1 mg/kg de peso corporal ou de

10 mg/kg de peso corporal ou dentro da faixa de 1 a 10 mg/kg. Um re-
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gime de tratamento exemplificativo implica administragcdo uma vez a
cada duas semanas ou uma vez por més ou uma vez a cada 3 a 6
meses. As entidades terapéuticas da presente invencao sao normal-
mente administradas em multiplas ocasides. Os intervalos entre as do-
sagens unicas podem ser semanais, mensais ou anuais. Os intervalos
também podem ser irregulares, conforme indicado pela medi¢ado de
niveis sanguineos da entidade terapéutica no paciente. Alternativa-
mente, as entidades terapéuticas da presente invencao podem ser
administradas como uma formulacéo de liberagdo prolongada, em cujo
caso € necessaria uma administragdo menos frequente. A dosagem e
frequéncia variam dependendo da meia-vida do polipeptideo no paci-
ente.

[00119] Tipicamente, as composi¢cdes sado preparadas como injeta-
veis, como solugcdes ou suspensdes liquidas; formas sélidas adequa-
das para a solucao em, ou suspensao em veiculos liquidos antes da
injecdo também podem ser preparadas. As composi¢des farmacéuti-
cas no presente documento sdo adequadas para administracao intra-
venosa ou subcutanea, diretamente ou apds reconstituicdo de compo-
sicdes solidas (por exemplo, liofilizadas). A preparagdo também ser
emulsionada ou encapsulada em lipossomas ou microparticulas, como
polilactideo, poliglicolideo ou copolimero para um efeito adjuvante me-
Ihorado, conforme discutido acima. Langer, Science 249: 1527, 1990 e
Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28: 97-119, 1997. Os agen-
tes desta invencdo podem ser administrados na forma de uma injecéo
de depdsito ou preparagao de implante que pode ser formulada de
modo que permita uma liberagao sustentada ou pulsatil do ingrediente
ativo. As composig¢des farmacéuticas sdo geralmente formuladas como
estéreis, substancialmente isotbnicas e em total conformidade com
todos os regulamentos das Boas Praticas de Fabricagdo (GMP) da

Administragao de Alimentos e Drogas dos Estados Unidos.
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[00120] A toxicidade dos anticorpos e estruturas de anticorpo aqui
descritas pode ser determinada por procedimentos farmacéuticos pa-
drdo em culturas celulares ou animais experimentais, por exemplo,
mediante a determinacdo da LD50 (a dose letal para 50% da popula-
¢ao) ou da LD100 (a dose letal para 100% da populagéo). A razao de
dose entre efeito tdxico e terapéutico € o indice terapéutico. Os dados
obtidos a partir destes ensaios de cultura celular e estudos em animais
podem ser usados na formulagdo de uma faixa de dosagem que € nao
téxica para uso em seres humanos. A dosagem dos anticorpos descri-
tos no presente documento se situa, de preferéncia, dentro de uma
faixa de concentragdes circulantes que incluem a dose eficaz com
pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta
faixa, dependendo da forma de dosagem empregada e da via de ad-
ministracdo usada. A formulacdo, via de administracdo e dosagem
exata podem ser escolhidas pelo médico individual, tendo em vista a
condicdo do paciente.

[00121] As composi¢des para administragcao irdao compreender co-
mumente um anticorpo ou outro agente ablativo dissolvido num carre-
ador farmaceuticamente aceitavel, de preferéncia, um carreador aquo-
so. Uma variedade de carreadores aquosos pode ser usada, por
exemplo, solugédo salina tamponada e similares. Estas solugdes séo
estéreis e geralmente livres de matéria indesejavel. Estas composi-
cbes podem ser esterilizadas por técnicas de esterilizacdo convencio-
nais bem conhecidas. As composi¢des podem conter substancias au-
xiliares farmaceuticamente aceitaveis, conforme necessario, para
aproximar condigdes fisiolégicas como agentes tamponantes e de
ajuste do pH, agentes de ajuste de toxicidade e similares, por exem-
plo, acetato de sodio, cloreto de sédio, cloreto de potassio, cloreto de
calcio, lactato de sodio e similares. A concentragdo de agente ativo

nestas formulagcdes pode variar amplamente e sera selecionada prin-

Peticéo 870200076747, de 19/06/2020, pag. 53/176



45/50

cipalmente com base em volumes de fluido, viscosidades, peso corpo-
ral e similares de acordo com o modo particular de administragao sele-
cionado e as necessidades do paciente (por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Science (152 edi¢cdo, 1980) e Goodman & Gillman, The
Pharmacological Basis of Therapeutics (Hardman et al., eds., 1996)).
[00122] Também abrangidos pelo escopo da invencédo sao os kits
compreendendo os agentes ativos e formulacbes dos mesmos, da in-
vencao e instrucdes para uso. O kit pode ainda conter pelo menos um
reagente adicional, por exemplo, um farmaco quimioterapéutico, etc.
Os kits incluem tipicamente um rétulo que indica o uso pretendido do
conteudo do kit. O termo "rétulo”, conforme usado no presente docu-
mento, inclui qualquer material escrito ou gravado fornecido no ou com
um kit ou que, de outra forma, acompanha um Kit.

[00123] A invencdo agora sendo completamente descrita, ficara
evidente para um versado na técnica que varias alteragdes e modifica-
cdes podem ser feitas sem se afastar do espirito ou escopo da inven-
cao.

EXEMPLOS

MATERIAIS E METODOS

LIGAGCAO DE PROTEINA DE CD22

[00124] Os experimentos cinéticos para determinar as afinidades
antigeno-anticorpo foram realizados no sistema Octet QK-384 (Forte-
Bio) com o uso de interferometria de biocamada. Biossensores de
Captura de Fc de IgG anti-humana (AHC) (Forte Bio, n° de Parte: 18-
5064) foram hidratados em tampao de ensaio (1x PBS, 0,1% BSA,
0,02% de Tween-20, pH 7,2) e pré-condicionados em 100 mM de Gli-
cina, pH 1,5. Uma linha de base foi estabelecida no tampao de ensaio
por 120 segundos. Os biossensores de AHC foram, entédo, imobiliza-
dos com UniAbs™ a uma concentragdo de 5 pug/ml por 120 segundos.

Outra linha de base (120 segundos) foi estabelecida no tamp&o de en-
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saio. Em seguida, os mesmos foram, entdo, imersos numa série de
diluicdo de 1:2 de 7 pontos da proteina de CD22 humana no tampéao
de ensaio, a partir de 250 nM. O ultimo pocgo da coluna de analito con-
tinha apenas tampao de ensaio para testar quanto a ligacido ndo espe-
cifica entre o tampao e os biossensores carregados, e foi usado como
um pogo de referéncia. A associagao foi observada por 600 segundos,
seguida pela dissociagao por 900 segundos. A analise de dados foi
realizada com o uso de Octet Data Analysis v9.0 (ForteBio). A cinética
de ligagéo foi analisada com o uso de um modelo de ligagdo de 1:1
padrio.

LIGAGAO DE CELULA DE CD22

[00125] A ligagdo as células positivas para CD22 foi avaliada por
citometria de fluxo (Guava easiCyte 8HT, EMD Millipore) usando a li-
nhagem celular Daudi (ATCC). Brevemente, 100000 células-alvo fo-
ram manchadas com uma série de diluicdo de UniAbs™ purificados
por 30 minutos a 4°C. Apds a incubacao, as células foram lavadas du-
as vezes com tampéo de citometria de fluxo (1X PBS, 1% BSA, 0,1%
de NaN3) e manchadas com IgG anti-humana de F(ab’). de cabra con-
jugada a R-ficoeritrina (PE) (Southern Biotech, n? de cat. 2042-09) pa-
ra detectar anticorpos ligados a célula. Apés uma incubagéo de 20 mi-
nutos a 4°C, as células foram lavadas duas vezes com tampao de ci-
tometria de fluxo e, entdo, a intensidade de fluorescéncia média (MFI)
foi medida por citometria de fluxo. Os valores de EC50 foram calcula-
dos usando GraphPad Prism 7. A ligagdo as células positivas para
CD22 cinomolgo foi determinada usando o mesmo protocolo com as
seguintes modificagdes: as células-alvo foram de células CHO esta-
velmente transfectadas para expressar o dominio extracelular de
CD22 cinomolgo e cada anticorpo foi testado a uma unica concentra-
¢éao (~1,7 ug/ml) de modo que os valores de EC50 ndo tenham sido

calculados.
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EXEMPLO 1: RATOS GENETICAMENTE MODIFICADOS QUE EX-
PRESSAM ANTICORPOS APENAS DE CADEIA PESADA

[00126] Um locus de IgH 'humana-rato' foi construido e montado em
varias partes. Isto envolveu a modificagao e juncao de genes de regiao
C de rato a jusante de Jss humano e subsequentemente, a adi¢ao a
montante da regido de segmento de V6 —D-humano. Dois BACs com
agrupamentos separados de genes de V4 humanos [BAC6 e BAC3]
foram, entdo, coinjetados com o BAC denominado Georg, codificando
a regiao montada e modificada compreendendo V.6 humano, todos os
Ds, todos Jus e C©2a/1/2b (®Cx1) de rato modificado.

[00127] Foram gerados ratos transgénicos que carregam loci de
imunoglobulina de cadeia pesada artificial em configuragdo nao rear-
ranjada. Os genes 1gG2a(ACu1)., 1IgG1(ACu1)., 1gG2b(ACH1) genes
eram desprovidos do segmento Cu1. Os genes de regido constante
IgE, IgA e intensificador 3’ foram incluidos em Georg BAC. RT-PCR e
andlise de soro (ELISA) de ratos transgénicos revelaram rearranjo
produtivo de loci de imunoglobulina transgénica e expressao de anti-
corpos apenas de cadeia pesada de varios isotipos em soro. Os ratos
transgénicos foram cruzados com ratos com loci de cadeia pesada e
cadeia leve enddgenos mutados anteriormente descritos na publicacao
de patente US 2009/0098134 A1. A analise de tais animais demons-
trou inativacdo da expressao de cadeia pesada e leve de imunoglobu-
lina de rato e expressao de nivel alto de anticorpos de cadeia pesada
com regides variaveis codificadas pelos genes V, D e J humanos. A
imunizagao de ratos transgénicos resultou na producédo de respostas
sérias de alta titulagdo de anticorpos de cadeia pesada especificos de
antigeno. Estes ratos transgénicos que expressam anticorpos de ca-
deia pesada com uma regido VDJ humana foram denominados de
UniRats™.

EXEMPLO 2: IMUNIZAGAO
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IMUNIZAGAO COM DOMINIO EXTRACELULAR RECOMBINANTE
DE CD22.

[00128] Doze animais de UniRat (6 HC27, 6 HC28) foram imuniza-
dos com proteina de CD22 humano recombinante. Os animais foram
imunizados de acordo com o protocolo padrao usando um adjuvante
Titermax/Alhydrogel. O dominio extracelular recombinante de CD22 foi
adquirido junto a R&D Systems e foi diluido com solucéo salina esteri-
lizada e combinado com adjuvante. O imunégeno foi combinado com
adjuvantes Titermax e Alhydrogel. A primeira imunizagdo (priming)
com imundégeno em Titermax foi administrada nas pernas esquerda e
direita. As imunizag¢des de reforco subsequentes foram feitas na pre-
senca de Alhydrogel e trés dias antes da coleta foram realizados refor-
¢os com imunogenos em PBS. O soro foi coletado de ratos no san-
gramento final para determinar os titulos de soro.

RESULTADOS DE TiTULO DE SORO

[00129] As informacgdes de sumario de titulo de soro sdo mostradas
na Figura 6. Nos graficos representados na Figura 6, cada linha repre-
senta um animal individual. As legendas dos graficos mostram o nu-
mero de ID de cada animal individual. A atividade de ligagao para uma
série de diluicao de 8 pontos de soro foi testada por ELISA contra uma
proteina huCD22+Fc, etiqueta huCD22+His, proteina de etiqueta
CD22 rhesus+His e uma proteina fora de alvo de etiqueta His. Dentre
este grupo de animais, uma faixa de niveis de reatividade de soro tan-
to para a proteina de CD22 humana quanto de rhesus foi observada.
Uma resposta de soro a etiqueta de proteina His também foi observa-
da.

EXEMPLO 3: LIGAGAO A LINHAGENS CELULARES QUE EX-
PRESSAM CD22

[00130] A Figura 4 resume a atividade de ligacdo a alvo dos anti-

corpos apenas de cadeia pesada anti-CD22 descritos no presente do-
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cumento. A coluna 1 indica o numero de ID de clone do anticorpo ape-
nas de cadeia pesada anti-CD22. A coluna 2 indica a afinidade de li-
gagao a proteina (KD) medida em molaridade. A coluna 3 indica a
constante de dissociacao de ligagao a proteina (taxa K-off) medida em
segundos. A coluna 4 indica a ligagao a células Daudi medida como
vezes sobre sinal de MFI de fundo. A coluna 5 indica a ligagéo a célu-
las CHO que expressam de modo estavel CD22 cyno medida como
vezes sobre sinal de MFI de fundo. A coluna 6 indica a ligagéo a célu-
las CHO que nao expressam proteina CD22 medida como vezes sobre
sinal de MFI de fundo.

EXEMPLO 4: EXTERMINIO MEDIADO POR ANTICORPO BIESPE-
CiFICO DE CELULAS DE TUMOR HUMANO ATRAVES DE REDI-
RECIONAMENTO DE CELULAS T ATIVADAS

[00131] Trés linhagens celulares de tumor de linfoma de Burkitt po-
sitiva para CD22 diferentes (Daudi, Raji e Ramos) foram rotuladas com
corante e incubadas com quantidades crescentes de anticorpo biespe-
cifico na presenca de células T humanas pré-ativadas. O anticorpo bi-
especifico foi composto de um brago de ligacédo anti-CD3 pareado com
o dominio de ligagdo de VH anti-CD22, conforme representado es-
guematicamente na Figura 5D. O anticorpo de controle negativo incluiu
um dominio de ligagdo de VH que n&o se ligou a CD22. As células
K562 negativas para CD22 nao exibiram lise especifica (dados ndo
mostrados). Os dados de trés anticorpos biespecificos que incorporam
trés dominios de ligagdo apenas de cadeia pesada anti-CD22 diferen-
tes pareados com o mesmo dominio de ligacdo anti-CD3 sao mostra-
dos na Figura 5A, em comparagdo com um controle negativo, e de-
monstram exterminio mediado por anticorpo de células de tumor Daudi
positivas para CD22 através de redirecionamento de células T ativa-
das. Os dados de dois anticorpos biespecificos que incorporam o

mesmo dominio de ligacdo apenas de cadeia pesada anti-CD22 pare-
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ado com dois dominios de ligagado anti-CD3 diferentes sdo mostrados
na Figura 5B, em comparagdo com um controle negativo, e demons-
tram exterminio mediado por anticorpo de células de tumor Raji positi-
vas para CD22 através de redirecionamento de células T ativadas. Os
dados de dois anticorpos biespecificos que incorporam o0 mesmo do-
minio de ligagdo apenas de cadeia pesada anti-CD22 pareado com
dois dominios de ligagédo anti-CD3 diferentes sdo mostrados na Figura
5C, em comparagdo com um controle negativo, e demonstram exter-
minio mediado por anticorpo de células de tumor Ramos positivas para
CD22 através de redirecionamento de células T ativadas.

[00132] Embora modalidades preferenciais da presente invencéo
tenham sido mostradas e descritas no presente documento, sera 6bvio
para aqueles versados na técnica que tais modalidades sio fornecidas
a titulo de exemplo apenas. Diversas variagdes, alteracdes e substitui-
¢Oes ocorrerao agora para aqueles versados na técnica sem que se
afaste da invencdo. Deve-se entender que varias alternativas as mo-
dalidades da invencao descritas neste documento podem ser empre-
gadas na pratica da invencao. Pretende-se que as seguintes reivindi-
cacdes definam o escopo da invengao e que métodos e estruturas in-
seridos do escopo destas reivindicagdes e seus equivalentes estejam

cobertos deste modo.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo apenas de cadeia pesada que se liga a CD22,
caracterizado pelo fato de que compreende uma regiéo variavel de ca-
deia pesada que compreende:

(@) uma CDR1 que tem duas ou menos substituicdes em
qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 1 a 10;
elou

(b) uma CDR2 que tem duas ou menos substituicdes em
qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 11 a
17; elou

(c) uma CDR3 que tem duas ou menos substituicbes em
qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 18 a
23.

2. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacado 1, caracterizado pelo fato de que as ditas sequéncias de
CDR1, CDR2 e CDR3 estao presentes em um framework humano.

3. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacido 1, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente uma sequéncia de regidao constante de cadeia pesada na au-
séncia de uma sequéncia de CH1.

4. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 1 a 10; e/ou

(b) uma sequéncia de CDR2 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 11 a 17; e/ou

(c) uma sequéncia de CDR3 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 18 a 23.

5. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
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reivindicacao 4, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 1a 10; e

(b) uma sequéncia de CDR2 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 11 a 17; e

(c) uma sequéncia de CDR3 selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 18 a 23.

6. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacao 5, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
quéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 11 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 18; ou

(b) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
quéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 19; ou

(c) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
guéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 20.

7. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que tem pelo me-
nos 95% de identidade de sequéncia com qualquer uma das sequén-
cias de SEQ ID NOs: 24 a 84.

8. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que compreende uma se-
quéncia de regiao variavel de cadeia pesada selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 24 a 84.

9. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que compreende uma se-

quéncia de regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24.
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10. Anticorpo apenas de cadeia pesada que se liga a CD22,
caracterizado pelo fato de que compreende uma regiao variavel de ca-
deia pesada que compreende uma cadeia pesada variavel compreen-
dendo

(a) uma sequéncia de CDR1 da férmula:

G X1S1X2X3XsXs5XeY (SEQ ID NO: 85)
onde X1éDouG;

X2€S, T, louN;

X3 é SouD;

X4€ G,SouN;

XseéD,GousS;e

Xe€YouH;e

(b) uma sequéncia de CDR2 da férmula:

X7 Xs Y Xo G X10 X11 (SEQ ID NO: 86)
onde X7élouV;

Xs é Y ou H;

XoéSouT;

X1weA VousS;e

X11éTouA; e

(c) uma sequéncia de CDR3 da formula:

X12R X13D S S X14 WR S (SEQ ID NO: 87)
onde Xi2éT,AouKk;

Xi3éDouE;e

X1 éNouS.

11. Anticorpo apenas de cadeia pesada que se liga a CD22,
caracterizado pelo fato de que compreende uma regiéo variavel de ca-
deia pesada que compreende sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3
em um framework de VH humano, em que as sequéncias de CDR séo
uma sequéncia que tém duas ou menos substituicdes numa sequéncia

de CDR selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:1 a
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23.

12. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de que compreende uma re-
gido variavel de cadeia pesada que compreende sequéncias de CDR1,
CDR2 e CDR3 num framework de VH humano, em que as sequéncias
de CDR sé&o selecionadas a partir do grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 1 a 23.

13. Anticorpo apenas de cadeia pesada que se ligam a
CD22, caracterizado pelo fato de que compreende uma regiao variavel
de cadeia pesada compreendendo:

(a) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
guéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 11 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 18; ou

(b) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
guéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 19; ou

(c) uma sequéncia de CDR1 de SEQ ID NO: 1, uma se-
quéncia de CDR2 de SEQ ID NO: 12 e uma sequéncia de CDR3 de
SEQ ID NO: 20,

num framework de VH humano.

14. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 13, caracterizado pelo fato de
que é multiespecifico.

15. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacido 14, caracterizado pelo fato de que ¢é biespecifico.

16. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de que tem afinidade de liga-
¢do com duas proteinas de CD22 diferentes.

17. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que tem afinidade de liga-
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cao com dois epitopos diferentes na mesma proteina de CD22.

18. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicagdo 14, caracterizado pelo fato de que tem afinidade de liga-
¢do com uma célula efetora.

19. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicagdo 14, caracterizado pelo fato de que tem afinidade de liga-
¢do com um antigeno de célula T.

20. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com a
reivindicacdo 19, caracterizado pelo fato de que tem afinidade de liga-
cdo com CD3.

21. Anticorpo apenas de cadeia pesada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 20, caracterizado pelo fato de
que esta num formato de CAR-T.

22. Composi¢ao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo apenas de cadeia pesada, como defini-
do em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 21.

23. Método para o tratamento de um disturbio de célula B,
caracterizado pela expressao de CD22 que compreende administrar a
um individuo com o dito disturbio um anticorpo, como definido em
qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 21, ou uma composi¢cao farma-
céutica, como definida na reivindicagao 22.

24. Uso de um anticorpo, como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 21, caracterizado pelo fato de que € destinado a
preparacao de um medicamento para o tratamento de um disturbio de
célula B distinguido pela expressao de CD22.

25. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 21, caracterizado pelo uso no tratamento de um disturbio de
célula B distinguido pela expressao de CD22.

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-

cbes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que o disturbio é linfoma de
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célula B grande difusa (DLBCL).

27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que o disturbio é linfoma nao
Hodgkin (NHL).

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
codes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que o disturbio é Iupus erite-
matoso sistémico (SLE).

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que o disturbio € artrite reu-
matoide (RA).

30. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 23 a 25, caracterizado pelo fato de que o disturbio é esclerose
multipla (MS).

31. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica
um anticorpo, como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a
21.

32. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o po-
linucleotideo, como definido na reivindicacéo 31.

33. Célula, caracterizada pelo fato de que compreende o
vetor, como definido na reivindicacao 32.

34. Método para produzir um anticorpo, como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 21, caracterizado pelo fato de
que compreende cultivar uma célula, como definida na reivindicagao
33, sob condi¢des permissivas para expressao do anticorpo e isolar o
anticorpo da célula.

35. Método para fabricar anticorpo, como definido em qual-
quer uma das reivindicagcbes 1 a 21, caracterizado pelo fato de que
compreende imunizar um animal UniRat com CD22 e identificar se-

guéncias de cadeia pesada de ligagdo ao CD22.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ANTICORPOS DE CADEIA PESADA QUE SE
LIGAM A CD22".

A presente invencao refere-se a anticorpos de cadeia pe-
sada anti-CD22 (por exemplo, UniAbs™), juntamente com métodos
para fabricar tais anticorpos, composicdes, incluindo composi¢des
farmacéuticas que compreendem tais anticorpos, e seu uso para tratar
disturbios de célula B que sao caracterizados pela expressdo de
CD22.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

COFF71E43FEZ77DB 6

Campo 2

A9 5F 90143A38F378B

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: P247778 ListSeq.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 19/06/2020
- Hora de Geracao do Cdédigo: 14:46:54
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: COFF71E43FE77DB6
- Campo 2: A95F90143A38F37B
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