(21) R 112020008514-6 A2 |[[J[{{1IINNINITINITI
(22) Data do Depésito: 31/10/2018

Repblica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 20/10/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: ANTICORPOS ANTI-APOC3 E METODOS DE USO DOS MESMOS
(51) Int. Cl.: CO7K 16/18; A61K 39/00.

(30) Prioridade Unionista: 31/10/2017 US 62/579,449.

(71) Depositante(es): STATEN BIOTECHNOLOGY B.V..

(72) Inventor(es): PAUL DASILVA-JARDINE; HANS DE HAARD.

(86) Pedido PCT: PCT I1B2018058564 de 31/10/2018

(87) Publicacédo PCT: WO 2019/087115 de 09/05/2019

(85) Data da Fase Nacional: 29/04/2020

(57) Resumo: A presente divulgagao prové anticorpos que se ligam especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) e
antagonizam a fungdo de ApoC3. Também sao providas composicdes farmacéuticas compreendendo esses anticorpos, acidos
nucleicos que codificam esses anticorpos, vetores de expresséo e células hospedeiras para a preparagdo desses anticorpos, e
métodos de tratamento de um individuo usando esses anticorpos.

Figura 14

Captagio de VLDL

#+°2 p<0.0001

ng de VLDL/ mg de proteina

VLDL ApoC3 SESWT

Captagiio de VLDL

7% p<0.0001

ng de VLDL/ mg de proteina

vLDL ApoC3  5ESVH5_ VLS



1/150

ANTICORPOS ANTI-APOC3 E METODOS DE USO DOS MESMOS

PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio dos Pedidos
Provisérios U.S. 62/579.449, depositados em 31 de outubro de
2017, que sédo incorporados por referéncia nesse documento na
sua totalidade.
CAMPO

[002] A presente divulgacdo se refere a anticorpos que
se ligam especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano)

e métodos de uso dos mesmos.

ANTECEDENTES

[003] Niveis elevados de triglicerideos no sangue
(hipertrigliceridemia) sao um fator causal para
aterosclerose e aumentam o} risco de eventos

cardiovasculares, tais como, morte cardiovascular, angina,
infarto do miocardio e acidente vascular cerebral.

[004] ApoC3 é uma proteina que circula em
concentracdes muito altas (maiores que 10 uM) no sangue,
principalmente ligada a lipoproteina rica em triglicerideos
(TRL) , remanescentes de TRIL, e lipoproteina de alta
densidade. ApoC3 parece ser um importante regulador dos
niveis de triglicerideos no sangue. Por exemplo, demonstrou-
se que o0s niveis de ApoC3 em humanos se correlacionam
positivamente com os niveis de triglicerideos no sangue, com
niveis elevados de ApoC3 associados a hipertrigliceridemia.
Além disso, demonstrou-se que ApoC3 inibe a atividade da
lipoproteina lipase (uma enzima que hidrolisa triglicerideos
em TRL), e também inibe a captacgdo hepatica de remanescentes
de TRL, os quais causam elevacdo dos niveis sanguineos de

triglicerideos.
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[005] Varias terapias foram aprovadas para o)
tratamento da hipertrigliceridemia, tais como, fibratos,
niacina e &cidos graxos &mega-3. No entanto, essas terapias
sdo apenas modestamente eficazes na reducao dos
triglicerideos plasmaticos. Consequentemente, existe uma
necessidade na técnica de terapias melhoradas para reduzir
os triglicerideos plasmaticos.

SUMARIO

[006] A presente divulgacdo prové anticorpos que se
ligam especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) e
inibem a funcdo de ApoC3. Também s&o providas composicdes
farmacéuticas compreendendo esses anticorpos, acidos
nucleicos que codificam esses anticorpos, vetores de
expressdo e células hospedeiras para a preparacdo desses
anticorpos, e métodos de tratamento de um individuo usando
esses anticorpos.

[007] Em certas modalidades, os anticorpos anti-ApoC3
divulgados nesse documento podem atenuar a capacidade de
ApoC3 de inibir a captacdo de TRL por hepatdcitos e podem
causar uma diminuicdo rapida e prolongada nos niveis séricos
de ApoC3 e ApoB quando administrados a um individuo. Por
conseguinte, os anticorpos anti-ApoC3 divulgados sdo Uteis
para o tratamento e a prevencdo de hipertrigliceridemia e
doencas associadas (por exemplo, doenca cardiovascular e
pancreatite).

[008] Por conseguinte, em um aspecto, a presente
divulgagcdo prové um anticorpo isolado que se liga
especificamente a ApoC3 com uma primeira constante de
dissociacdo (Kp) em pH 7,4 e com um segundo Kp em pH 5,5, em

que a razdo entre o segundo Kp e o primeiro Kp é pelo menos
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cerca de 5, 10, 20 ou 50. Em certas modalidades, o primeiro
Kp é menor que 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,2 ou 0,1 nM. Em certas
modalidades, a meia-vida do anticorpo em um camundongo que
expressa ApoC3 é de pelo menos cerca de 3, 7, 14, 21 ou 28
dias.

[009] Em certas modalidades, o anticorpo atenua a
capacidade de ApoC3 de inibir a captacdo de hepatdcitos da
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL). Em certas
modalidades, o anticorpo é capaz de aumentar a taxa de
depuracdo de ApoC3 do sangue em um individuo. Em certas
modalidades, o anticorpo ¢é capaz de aumentar a taxa de
depuracdo de ApoB do sangue em um individuo. Em certas
modalidades, o anticorpo é capaz de reduzir o nivel de ApoC3
no sangue de um individuo. Em certas modalidades, o anticorpo
é capaz de reduzir o nivel de ApoC3 no sangue de um individuo
em pelo menos 40% por pelo menos 2 semanas. Em certas
modalidades, o anticorpo é capaz de reduzir o nivel de ApoB
no sangue de um individuo. Em certas modalidades, o anticorpo
é capaz de reduzir o nivel de ApoB no sangue de um individuo
em pelo menos 20% por pelo menos 2 semanas. Em certas
modalidades, o anticorpo é capaz de inibir a lipemia pds-
prandial em um individuo. Em certas modalidades, o anticorpo
é capaz de se ligar a ApoC3 ligada a lipidios.

[0010] Em certas modalidades, o anticorpo se liga a um
epitopo dentro da sequéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
pelo menos um dos aminoacidos na posicdo 2, 5, 6, 8, ou 10
da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
0s aminodcidos nas posig¢cdes 5 e 6 da SEQ ID NO: 2. Em certas

modalidades, o epitopo compreende os aminodcidos nas
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posicdes 2, 5, 6, e 8 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades,
0 epitopo compreende o0s aminoacidos na posicdo 10 da SEQ ID
NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende o0s
aminoacidos nas posicgdes 6, 8 e 10 da SEQ ID NO: 2. Em certas
modalidades, o epitopo compreende os aminodcidos nas
posicdes 6 e 8 da SEQ ID NO: 2.

[0011] Em certas modalidades, o anticorpo (por exemplo,
anticorpo humanizado) compreende uma regido variavel da
cadeia pesada tendo regides determinantes de
complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido variavel
da cadeia leve tendo regides determinantes de
complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3 e em que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
STHTX1X2GGTAYRDSVKG, em que X1 € G, E ou D, e X2 € G ou A (SEQ
ID NO: 87);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminoadcidos de AGYSD
(SEQ ID NO: 10);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
KTSQGLVHSXGKTYFY, em que X é D ou G (SEQ ID NO: 88);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminoacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
AXGTYYPHT, em que X é Q ou H (SEQ ID NO: 8) e, opcionalmente,
em gque CDRH1, CDRHZ e CDRH3 do anticorpo ndo sdo SEQ ID NOs:
3, 9, 10 ; 3, 11, 10; 3, 9, 12; ou 3, 11, 12, respectivamente.

[0012] Em certas modalidades, CDRH2 compreende a
sequéncia de aminocdcidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO:

36), SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG
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(SEQ ID NO: 38) ou SIHTEGGGTAYRDSVKG: SEQ ID NO: 39). Em
certas modalidades, CDRL1 compreende a sequéncia de
aminoacidos de  KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6) ou
KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID NO: 40). Em certas modalidades,
CDRL3 compreende a sequéncia de aminodcidos de AHGTYYPHT
(SEQ ID NO: 14) ou AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13).

[0013] Em certas modalidades, CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2Z e CDRL3 compreendem as sequéncias de aminodcidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36, 10, 6, 7 e 14; 3, 37,
10, 40, 7 e 14; 3, 38, 10, 40, 7 e 14; 3, 38, 10, 6, 7 e 14;
3, 39, 10, 6, 7 e 14; ou 3, 37, 10, 40, 7 e 13,
respectivamente. Em certas modalidades, a regido variavel da
cadeia pesada compreende sequéncias de aminoacidos
selecionadas do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 42-53. Em
certas modalidades, a regid&o variadvel da cadeia leve
compreende sequéncias de aminodcidos selecionadas do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 54-65. Em certas modalidades,
a regido variavel da cadeia pesada e a regido variavel da
cadeia leve, respectivamente, compreendem as sequéncias de
aminoacidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 42 e 54, 43 e 55,
44 e 56, 45 e 57, 46 e 58, 46 e 54, 47 e 58, 47 e 54, 48 e
58, 48 e 54, 49 e 59, 49 e 60, 50 e 59, 50 e 60, 51 e 61, 52
e 62, 53 e 62, 43 e 63, 44 e 64 ou 45 e 65.

[0014] Em certas modalidades, o anticorpo compreende
uma regido variavel da cadeia pesada tendo regides
determinantes de complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e
uma regido variadvel da cadeia leve tendo regides
determinantes de complementaridade CDRL1, CDRLZ e CDRL3 e em
que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de TYSMR
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(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
SIX1TDGGGTAYRDSVKG, em que X1 € S ou H (SEQ ID NO: 4);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminocacidos de
X2GYSD, em que X2 € A ou H (SEQ ID NO: 5);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocacidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
AX3GTYYPHT, em que X3 é Q ou H (SEQ ID NO: 8),

e em que pelo menos um de Xi, X2 e X3 é H.

[0015] Em certas modalidades, CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as sequéncias de aminodcidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 11, 10, 6, 7 e 13; 3, 9, 12,
6, 7 e 13; 3, 9, 10, 6, 7 e 14; 3, 11, 10, 6, 7 e 14; 3, 9,
12, 6, 7 e 14; 3, 11, 12, 6, 7 e 13; ou 3, 11, 12, 6, 7 e
13, respectivamente. Em certas modalidades, a regido
variavel da cadeia pesada compreende sequéncias de
aminoacidos selecionadas do grupo que consiste nas SEQ ID
NOs: 16-18. Em certas modalidades, a regido variavel da
cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 20. Em certas modalidades, a regido
varidvel da cadeia pesada e a regido varidvel da cadeia leve,
respectivamente, compreendem as sequéncias de aminodcidos
apresentadas na SEQ ID NOs: 16 e 19, 17 e 19, 18 e 19, 15 e
20, 16 e 20, 17 e 20, ou 18 e 20, respectivamente.

[0016] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
anticorpo isolado (por exemplo, anticorpo humanizado) que se

liga especificamente a ApoC3, compreendendo uma regido
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varidvel da cadeia pesada tendo regides determinantes de
complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido variavel
da cadeia leve tendo regides determinantes de
complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminoacidos de
STIHTX1X2GGTAYRDSVKG, em que X1 € G, E ou D, e X2 € G ou A (SEQ
ID NO: 87);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminoadcidos de AGYSD
(SEQ ID NO: 10);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocacidos de
KTSQGLVHSXGKTYFY, em que X é D ou G (SEQ ID NO: 88);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
AXGTYYPHT, em que X é Q ou H (SEQ ID NO: 8).

[0017] Em certas modalidades, CDRH2 compreende a
sequéncia de aminocdcidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO:
36), SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG
(SEQ ID NO: 38) ou SIHTEGGGTAYRDSVKG: SEQ ID NO: 39). Em
certas modalidades, CDRL1 compreende a sequéncia de
aminoacidos de KTSQGLVHSDGKTYFEY (SEQ ID NO: 6) ou
KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID NO: 40). Em certas modalidades,
CDRL3 compreende a sequéncia de aminoacidos de AHGTYYPHT
(SEQ ID NO: 14) ou AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13). Em certas
modalidades, CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3
compreendem as sequéncias de aminoacidos apresentadas nas
SEQ ID NOs: 3, 36, 10, 6, 7 e 14; 3, 37, 10, 40, 7 e 14; 3,

38, 10, 40, 7 e 14; 3, 38, 10, 6, 7 e 14; 3, 39, 10, 6, 7 e
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14; ou 3, 37, 10, 40, 7 e 13, respectivamente.

[0018] Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
anticorpo isolado (por exemplo, anticorpo humanizado) que se
liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variadvel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminocdcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 42-53.

[0019] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
anticorpo isolado (por exemplo, anticorpo humanizado) que se
liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variédvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
de aminocdcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 54-65.

[0020] Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
anticorpo isolado (por exemplo, anticorpo humanizado) que se
liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variavel da cadeia pesada e uma regido variavel da
cadeia leve, em que a regido variavel da cadeia pesada e a
regido variavel da cadeia leve, respectivamente, compreende
as sequéncias de aminoadcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 42
e 54, 43 e 55, 44 e 56, 45 e 57, 46 e 58, 46 e 54, 47 e 58,
47 e 54, 48 e 58, 48 e 54, 49 e 59, 49 e 60, 50 e 59, 50 e
60, 51 e 61, 52 e 62, 53 e 62, 43 e 63, 44 e 64 ou 45 e 65.

[0021] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
anticorpo 1isolado que se liga especificamente a ApoC3,
compreendendo uma regido variavel da cadeia pesada tendo
regides determinantes de complementaridade CDRH1, CDRH2 e
CDRH3 e uma regido variavel da cadeia leve tendo regides
determinantes de complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em

que:
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(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminoadcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
SIX1TDGGGTAYRDSVKG, em que X1 € S ou H (SEQ ID NO: 4);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminocacidos de
X2GYSD, em que X2 € A ou H (SEQ ID NO: 5);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminoacidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
AX3GTYYPHT, em que X3 é Q ou H (SEQ ID NO: 8),

e em que pelo menos um de X1, Xz e X3 & H.

[0022] Em certas modalidades, CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as sequéncias de aminodcidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 11, 10, 6, 7 e 13; 3, 9, 12,
6, 7 e 13; 3, 9, 10, 6, 7 e 14; 3, 11, 10, 6, 7 e 14; 3, 9,
12, 6, 7 e 14; 3, 11, 12, 6, 7 e 13; ou 3, 11, 12, 6, 7 e
13, respectivamente.

[0023] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
anticorpo isolado que se liga especificamente a ApoC3, o
anticorpo compreendendo uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 16-18.

[0024] Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
anticorpo isolado que se liga especificamente a ApoC3, o
anticorpo compreendendo uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 20.

[0025] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um



10/150

anticorpo isolado que se liga especificamente a ApoC3, o
anticorpo compreendendo uma regido variavel da cadeia pesada
e uma regido variédvel da cadeia leve, em que a regido
varidvel da cadeia pesada e a regido variadvel da cadeia leve,
respectivamente, compreendem as sequéncias de aminodcidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 16 e 19, 17 e 19, 18 e 19, 15
e 20, 16 e 20, 17 e 20, ou 18 e 20, respectivamente.

[0026] Em certas modalidades de qualguer um dos
aspectos anteriores, o anticorpo compreende adicionalmente
uma regido constante humana ou humanizada. Em certas
modalidades, a regido constante é uma variante de uma regido
constante da cadeia pesada de imunoglobulina humana do tipo
selvagem, e em que a regido constante da cadeia pesada da
imunoglobulina humana variante tem uma afinidade aumentada
para o receptor Fc neonatal humano (FcRn) a pH 6 em relacgdo
a afinidade da regido constante da cadeia pesada de
imunoglobulina humana do tipo selvagem para FcRn humano a pH
6. Em certas modalidades, a regido constante é uma regido
constante da cadeia pesada de uma IgG humana. Em certas
modalidades, a regido constante é uma regido constante da
cadeia pesada de uma IgGi, IgGz ou IgGs humana.

[0027] Em certas modalidades, a regido constante
compreende o0s aminoacidos K, F e Y nas posic¢des 433, 434 e
436 da EU, respectivamente. Em certas modalidades, a regiao
constante compreende os aminoacidos Y, T e E nas posicgdes
252, 254 e 256 da EU, respectivamente. Em certas modalidades,
a regido constante compreende os aminodcidos L e S nas
posicdes de EU 428 e 434, respectivamente. Em certas
modalidades, a regido constante compreende uma sequéncia de

aminodcidos selecionada do grupo gque consiste nas SEQ ID
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NOs: 22-24, 76-78 e 81-86.

[0028] Em certas modalidades, o anticorpo isolado
compreende uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo gque consiste nas SEQ ID
NOs: 66-73. Em certas modalidades, o anticorpo isolado
compreende uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID ©NO: 74. Em certas
modalidades, o anticorpo isolado compreende uma cadeia
pesada e uma cadeia leve, em que a cadeia pesada e a cadeia
leve, respectivamente, compreendem as sequéncias de
aminoadcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 66 e 74, 67 e 74,
68 e 74, 69 e 74, 70 e 74, 71 e 74, 72 e 74 ou 73 e 74,
respectivamente.

[0029] Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové
uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo como
divulgado nesse documento e um carreador farmaceuticamente
aceitavel.

[0030] Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
polinucleotideo que codifica a regido wvariavel da cadeia
pesada ou a regido variavel da cadeia leve de um anticorpo,
como divulgado nesse documento. Em outro aspecto, a presente
divulgacdo prové um vetor de expressdao compreendendo o
polinucleotideo como divulgado nesse documento. Em outro
aspecto, a presente divulgacdo prové uma célula hospedeira
compreendendo o vetor de expressdo como divulgado nesse
documento.

[0031] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
método para a producgdo de um anticorpo que se liga a ApoC3,
o método que compreende a cultura da célula hospedeira, como

divulgado nesse documento, sob condig¢des qgque permitem a
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expressdo do anticorpo.

[0032] Em outro aspecto, a presente divulgacgdo prové um
método para inibir a atividade de ApoC3 em um individuo, o
método compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo ou uma composicédo
farmacéutica como divulgado nesse documento. Em outro
aspecto, a presente divulgacdo prové um método para reduzir
0os niveis de triglicerideos no sangue de um individuo, o
método compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo ou uma composicédo
farmacéutica, como divulgado nesse documento. Em outro
aspecto, a presente divulgacdo prové um método para inibir
a lipemia pdbs-prandial em um individuo, o método
compreendendo a administracdo ao individuo de uma quantidade
eficaz de um anticorpo ou uma composig¢do farmacéutica como
divulgado nesse documento. Em outro aspecto, a presente
divulgacdo  prové um método  para o tratamento de
hipertrigliceridemia em um individuo, o método compreendendo
a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um
anticorpo ou uma composicdo farmacéutica como divulgado
nesse documento. Em outro aspecto, a presente divulgacao
prové um método para o tratamento de quilomicronemia em um
individuo, o método compreendendo a administracdo ao
individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo ou uma
composicgdo farmacéutica, como divulgado nesse documento.

[0033] Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
método para reduzir o risco de doenca cardiovascular em um
individuo com hipertrigliceridemia, o método compreendendo
a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um

anticorpo ou uma composicdo farmacéutica, como divulgado
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nesse documento. Em certas modalidades, a doenca
cardiovascular é infarto do miocéardio. Em certas
modalidades, a doencga cardiovascular é angina. Em certas
modalidades, a doenca cardiovascular ¢ acidente cerebral
vascular. Em certas modalidades, a doenca cardiovascular é
aterosclerose.

[0034] Em certas modalidades dos aspectos anteriores
relacionados aos métodos de tratamento, o anticorpo reduz os
niveis de quilomicron ou remanescentes de quilomicron no
sangue do individuo. Em certas modalidades, o individuo esté
recebendo um agente redutor de lipidios adicional. Em certas
modalidades, o agente redutor de lipidios adicional ¢é um
inibidor de HMG-CoA redutase. Em certas modalidades, o
inibidor da HMG-CoA redutase é atorvastatina, fluvastatina,
lovastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina ou
sinvastatina. Em certas modalidades, o agente redutor de
lipidios adicional ¢é um inibidor de PCSK9. Em certas
modalidades, o inibidor de PCSK9 é alirocumabe, evolocumabe
ou bococizumabe. Em certas modalidades, o agente redutor de
lipidios adicional é a ezetimiba. Em certas modalidades, o
agente redutor de lipidios adicional é uma combinacdo de
ezetimiba e um inibidor de HMG-CoA redutase. Em certas
modalidades, o agente redutor de lipidios adicional é uma
combinacdo de ezetimiba, um inibidor de HMG-CoA redutase e
um inibidor de PCSKO9.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0035] As Figuras 1A, 1B e 1C sdo uma série de graficos
que mostram que os anticorpos 5ESWT (Figura 1A), 5S5E5VH5 VLS8
(Figura 1B) e 5ESVHWT VL8 (“VL8”), O5E5VH1Z2 VLWT (“VH12"),

S5ES5VHS5 VLWT (“VH12”), e 5E5VH5 VL8 (“WH5 VL8”) (Figura 1C)
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atenuaram a capacidade de ApoC3 de inibir a captacdo de
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) pelas células
HepG2. As células HepG2 foram incubadas com VLDL em DiI e
ApoC3 purificado isoladamente ou na presenca de um anticorpo
anti-ApoC3, como indicado. Os VLDL em DiI ingeridos pelas
células HepG2 foram medidos por espectroscopia de
fluorescéncia do corante DiI. As células HepG2 incubadas
apenas com VLDL em DiI (“WLDL”) serviram como controle
positivo, e as células HepG2 incubadas com VLDL em DilI e
ApoC3 purificado na auséncia de um anticorpo anti-ApoC3
("ApoC3”) serviram como controle negativo.

[0036] A Figura 2A ¢é um grafico que mostra os niveis
séricos em varios momentos apds a injecdo de dois anticorpos
anti-ApoC3, 5E5 e 5E5VH5 VL8, e um anticorpo IgG: humano para
lisossomo anti-ovo de galinha (HyHEL5), em um modelo de
camundongo ApoC3 humano AAVS.

[0037] A Figura 2B é um grafico que mostra o efeito de
5E5 e 5ESVHS VL8 no nivel de ApoC3 humano em circulacao em
um modelo de camundongo ApoC3 humano AAVS.

[0038] A Figura 2C é um grafico que mostra o efeito de
5E5 e 5ES5VH5 VL8 no nivel de ApoB circulante em um modelo de
camundongo ApoC3 humano AAVS.

[0039] A Figura 3 ¢é uma série de sensogramas de
ressonédncia de plasmon de superficie (SPR) mostrando a
cinética de ligagcdo de vinte anticorpos anti-ApoC3
humanizados (mAbl a mAb20) para ApoC3 humano, quando ApoC3
humano é imobilizado em um chip de biossensor. Os sensogramas
com linhas pontilhadas e sbélidas correspondem ao pH do ensaio
de 7,4 e 5,5, respectivamente. Para referéncia, 0s

sensogramas correspondentes a 5E5VH5 VL8 na concentracdo de
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25nM estdo incluidos em todos os graficos (na linha tracejada
em pH 7,4 e na linha tracejada em pH 5,5).

[0040] A Figura 4 ¢é uma série de sensogramas de SPR
mostrando a cinética de ligacd&o de vinte anticorpos humanos
anti-ApoC3 (mAbl a mAb20) ApoC3 humano, gquando os anticorpos
ApoC3 sdo imobilizados em um chip biossensor. Os sensogramas
na linha pontilhada e na linha sélida correspondem ao pH do
ensaio de 7,4 e 5,5, respectivamente. Para referéncia, os
sensogramas correspondentes a 5E5VHS5 VL8 na concentracdo
alvo de nhuApoC3 de 600 nM estdo incluidos em todos os
graficos (linha tracejada em pH 7,4 e linhas tracejadas
longas em pH 5,5).

[0041] As Figuras 5A-C sdo um grafico que mostra a
porcentagem de atividade de anticorpos humanizados
selecionados e 5E5SVH5 VL8 apds a incubacdo dos anticorpos
nas temperaturas indicadas por 1 hora, em relacdo a atividade
dos anticorpos correspondentes incubados a 4 °C por 1 hora.
A atividade foi medida como a taxa de associacdo na Figura
5A, e foi medida como o valor médximo de RU (RO) nas Figuras
5B e 5C.

DESCRIGCAO DETALHADA

[0042] A presente divulgacdo prové anticorpos que se
ligam especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) e
inibem a funcdo de ApoC3. Também s&o providas composicdes
farmacéuticas compreendendo esses anticorpos, acidos
nucleicos que codificam esses anticorpos, vetores de
expressdo e células hospedeiras para a preparacdo desses
anticorpos, e métodos de tratamento de um individuo usando
esses anticorpos. Em certas modalidades, os anticorpos anti-

ApoC3 divulgados nesse documento podem atenuar a capacidade
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de ApoC3 inibir a captacdo de TRL por hepatdcitos e podem
causar uma diminuicdo rédpida e prolongada nos niveis séricos
de ApoC3 e ApoB quando administrados a um individuo. Por
conseguinte, os anticorpos anti-ApoC3 divulgados sdo uUteis
para o tratamento e a prevencdo de hipertrigliceridemia e
doencas associadas (por exemplo, doenca cardiovascular e
pancreatite).

1. Definicgdes

[0043] Como usado nesse documento, o termo “ApoC3”
refere-se a proteina apolipoproteina C3. Em certas
modalidades, o ApoC3 é ApoC3 humano. Uma sequéncia de
aminodcidos ApoC3 humana de exemplo é apresentada no numero
de acesso RefSeqg NP 000031.1. A sequéncia de aminoacidos
madura de NP 000031.1 é como a seguir:
SEAEDASLLSFMQGYMKHATKTAKDALSSVQESQVAQQARGWVTDGESSLKDYWSTVKD
KFSEFWDLDPEVRPTSAVAA (SEQ ID NO: 1).

[0044] Como usado nesse documento, os termos
“anticorpo” e “anticorpos” incluem anticorpos de comprimento
total, fragmentos de ligacdo a antigeno de anticorpos de
comprimento total, e moléculas compreendendo CDRs de
anticorpos, regides VH ou regides VL. Exemplos de anticorpos
incluem anticorpos monoclonais, anticorpos produzidos de
forma recombinante, anticorpos monoespecificos, anticorpos
multiespecificos (incluindo anticorpos biespecificos),
anticorpos humanos, anticorpos humanizados, anticorpos
quiméricos, imunoglobulinas, anticorpos sintéticos,
anticorpos tetraméricos compreendendo duas moléculas da
cadeia pesada e duas da cadeia leve, um mondmero de cadeia
leve do anticorpo, um mondmero de cadeia pesada do anticorpo,

um dimero de cadeia leve do anticorpo, um dimero de cadeia
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pesada do anticorpo, um par de cadeia leve do anticorpo-
cadeia pesada do anticorpo, intracorpos, anticorpos
heteroconjugados, anticorpos de dominio Unico, anticorpos
monovalentes, anticorpos de cadeia tUnica ou Fvs de cadeia
(scFv), scFv-Fcs, anticorpos de camelideos (por exemplo,
anticorpos de lhama), anticorpos camelizados, corpos de alta
afinidade, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’):, Fvs ligados a
dissulfeto (sdFv), anticorpos anti-idiotipicos (anti-Id)
(incluindo, por exemplo, anticorpos anti-anti-Id) e
fragmentos de ligacdo a antigeno de qualgquer um dos itens
acima. Em certas modalidades, os anticorpos divulgados nesse
documento referem-se a populacdes de anticorpos policlonais.
Os anticorpos podem ser de qualquer tipo (por exemplo, IgG,
IgE, IgM, IgDh, IgA ou IgY¥), qualquer classe (por exemplo,
IgGi, IgGz, IgGs, IgGs, IgA: ou IgAz) ou qualquer subclasse
(por exemplo, IgGza ou IgGa,) da molécula de imunoglobulina.
Em certas modalidades, os anticorpos divulgados nessa
descricdo sdo anticorpos IgG, ou uma classe (por exemplo,
IgG1 ou IgGs humana) ou subclasse dos mesmos. Em uma
modalidade especifica, o anticorpo é um anticorpo monoclonal
humanizado.

[0045] Como usado nesse documento, o termo “anticorpo
isolado” refere-se a um anticorpo que foi identificado e
separado e/ou recuperado de pelo menos um componente de seu
ambiente natural. O termo “anticorpo 1isolado” inclui um
anticorpo in situ dentro de uma célula Thospedeira
recombinante.

[0046] Como wusado nesse documento, o termo “CDR” ou
“regido determinante da complementaridade” significa os

sitios de combinacdo de antigenos ndo contiguos encontrados
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na regido variavel de polipeptideos das cadeias pesada e
leve. Estas regides particulares foram descritas por Kabat
et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-661l6 (1977) e Kabat et al.,
Sequences of protein of immunological interest. (1991), de
Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), e de
MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996), todos os
quais sdo incorporados por referéncia na sua totalidade,
onde as definig¢des incluem sobreposicdo ou subconjuntos de
residuos de aminocadcidos gquando comparados entre si. Em certas
modalidades, o termo “CDR” é uma CDR como definido por Kabat
et al., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) e Kabat et al.,
Sequences of protein of immunological interest. (1991).
CDRH1, CDRH2 e CDRH3 denotam as CDRs da cadeia pesada e
CDRL1, CDRL2 e CDRL3 denotam as CDRs da cadeia leve.

[0047] Como usado nesse documento, o termo “residuos de
aminoacidos de estrutura (FR)” refere-se aos aminoacidos na
regido de estrutura de uma cadeia de imunoglobulina. O termo
“regido estrutural” ou “regido FR”, como usado nessa
descricdo, inclui os residuos de aminoadcidos que fazem parte
da regido wvariavel, mas ndo fazem parte das CDRs (por
exemplo, usando a definicdo Kabat de CDRs) .

[0048] Como usado nesse documento, os termos “regido
variadvel” e “dominio variavel” s&o usados de forma
intercambiavel e s&do comuns na técnica. A regido variavel
refere-se tipicamente a uma porgcdo de um anticorpo,
geralmente, uma porcdo de uma cadeia leve ou pesada,
tipicamente sobre os aminodcidos 110 a 120 aminoadcidos ou
110 a 125 aminocacidos na cadeia pesada madura e cerca de 90
a 115 aminodcidos na cadeia 1leve madura, gque diferem

extensivamente na sequéncia entre os anticorpos e sdo usados
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na ligacdo e na especificidade de um anticorpo especifico
para seu antigeno especifico. A variabilidade na sequéncia
é concentrada naguelas regides chamadas regides
determinantes de complementaridade (CDRs), enquanto as
regides mais altamente conservadas no dominio variavel séo
chamadas regides estruturais (FR) . Sem desejar estar
vinculado a qualquer mecanismo ou teoria particular,
acredita-se que as CDRs das cadeias leve e pesada sejam as
principais responsaveis pela interacdo e pela especificidade
do anticorpo com o antigeno. Em certas modalidades, a regido
variadvel é uma regido varidvel humana. Em certas modalidades,
a regido variavel compreende CDRs de roedores ou murinos e
regides estruturais humanas (FRs) . Em modalidades
particulares, a regido variavel é uma regido variavel de
primata (por exemplo, primata ndo humano). Em certas
modalidades, a regido variavel compreende CDRs de roedores
ou murinos e regides estruturais (FRs) de primatas (por
exemplo, primatas ndo humanos) .

[0049] Os termos “VL” e “dominio VL” sdo usados de forma
intercambidvel para se referir a regido variavel da cadeia
leve de um anticorpo.

[0050] Os termos “WH” e “dominio VH” sdo usados de forma
intercambidvel para se referir a regido variavel da cadeia
pesada de um anticorpo.

[0051] Como usado nesse documento, os termos “regido
constante” e “dominio constante” sdo intercambidveis e séo
comuns na técnica. A regido constante é uma porgdo de
anticorpo, por exemplo, uma porcdo terminal carboxila de uma
cadeia leve ou pesada que ndo estd diretamente envolvida na

ligacdo de um anticorpo a antigeno, mas que pode exibir
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varias func¢des efetoras, tal como interacdo com o receptor
Fc. A regid&o constante de uma molécula de imunoglobulina
geralmente tem uma sequéncia de aminoacidos mais conservada
em relacdo a um dominio variavel da imunoglobulina.

[0052] Como usado nesse documento, o termo “cadeia
pesada” quando usado em referéncia a um anticorpo pode se
referir a qualquer tipo distinto, por exemplo, alfa (a),
delta (0), épsilon (¢), gama (y) e mi (p), com base na
sequéncia de aminodcidos do dominio constante, que d& origem
as classes de anticorpos IgA, IgD, 1IgE, 1IgG e 1IgM,
respectivamente, incluindo subclasses de IgG, por exemplo,
IgGi1, IgGz, IgGs e IgGs.

[0053] Como usado nesse documento, o termo “cadeia
leve” quando usado em referéncia a um anticorpo pode se
referir a qualquer tipo distinto, por exemplo, capa (X) ou
lambda (A) com base na sequéncia de aminoadcidos dos dominios
constantes. As sequéncias de aminodcidos da cadeia leve séo
bem conhecidas na técnica. Em modalidades especificas, a
cadeia leve é uma cadeia leve humana.

[0054] Como usado nesse documento, o termo “posicdo da
EU” refere-se a posicdo de aminodcidos de acordo com a
convencdo de numeracdo de EU para as regides constantes de
um anticorpo, como descrito em Edelman, G.M. et al., Proc.
Natl. Acad. USA, 63, 78-85 (1969) e Kabat et al., em
"Sequences of Proteins of Immunological Interest”, U.S.
Dept. Health and Human Services, 5% edig¢do, 1991, cada uma
das quais ¢é aqui incorporada por referéncia na sua
totalidade.

[0055] Como usado nesse documento, o termo “liga-se

especificamente a” refere-se a capacidade de um anticorpo se
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ligar a um antigeno com uma constante de dissociacdo (Kbp)
menor que cerca de 1 x 10 M, 1 x 107 M , 1 x 108 M, 1 x
10-°*M, 1 x 10-1°M, 1 x 10711 M, 1 x 10712 M ou menos, ou ligar-
se a um antigeno com uma afinidade que é duas vezes maior
que sua afinidade para um antigeno ndo especifico.

[0056] Como usado nesse documento, um “epitopo” refere-
se a uma regido localizada de um antigeno ao qual um
anticorpo pode se ligar especificamente. Um epitopo pode
ser, por exemplo, aminocdcidos contiguos de um polipeptideo
(um epitopo linear ou contiguo) ou um epitopo pode, por
exemplo, ser formado a partir de duas ou mais regides néao
contiguas de um polipeptideo ou polipeptideos (um epitopo
conformacional, ndo linear, descontinuo ou ndo contiguo). Em
certas modalidades, o epitopo ao qual um anticorpo se liga
pode ser determinado por, por exemplo, espectroscopia de
RMN, estudos de cristalografia por difracdo de raios X,
ensaios ELISA, troca de hidrogénio/deutério acoplada a
espectrometria de massa (por exemplo, espectrometria de
massa por eletropulverizagdo por cromatografia liquida),
ensaios de varredura de peptideo. ou mapeamento de mutagénese
(por exemplo, mapeamento de mutagénese direcionada ao
sitio).

[0057] Como usado nesse documento, o termo “tratar”,
“tratando” e “tratamento” refere-se a medidas terapéuticas
ou preventivas divulgadas nesse documento. Os métodos de
“tratamento” empregam a administracdo de um anticorpo anti-
ApoC3 a um individuo tendo uma doenca ou um disturbio, ou
predisposto a ter essa doenca ou distarbio, a fim de
prevenir, curar, atrasar, reduzir a gravidade, reduzir o

risco de desenvolver ou melhorar um ou mais de sintomas da
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doenca ou disturbio ou doenca ou disturbio recorrente, ou a
fim de prolongar a sobrevivéncia de um individuo além do
esperado na auséncia de tal tratamento.

[0058] Como usado nesse documento, o termo “quantidade
eficaz” no contexto da administracdo de uma terapia a um
individuo refere-se a quantidade de uma terapia que atinge
um efeito profiladtico ou terapéutico desejado.

[0059] Como usado nesse documento, o termo “individuo”

inclui qualguer animal humano ou ndo humano.

ANY ”

[0060] Como wusado nesse documento, o termo ou
significa e/ou.

[0061] Como usado nesse documento, os termos “cerca de”
e “aproximadamente”, quando usados para modificar um valor
numérico ou uma faixa numérica, indicam que desvios de 5% a
10% acima e 5% a 10% abaixo do valor ou da faixa permanecem
dentro do significado pretendido do valor ou da faixa
indicado (a) .

2. Anticorpos Anti-ApoC3

[0062] A presente divulgacdo prové anticorpos isolados
(por exemplo, anticorpos humanizados) que se ligam
especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) e inibem
a funcdo de ApoC3.

[0063] Em certas modalidades, os anticorpos isolados se
ligam a proteina ApoC3 de um mamifero. Em certas modalidades,
os anticorpos isolados se ligam a ApoC3 humana. Em certas
modalidades, os anticorpos isolados se ligam a Macaca
fascicularis (macaco cynomolgus) ApoC3.

[0064] Em certas modalidades, os anticorpos isolados se
ligam a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) com uma maior

afinidade em pH fisioldgico (por exemplo, pH 7,4) do que em
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pH 4cido (por exemplo, pH 5,5 a pH 6). Os métodos para gerar
esses anticorpos dependentes de pH sdo bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, em um método de exemplo, um ou mais de
residuos amino nas CDRs da cadeia pesada e/ou leve de um
anticorpo anti-ApoC3 é(sdo) substituido(s) por um residuo de
histidina, como descrito em: Igawa et al., Nat Biotechnol.
(2010) 28(11):1203-1207; Chaparro-Riggers et al., J Biol
Chem. (2012) 287(14):11090-11097; Numero de patente US
9.096.651 e namero de publicacédo de patente Us
US20110111406A1, no gqual cada um dos quais é incorporado
documento por referéncia nesse documento na sua totalidade.
No entanto, embora esses métodos sejam bem conhecidos na
técnica, o técnico qualificado entenderd que, para qualquer
anticorpo especifico, os aminoacidos de CDR precisas que
podem ser mutados para histidina para alcancar a 1ligacdo
dependente de pH ao antigeno sem interromper a afinidade do
anticorpo para o antigeno s& pode ser determinado
empiricamente (ver, por exemplo, Edgcomb e Murphy, Proteins
(2002) 49:1-6, no qual ¢ aqui incorporado por referéncia
nesse documento na sua totalidade).

[0065] Uma pessoa habilitada na técnica apreciaria que
a afinidade de um anticorpo para um antigeno pode ser
indicada pela constante de dissociacdo (Kp), em que uma Kp
menor indica uma maior afinidade. Por conseguinte, em certas
modalidades, os anticorpos anti-ApoC3 se ligam a ApoC3 (por
exemplo, ApoC3 humano) com um primeiro Kp a pH 7,4 e com um
segundo Kp a pH 5,5, em que a razdo entre o segundo Kp e o
primeiro Kp é pelo menos 1 (por exemplo, pelo menos 1,1; 1,2;
1,3; 1,4; 1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 1,9; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5;

5;, ©; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 20; 25; 30; 35; 40;
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45; 50; ©0; 70; 80; 90; ou 100).

[0066] Em certas modalidades, o primeiro Kp é menor que
100 nM (por exemplo, menor que 50; 20; 10; 5; 2; 1; 0,5; 0,2
ou 0,1 nM). Em certas modalidades, o segundo Kp & maior que
1 nM (por exemplo, maior que 2; 5; 10; 20 ou 50 nM ou maior
que 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 50; ou 100 uM). Em certas
modalidades, o primeiro Kp é menor que 100 nM (por exemplo,
menor que 50; 20; 10; 5; 2; 1; 0,5; 0,2 ou 0,1 nM) e a meia-
vida do anticorpo em um animal (por exemplo, um humano ou um
camundongo) que expressa ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano)
é de pelo menos cerca de 1 dia (por exemplo, pelo menos cerca
de 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dias ou maior que cerca de 1, 2, 3, 4,
6 ou 8 semanas). Em certas modalidades, o ApoC3 é ApoC3
humano, e o animal que expressa o ApoC3 é humano. Em certas
modalidades, o ApoC3 é ApoC3 humano, e o animal que expressa
o ApoC3 é um ApoC3 humano gque expressa camundongo.

[0067] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo atenuam a capacidade de ApoC3 de
inibir a captacdo de TRL por hepatédcitos (por exemplo, VLDL)
ou remanescentes de TRL (in vivo ou in vitro). Em certas
modalidades, os anticorpos isolados divulgados nessa
descricdo atenuam a capacidade de ApoC3 de inibir a captacéo
de TRL por hepatdcitos (por exemplo, VLDL) ou remanescentes
de TRL em pelo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%
ou 99%, como avaliado pelos métodos divulgados nesse
documento ou por métodos conhecidos de um habilitado na
técnica. Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descrig¢do atenuam a capacidade de ApoC3 de

inibir a captacdo de hepatdécitos de TRL (por exemplo, VLDL)
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ou remanescentes de TRL em pelo menos cerca de 1,1 vezes;
1,2 vezes; 1,3 vezes; 1,4 vezes; 1,5 vezes; 2 vezes; 2,5
vezes; 3 vezes; 3,5 vezes; 4 vezes; 4,5 vezes; 5 vezes; ©
vezes; 7 vezes; 8 vezes; 9 vezes; 10 vezes; 15 vezes; 20
vezes; 30 vezes; 40 vezes; 50 vezes; 60 vezes; 70 vezes; 80
vezes; 90 vezes ou 100 vezes; como avaliado por métodos
divulgados nessa descrig¢do ou por métodos conhecidos de um
dos habilitados na técnica.

[0068] Em certas modalidades, o0s anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo sédo capazes de inibir a lipemia
pds-prandial em um individuo quando administrados ao
individuo antes de, durante ou apdés uma refeicdo. Em certas
modalidades, os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo sdo capazes de inibir a lipemia pds-prandial no

individuo em pelo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,

98% ou 99%, como avaliado pelos métodos divulgados nessa
descrigcdo ou pelos métodos conhecidos por um habilitado na
técnica. Em certas modalidades, os anticorpos anti-ApoC3
divulgados nessa descricdo sdo capazes de inibir a lipemia
pds-prandial no individuo em pelo menos cerca de 1,1 vezes,
1,2 vezes, 1,3 vezes, 1,4 vezes, 1,5 vezes, 2 vezes, 2,5
vezes, 3 vezes, 3,5 vezes, 4 vezes, 4,5 vezes, 5 vezes, ©
vezes, 1 vezes, 8 vezes, 9 vezes, 10 vezes, 15 wvezes, 20
vezes, 30 vezes, 40 vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70 vezes, 80
vezes, 90 vezes ou 100 vezes, como avaliado pelos métodos
divulgados nessa descrig¢do ou por métodos conhecidos de um
habilitado na técnica.

[0069] Em certas modalidades, os anticorpos isolados

divulgados nessa descricdo sdo capazes de reduzir os niveis
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de guilomicron ou remanescentes de quilomicron pds-prandial
em um individuo quando administrado ao individuo antes de,
durante ou apdés uma refeicdo. Em certas modalidades, os
anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa descricdo sdo capazes
de reduzir os niveis de quilomicron ou remanescente de
quilomicron pds-prandial em um individuo em pelo menos 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 99%, como avaliado pelos
métodos divulgados nesse documento ou por métodos conhecidos
de um habilitado na técnica. Em certas modalidades, os
anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa descricdo sdo capazes
de reduzir os niveis de quilomicron ou remanescentes de
quilomicron pbdés-prandial em um individuo em pelo menos cerca
de 1,1 vezes, 1,2 vezes, 1,3 vezes, 1,4 vezes, 1,5 vezes, 2
vezes, 2,5 vezes, 3 vezes, 3,5 vezes, 4 vezes, 4,5 vezes, 5
vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9 vezes, 10 vezes, 15
vezes, 20 vezes, 30 vezes, 40 vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70
vezes, 80 vezes, 90 vezes ou 100 wvezes, como avaliado pelos
métodos divulgados nessa descricdo ou por métodos conhecidos
de um dos habilitados na técnica.

[0070] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descrigdo sdo capazes de aumentar as taxas
de depuracdo de ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou
ApoBl100) do sangue em um individuo. Em certas modalidades,
0s anticorpos anti-ApoC3 sdo capazes de aumentar as taxas de
depuracdo de ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou
ApoBl100) do sangue em um individuo em pelo menos 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 99%, como avaliado pelos

métodos divulgados nessa descrigdo ou por métodos conhecidos
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de um habilitado na técnica. Em certas modalidades, os
anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa descricdo sdo capazes
de aumentar as taxas de depuracdo de ApoC3 e/ou ApoB (por
exemplo, ApoB48 e/ou ApoBl00) do sangue em um individuo em
pelo menos cerca de 1,1 vezes, 1,2 vezes, 1,3 vezes, 1,4
vezes, 1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes, 3 vezes, 3,5 vezes, 4
vezes, 4,5 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 8
vezes, 9 vezes, 10 vezes, 15 vezes, 20 vezes, 30 vezes, 40
vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70 vezes, 80 vezes, 90 vezes ou
100 wvezes, como avaliado pelos métodos divulgados nesse
documento ou por métodos conhecidos dos habilitados na
técnica. Os métodos para avaliar a depuracdo de ApoC3 e/ou
ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) incluem, sem
limitacdo, as técnicas de rastreamento de isbdtopos, em que
o isdétopo pode ser radioativo ou estavel.

[0071] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo s&o capazes de reduzir os niveis
de ApoC3 e/ou ApoBR (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no
sangue de um individuo. Em certas modalidades, os anticorpos
anti-ApoC3 sdo capazes de reduzir os niveis de ApoC3 e/ou
ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoBl00) no sangue de um
individuo em pelo menos 5%, 10%, 15%, 20% , 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
98% ou 99%, como avaliado pelos métodos divulgados nessa
descrigcdo ou por métodos conhecidos de um especialista na
técnica. Em certas modalidades, o©os anticorpos anti-ApoC3
divulgados nessa descricdo sdo capazes de reduzir os niveis
de ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no
sangue de um individuo em pelo menos cerca de 1,1 vezes, 1,2

vezes, 1,3 vezes, 1,4 vezes, 1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes,
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3 vezes, 3,5 vezes, 4 vezes, 4,5 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7
vezes, 8 vezes, 9 vezes, 10 vezes, 15 vezes, 20 vezes, 30
vezes, 40 vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70 vezes, 80 wvezes, 90
vezes ou 100 vezes, como avaliado pelos métodos divulgados
nessa descricdo ou por métodos conhecidos dos habilitados
na técnica. Em certas modalidades, a reducdo nos niveils de
ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no sangue
no individuo ¢ mantida por pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 dias, ou pelo
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 semanas.

[0072] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo sdo capazes de se ligar a ApoC3
ligado a lipidios (por exemplo, ApoC3 ligado a
triglicerideos, TRL (por exemplo, VLDL) ou remanescentes de
TRL) . Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo ndo inibem a ligacdo de ApoC3 a
um lipideo ou lipoproteina. Em certas modalidades, os
anticorpos divulgados nessa descricdo ndo competem para a
ligacdo de ApoC3 com um lipidio ou uma lipoproteina. Em
certas modalidades, o lipideo compreende uma cadeia de &cidos
graxos. Em certas modalidades, o lipideo compreende um grupo
fosfatidil. Em certas modalidades, o lipideo compreende uma
fosfatidilcolina (por exemplo, DMPC), uma fosfatidilserina,
uma fosfatidiletanolamina, um fosfatidilinositol ou um
fosfatidilglicerol. Em certas modalidades, o lipideo é um
triglicerideo. Em certas modalidades, a lipoproteina & um
TRL (por exemplo, VLDL) ou um remanescente de TRL. Em certas
modalidades, a capacidade de ApoC3 de se ligar a lipidios e
lipoproteinas (por exemplo, triglicerideos, TRL (por

exemplo, VLDL) ou remanescentes de TRL) na presenca de um
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anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse documento é de pelo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%
ou 99% da capacidade de ApoC3 de se ligar aos(as) mesmo(a)s
lipidios e lipoproteinas na auséncia de um anticorpo anti-
ApoC3, como avaliado pelos métodos divulgados nessa
descricdo ou por métodos conhecidos por um habilitado na
técnica.

[0073] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descrig¢do atenuam a capacidade de ApoC3 de
inibir a captac¢do de TRL (por exemplo, VLDL) ou remanescentes
de TRL por hepatbdcitos. Em certas modalidades, a captacédo de
TRL (por exemplo, VLDL) ou remanescentes de TRL por
hepatécitos (por exemplo, células HepG2) na presenca de um
anticorpo anti-ApoC3, como divulgado nesse documento, é pelo
menos 1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 1,9; 2; 2,5;
3; 3,5; 4; 4,5 ou 5 vezes maior que a captacdo de TRL (por
exemplo, VLDL) ou remanescentes de TRL por hepatdcitos (por
exemplo, células HepG2) na auséncia de um Anticorpo anti-
ApoC3.

[0074] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descricdo atenuam a capacidade de ApoC3 de
inibir a captacdo de TRL por hepatédcitos (por exemplo, VLDL)
ou remanescentes de TRL, e sdo capazes de se ligar a ApoC3
ligado a lipidios (por exemplo, ApoC3 ligado a
triglicerideos, TRL (por exemplo, VLDL) ou remanescentes de
TRL.

[0075] Em certas modalidades, os anticorpos isolados
divulgados nessa descrigcdo se ligam a um epitopo de ApoC3
dentro da sequéncia de aminodcidos FSEFWDLDPE (SEQ ID NO:

2). Em certas modalidades, o epitopo compreende pelo menos
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um aminodcido dentro da SEQ ID NO: 2 e, opcionalmente,
compreende um ou mais aminoadcidos da SEQ ID NO: 1 contiguos
a SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
pelo menos um dos aminoadcidos na posigdo 2, 5, 6, 8 ou 10 da
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
pelo menos dois dos aminoadcidos na posicédo 2, 5, 6, 8 ou 10
da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
pelo menos trés aminoacidos na posicgédo 2, 5, 6, 8 ou 10 da
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende
pelo menos quatro aminocdcidos na posicdo 2, 5, 6, 8 ou 10 da
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende oS
aminodcidos nas posigdes 5 e 6 da SEQ ID NO: 2. Em certas
modalidades, o epitopo compreende os aminodcidos nas
posicdes 2, 5 e 6 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o
epitopo compreende os aminodcidos nas posicgdes 2, 5 e 8 da
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende oS
aminoacidos nas posicgdes 2, 5, 6 e 8 da SEQ ID NO: 2. Em
certas modalidades, o epitopo compreende os aminoacidos na
posicdo 10 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo
compreende os aminoacidos nas posigdes 6 e 10 da SEQ ID NO:
2. Em certas modalidades, o epitopo compreende os aminoadcidos
nas posigdes 8 e 10 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades,
O epitopo compreende os aminocdcidos nas posicgbes 6 e 8 da
SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o epitopo compreende OS
aminoacidos nas posicgdes 6, 8 e 10 da SEQ ID NO: 2. Em certas
modalidades, os anticorpos sdo capazes de se ligar a ApoC3
ligado a lipidios (por exemplo, ApoC3 ligado a
triglicerideos, TRL (por exemplo, VLDL) ou remanescentes de
TRL). Em certas modalidades, os anticorpos ndo sdo capazes

de atenuar a capacidade de ApoC3 de inibir a lipdlise de TRL
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mediada por lipoproteina lipase (por exemplo, VLDL). Em
certas modalidades, os anticorpos também atenuam a
capacidade de ApoC3 de 1inibir a captacdo de TRL por
hepatécitos (por exemplo, VLDL) ou remanescentes de TRL. Em
certas modalidades, os anticorpos também sdo capazes de
inibir a lipemia poés-prandial em um individuo quando
administrado ao individuo antes de, durante ou apds uma
refeicdo. Em certas modalidades, os anticorpos divulgados
nessa descricdo também sdo capazes de reduzir os niveis de
quilomicrons ou remanescentes de quilomicrons pdbs-prandial
em um individuo, quando administrados ao individuo antes de,
durante ou apds uma refeicédo.

[0076] Quaisquer ensaios adequados podem ser usados
para medir as atividades funcionais anteriores dos
anticorpos divulgados nessa descricdo. Ensaios de exemplo
incluem o0s, mas ndo estdo limitados aos ensaios funcionais
divulgados nos Exemplos nesse documento.

[0077] As sequéncias de aminoadcidos de anticorpos anti-
ApoC3 de exemplo sdo apresentadas nas Tabelas 1-13, nesse
documento.

Tabela 1. Sequéncias de aminocacidos de CDR da cadeia pesada

de anticorpos anti-ApoC3 de exemplo.

Clone de VH |[CDRH1 |SEQ ID |CDRH2 SEQ ID|CDRH3 [SEQ 1ID
NO NO NO
5ESVHWT TYSMR |3 SISTDGGGTAYRDSVKG |9 AGYSD |10
5E5VH5 TYSMR |3 SIHTDGGGTAYRDSVKG |11 AGYSD |10
5E5VH12 TYSMR |3 SISTDGGGTAYRDSVKG |9 HGYSD |12
5E5VHS5VH12 |TYSMR |3 SIHTDGGGTAYRDSVKG |11 HGYSD |12

Tabela 2. Sequéncias de aminoacidos de CDR da cadeia leve de

anticorpos anti-ApoC3 de exemplo.
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Clone de |CDRL1 SEQ CDRL2 SEQ CDRL3 SEQ
VL ID NO ID NO ID NO
SESVLWT KTSQGLVHSDGKTYFY | 6 QVSNRAS 7 AQGTYYPHT |13

5E5VL8 KTSQGLVHSDGKTYFEY | 6 QVSNRAS 7 AHGTYYPHT | 14

Tabela 3. Sequéncias de aminoacidos de VH de anticorpos anti-

ApoC3 de exemplo

Clone de VH

Sequéncia de Aminoacidos

SEQ ID NO

SES5VHWT

QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVP
RKALEWVSSISTDGGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNNLKPEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTQVTVSS

15

5E5VHS

QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVP
RKALEWVSSIHTDGGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNNLKPEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTQVTVSS

16

5E5VH12

QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVP
RKALEWVSSISTDGGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGTQVTVSS

17

S5E5VH5VH12

QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVP
RKALEWVSSIHTDGGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGTQVTVSS

18

Tabela 4. Sequéncia de Aminoacidos de VL de anticorpos anti-

ApoC3 de exemplo.

Clone de VL | Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID NO
SESVLWT ATMLTQSPGSLSVVPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWF | 19
LOKPGQSPQQLIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISG
VKAEDAGVYYCAQGTYYPHTFGSGTRLEIK
5E5VLS ATMLTQSPGSLSVVPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWE | 20
LOKPGQSPQQOLIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISG
VKAEDAGVYYCAHGTYYPHTFGSGTRLEIK
Tabela 5. Sequéncia de VH e VL de anticorpos anti-ApoC3 de
exemplo.
Anticorpo VH SEQ ID NO | VL SEQ ID NO
SESWT SESVHWT 15 SESVLWT 19
SE5VH5 VLWT SE5VHS5 16 SESVLWT 19
SE5VH12 VLWT 5E5VH12 17 S5ES5VLWT 19
SE5SVH5VH12 VLWT 5E5VH5VH12 18 SESVLWT 19
SESVHWT VLS8 SESVHWT 15 5E5VLS 20
S5E5VHS VL8 S5E5VHS 16 5E5VLS 20
SE5VH12 VLS8 SES5VH12 17 S5E5SVLS 20
5E5VHS5VH12 VL8 5E5VH5VH12 18 5E5VLS8 20

Tabela 6.

e da cadeia leve de exemplo.

Sequéncias de regides constantes da cadeia pesada
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Regido Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID
Constante NO
Regiao AASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL | 21
Constante | ySLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
de IgGLl | ppKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
Humana VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
B
+Po VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
selvagem
EALHNHYTQKSLSLSPGK
Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 75
Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
de IgG1l | pKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
Humana TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY
.
+Po KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
selvagem
ALHNHYTQKSLSLSPG
Regiao ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 22
Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
de T9G1 | pKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
Humano ¥TE | 1y HoQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK
Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 76
Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
de 19G1 | pKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
Humano ¥TE | 1y 4oDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG
Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 23
Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
de TgG1 | pKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
Humano TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY
HNance

KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALKFHYTQKSLSLSPGK
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Regido Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID

Constante NO

Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 77

Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP

de 19G1 | pKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

Humano TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV

HNance KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALKFHYTQKSLSLSPGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALKFHYTQKSLSLSPG

Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 24

Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP

de 19G1 | pKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

Humano TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV

Xtend KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEA
LHSHYTQKSLSLSPGK

Regido ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY | 78

Constante | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP

de 19G1 | pKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

Humano TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY

Xtend KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEA
LHSHYTQKSLSLSPG

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 79

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

de 19G4 | DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

Humano HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG

do EIPO | by poDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH

selvagem NHYTQKSLSLSLGK

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 80

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

S228P  de

IgG4 Humano
do tipo

selvagem

DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSLG
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Regido Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID

Constante NO

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 81

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

§228P  de | pTLY|ITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLH

19Gs HUMano | onwiNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY

IR PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLGK

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 82

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

5228F  de | prLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLH

19Gs Humano | onwiNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY

IR PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLG

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 83

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

S228P  de | pTMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

19Gs HUMano | yopwLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG

HNance FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALK
FHYTQKSLSLSLGK

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 84

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

§228F  de | DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

T9Gs Humano | yopwiNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG

HiNance FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALK
FHYTQKSLSLSLG

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 85

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

S228F  de | DT MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

19Gs HUmano | yopwLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG

Xtend FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALH
SHYTQKSLSLSLGK

Regido ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS | 86

Constante | LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK

§228FP  de | DT MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

T9Gs HuUmano | yopwiNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG

Xtend FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALH
SHYTQKSLSLSLG

Regido RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK | 25

Constante DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

de Igk

Humano
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Regido Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID
Constante NO
Regido GQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTKPSKQS | 26
Constante NNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
de Iga
Humano
Tabela 7. Sequéncias completas da cadeia pesada e da cadeia
leve de anticorpos anti-ApoC3 de exemplo.
Cadeia de | Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID
anticorpo NO
SE5VHS QLQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSTIHTD | 27
GGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLQMNNLKPEDTATIYYCVIAGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
SE5VHS QLQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSIHTD | 28
YTE GGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLQOMNNLKPEDTATYYCVIAGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLY ITREPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHEQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNH
YTOKSLSLSPGK
5E5VH5 QLQLVESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSIHTD | 29
HNance GGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLQMNNLKPEDTATYYCVIAGYSDWGQGT

QVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALKEH
YTQKSLSLSPGK
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Cadeia

anticorpo

de

Sequéncia de Aminoacidos

SEQ 1ID
NO

SES5VHS
Xtend

QLQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSIHTD
GGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLKPEDTAIYYCVIAGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVLHEALHSH
YTQKSLSLSPGK

30

5E5VH12

QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSISTD
GGGTAYRDSVKGREFTISRDNAKNTLYLQOMNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

31

SESVH12_
YTE

QLQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSISTD
GGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQOMNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLY ITREPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK

32

SESVHL2

HNance

QOLQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSISTD
GGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALKEH
YTQKSLSLSPGK

33
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Cadeia de | Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID

anticorpo NO

5ESVH1Z2 QLOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPRKALEWVSSISTD | 34

Xtend GGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLKPEDTAIYYCVIHGYSDWGQGT
QVTVSSASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVLHEALHSH
YTQKSLSLSPGK

5ESVLS ATMLTQSPGSLSVVPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWFLQKPGQSPQQLIY | 35

cadeia de | QVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISGVKAEDAGVYYCAHGTYYPHTFGSGTR

comprimento | LEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSG

completo NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

[0078] As sequéncias de aminodcidos de anticorpos anti-

ApoC3 humanizados de exemplo sdo apresentadas nas Tabelas 8-

13,

Tabela 8.

nesse documento.

de anticorpos anti-ApoC3 humanizados de exemplo.

Sequéncias de aminoadcidos de CDR da cadeia pesada

Clone de VH |CDRH1 | SEQ ID | CDRH2 SEQ ID | CDRH3 | SEQ ID

NO NO NO
CDR de VH|TYSMR|3 STHTX1X2GGTAYRDSVKG, 87 AGYSD |10
de consenso em que X; é G, E, ou D, e

X, é€ G ou A

mAb’7 VH TYSMR | 3 STHTGGGGTAYRDSVKG 36 AGYSD |10
mAbl VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAb2 VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAb3 VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAb4_VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAb5_ VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD | 10
mAb6_VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAb8 VH TYSMR | 3 STIHTDAGGTAYRDSVKG 38 AGYSD |10
mAb9 VH TYSMR | 3 STHTDAGGTAYRDSVKG 38 AGYSD |10
mAbl0O VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAbll VH TYSMR | 3 SIHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAbl2 VH TYSMR | 3 SIHTDAGGTAYRDSVKG 38 AGYSD |10
mAbl3 VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAbl4 VH TYSMR | 3 STHTEGGGTAYRDSVKG 39 AGYSD |10
mAbl5 VH TYSMR | 3 STHTEAGGTAYRDSVKG 37 AGYSD |10
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Clone de VH |CDRH1 | SEQ ID | CDRH2 SEQ ID | CDRH3 | SEQ ID
NO NO NO

mAbl 6_VH TYSMR | 3 STHTEAGGTAYRDSVKG 37 AGYSD |10

mAbl7 VH TYSMR | 3 STHTEAGGTAYRDSVKG 37 AGYSD |10

mAbl 8_VH TYSMR | 3 STHTEAGGTAYRDSVKG 37 AGYSD |10

mAbl9 VH TYSMR | 3 SIHTDAGGTAYRDSVKG 38 AGYSD |10

mAb20 VH TYSMR | 3 SIHTDAGGTAYRDSVKG 38 AGYSD |10

Tabela 9. Sequéncia de Aminodcidos de CDR da cadeia leve de

anticorpos anti-ApoC3 humanizados de exemplo.

Clone de VL [CDRL1 SEQ ID|CDRL2 |SEQ ID |CDRL3 SEQ ID
NO NO NO
VL CDR | KTSQGLVHSXGKTYFY, | 88 QUSNRAS | 7 AXGTYYPHT, 8
de consenso|em que X é D ou G em que X é Q ou H
mAb7 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAbl VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb2 VI, KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb3_VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb4 VI, KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb5 VI, KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb6 VI, KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb8 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QUSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb9 VI, KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QUSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb10 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAbll VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb12 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb13 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb14 VL KTSQGLVHSDGKTYFY |6 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAbl5 VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QVSNRAS | 7 AQGTYYPHT 13
mAb16 VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb17 VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QVSNRAS | 7 AQGTYYPHT 13
mAb18 VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QUSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
mAb19 VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QVSNRAS | 7 AQGTYYPHT 13
mAb20_ VL KTSQGLVHSGGKTYFY |40 QVSNRAS | 7 AHGTYYPHT 14
Tabela 10. Sequéncias de aminocacidos de VH de anticorpos

anti-ApoC3 humanizados

de exemplo.
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Clone

VH

de

Sequéncia de Aminoacidos

SEQ ID NO

VH

consenso

de

QLX1ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFX,TYSMRWVRQOX3PGKG
LEWVSSTHTX3XsGGTAYRDSVKGREFTISRDNXKNTLYLQMNX
LXgX9EDTAX10YYCVIAGYSDWGQGTX;VTVSS, em que
X; é V ou
X, & G ou
X3 é V ou
Xy € G, E
Xs é G ou
Xs &

S ou

A

A ou S;
X7 é N
K

Xg &€ R ou
X9 & A ou

X10 é I ou V; e

X1 € L ou Q

89

VH

consenso

de

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETEX1 TYSMRWVRQOX,PGKG
LEWVSSIHTX3X4GGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLOMNXsL
XeX7EDTAXgYYCVIAGYSDWGQGTXoVTVSS,

em que

X; é G ou S;
X, é V ou
X3 é G, E
Xy € G ou A
X5 & S ou N
Xs € R ou K;
X; € A ou P
Xg & T ou V

X9 € L ou Q

90

mAbl VH,
mAb2_ VH

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPGKGLE
WVSSTIHTEGGGTAYRDSVKGREFTISRDNAKNTLYLQOMNSLRAED
TATIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

46

mAb3_VH,
mAb4_VH

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQAPGKGLE
WVSSIHTEGGGTAYRDSVKGREFTISRDNAKNTLYLQOMNSLRAED
TATYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

47

mAbS VH,
mAb6 VH

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTEFGTYSMRWVRQAPGKGLE
WVSSIHTEGGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

48

mAb7 VH

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESTYSMRWVRQAPGKGLE
WVSSIHTGGGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLOMNNLRAED
TAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

42
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Clone de | Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID NO

VH

mAb8 VH, QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLE | 49

mAb9 VH WVSSTHTDAGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLOMNNLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl0 VH, | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQVPGKGLE | 50

mAbll VH WVSSIHTEGGGTAYRDSVKGREFTISRDNAKNTLYLOMNNLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl2 VH QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQVPGKGLE | 51
WVSSIHTDAGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLQMNSLRPED
TAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl13 VH QLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQVPGKGLE | 52
WVSSIHTEGGGTAYRDSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl4 VH QLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQVPGKGLE | 53
WVSSIHTEGGGTAYRDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl5 VH, | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFGTYSMRWVRQAPGKGLE | 43

mAbl6 VH WVSSIHTEAGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNNLKAED
TAIYYCVIAGYSDWGQGTQVTVSS

mAbl7 VH, | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLE | 44

mAb18 VH WVSSIHTEAGGTAYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNNLRAED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

mAbl9 VH, | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLE | 45

mAb20 VH WVSSTHTDAGGTAYRDSVKGRETISRDNAKNTLYLOMNNLRPED
TAVYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSS

Tabela 11. Sequéncias de Aminoacidos de VL de anticorpos

anti-ApoC3

humanizados de exemplo.
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Clone de VL

Sequéncia de Aminoacidos

SEQ ID NO

VL de

consenso

DIVMTQSPX;SLX,VX3PGESASISCKTSQGLVHSXyGKTYFYWELQOKPGQS
POXsLIYQVSNRASGVPDREXsGSGSGTDFTLKISX7V
XgAEDX9GVYYCAX,1oGTYYPHTFGX::GTRLEIK, em que

X1 é L ou G;

D

X2 ou

~.

[0S

X3 ou

~.

D

X4 ou

(O

b
o
o
=X W on O u HJA o

X5 ou

~.

ou

>
3
()

ou

~.

<
9
D

ou

~.

< H @@ 43 B o << »n

ou

~.

XlgéHouQ;e

XnéQouS

91

VL de

consenso

DIVMTQSPX;1SLX,VX3PGESASISCKTSQGLVHSXsGKTYFYWEFLQKPGQS
POQLIYQVSNRASGVPDRFEXsGSGSGTDFTLKISXeV
X7AEDXgGVYYCAXsGTYYPHTFEFGX:0GTRLEIK, em que

X, é L ou G;

(O

X2 ou

~.

D

X3 ou

~.

D

Xa ou

~

X5

D~

ou

~.

X6 ou

D

X7 ou

~.

(O

Xg ou

~.

o8
T » =" W wn U HJ ™
0o < H O H Q@ << »n

D

X9 ou

(0]

XloéQOUS

92

mAbl VL,
mAb3 VL,
mAb5_VL

DIVMTQSPLSLPVTPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYEFYWFLOKPGQSPQO
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVKAEDAGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

58

mAb2_VL,
mAbd VL,
mAb6_VL,
mAb7 VL

DIVMTQSPLSLPVTPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYEFYWFLOKPGQSPQQ
LIYQVSNRASGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVKAEDAGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

54

mAb8 VL,
mAb10 VL

DIVMTQSPLSLSVVPGEPASISCKTSQGLVHSDGKTYEFYWFLOKPGQSPQO
LIYQVSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

59

mAb9 VL,
mAbll VL

DIVMTQSPLSLSVTPGEPASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWFLOKPGQSPQQ
LIYQVSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAHGTYYPHT
FGOGTRLEIK

60

mAb12 VL

DIVMTQSPLSLSVTPGEPASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWFLOKPGQSPQO
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVKAEDVGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

61
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Clone de VL | Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID NO
mAbl3_VL, DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWYLQKPGQSPQL 62
mAbl4d VL LIYQVSNRASGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK
mAbl5 VL DIVMTQSPLSLPVTPGESASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 63

LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDAGVYYCAQGTYYPHT
FGSGTRLEIK

mAbl6 VL DIVMTQSPLSLPVTPGESASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 55
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDEFTLKISRVEAEDAGVYYCAHGTYYPHT
FGSGTRLEIK

mAbl7 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 64
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDAGVYYCAQGTYYPHT
FGQGTRLEIK

mAbl8 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 56
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDAGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

mAbl9 VL DIVMTQSPGSLSVTPGEPASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 65
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISGVEAEDAGVYYCAQGTYYPHT
FGQGTRLEIK

mAb20 VL DIVMTQSPGSLSVTPGEPASISCKTSQGLVHSGGKTYFYWFLOKPGQSPQOQ 57
LIYQVSNRASGVPDRFTGSGSGTDFTLKISGVEAEDAGVYYCAHGTYYPHT
FGQGTRLEIK

Tabela 12. Sequéncia de VH e VL de anticorpos anti-ApoC3

humanizados de exemplo.

Anticorpo VH SEQ ID NO VL SEQ ID NO
mAbl mAbl VH 46 mAbl VL 58
mAb2 mAb2 VH 46 mAb2 VL 54
mAb3 mAb3_VH 47 mAb3_VL 58
mAb4 mAb4 VH 47 mAb4 VL 54
mAb5 mAb5 VH 48 mAb5_VL 58
mAb6 mAb6_VH 48 mAb6_ VL 54
mAb7 mAb7_VH 42 mAb7_ VL 54
mAb8 mAb8 VH 49 mAb8 VL 59
mAb9 mAb9_VH 49 mAb9_ VL 60
mAb10 mAbl0_VH 50 mAbl0_VL 59
mAbl1l mAbll VH 50 mAbll VL 60
mAbl2 mAbl2 VH 51 mAbl2 VL 61
mAbl3 mAbl3 VH 52 mAbl3 VL 62
mAbl4 mAbl4 VH 53 mAbl4 VL 62
mAbl5 mAbl5 VH 43 mAbl5_ VL 63
mAbl6 mAbl6_ VH 43 mAbl6_VL 55
mAb17 mAbl7_VH 44 mAbl7_ VL 64
mAbl8 mAbl8 VH 44 mAbl8 VL 56
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Anticorpo VH SEQ ID NO VL SEQ ID NO
mAb19 mAb19 VH 45 mAb19 VL 65
mAb20 mAb20_VH 45 mAb20 VL 57
Tabela 13. Sequéncias completas da cadeia pesada e da cadeia
leve de anticorpos anti-ApoC3 humanizados de exemplo.
Cadeia de | Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID
anticorpo NO
Ig9GL de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 66
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
pesada SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
mAb’ TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
I9G1 de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 67
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
pesada SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
mALT Xtend | 1y oNyNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHEALHSHYTQKSLSLSPG
I9Gy de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 68
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
pesada SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
mAb’ TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
HNance VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALKFHYTQKSLSLSPG
Ig9GL de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 69
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
pesada SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
mAb7 YTE

TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV

SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
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Cadeia de | Sequéncia de Aminoacidos SEQ 1ID
anticorpo NO
I9Gs de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 70
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPC
pesada SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
mALT S228P | 1yTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVY
VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
I9Gs de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 71
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPC
pesada SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
mALT S228P | 1yTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
Xtend VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVLHEALHSHYTQKSLSLSLG
I19Gy de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 72
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPC
pesada SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
mAbT S228P | 1yTeNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
HNance VDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALKFHYTQKSLSLSLG
I9Gs de | QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYSMRWVRQAPGKGLEWVSSIHTGGGGTAYRDSV | 73
cadeia KGRFTISRDNAKNTLYLQMNNLRAEDTAIYYCVIAGYSDWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPC
pesada SRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTK
mALT S228P | 1yTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVV
TIE DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
Igk de | DIVMTQSPLSLPVTPGESASISCKTSQGLVHSDGKTYFYWFLQKPGQSPQQLIYQVSNRASGVP | 74
cadeia DRFSGSGSGTDFTLKISRVKAEDAGVYYCAHGTYYPHTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
leve mAbT || KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
[0079] Em certas modalidades, a presente divulgacdo

prové um anticorpo isolado que se 1liga especificamente a

ApoC3

um dominio VH compreendendo um,

de um dominio VH apresentados

(por exemplo, ApoC3 humano),

o anticorpo compreendendo
dois ou todos os trés CDR(s)

na Tabela 3 ou 10 nesse
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documento. Em certas modalidades, o anticorpo compreende a
CDRH1 de um dos dominios VH apresentados na Tabela 3 ou 10.
Em certas modalidades, o anticorpo compreende CDRHZ de um
dos dominios VH apresentados na Tabela 3 ou 10. Em certas
modalidades, o anticorpo compreende CDRH3 de um dos dominios
VH apresentados na Tabela 3 ou 10.

[0080] Em certas modalidades, a presente divulgacgéo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo
um dominio VL compreendendo um, dois ou todos os trés CDR(s)
de um dominio VL divulgado na Tabela 4 ou 11 nesse documento.
Em certas modalidades, o anticorpo compreende a CDRL1 de um
dos dominios VL apresentados na Tabela 4 ou 11. Em certas
modalidades, o anticorpo compreende a CDRL2 de um dos
dominios VL apresentados na Tabela 4 ou 11. Em certas
modalidades, o anticorpo compreende a CDRL3 de um dos
dominios VL apresentados na Tabela 4 ou 11.

[0081] Em certas modalidades, a presente divulgacdo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo
uma regido variavel da cadeia pesada tendo regides
determinantes de complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3 e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo regides
determinantes de complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em
que CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3 compreendem as
sequéncias de aminocdcidos das regides CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 e CDRL3, respectivamente, de um conjunto de
anticorpos apresentados nas Tabelas 5 ou 12.

[0082] Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo

podem ser determinadas de acordo com Kabat et al., J. Biol.
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Chem. 252, 6609-6616 (1977) e Kabat et al., Sequences of
protein of immunological 1interest (1991) . Em certas
modalidades, as CDRs da cadeia leve de um anticorpo séo
determinadas de acordo com Kabat e as CDRs da cadeia pesada
de um anticorpo sdo determinadas de acordo com MacCallum
(supra) .

[0083] Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo
podem ser determinadas de acordo com o esquema de numeracao
de Chothia, que se refere a localizacdo de alcas estruturais
de imunoglobulina (ver, por exemplo, Chothia C & Lesk AM,
(1987), J Mol Biol 196: 901-917; Al-Lazikani B et al., (1997)
J Mol Biol 273: 927-948; Chothia C et al., (1992) J Mol Biol
227: 799-817; Tramontano A et al., (1990) J Mol Biol 215(1):
175-82; e Patente U.S. N° 7,709,226). Tipicamente, ao usar a
convencdo de numeracdo Kabat, o enovelamento de CDRH1 Chothia
estd presente nos aminoadcidos da cadeia pesada 26 a 32, 33
ou 34, o enovelamento de CDRH2 Chothia estd presente nos
aminoadcidos da cadeia pesada 52 a 56 e o enovelamento de
CDRH3 Chothia estéd presente nos aminocadcidos da cadeia pesada
95 a 102, enquanto o enovelamento de CDRL1 Chothia esta
presente nos aminoacidos da cadeia leve 24 a 34, o
enovelamento de CDRL2 Chothia estd presente nos aminoacidos
da cadeia leve 50 a 56, e o enovelamento de CDRL3 Chothia
estd presente nos aminoacidos da cadeia leve 89 a 97. O final
do enovelamento de CDRH1 Chothia gquando numerado usando a
convencdo de numeracdo Kabat varia entre H32 e H34,
dependendo do comprimento do enovelamento (isso ocorre
porque o esquema de numeracdo Kabat coloca as insercdes em
H35A e H35B; se 35A e 35B ndo estiverem presentes, o

enovelamento termina em 32; se apenas 35A estiver presente,
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0 enovelamento termina em 33; se 35A e 35B estiverem
presentes, o enovelamento termina em 34).

[0084] Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo
podem ser determinadas de acordo com o sistema de numeracdo
IMGT, como descrito em Lefranc M-P, (1999) The Immunologist
7: 132-136 e Lefranc M-P et al., (1999) Nucleic Acids Res
27: 209-212. De acordo com o esquema de numerac¢do IMGT, CDRHI
estd nas posicgdes 26 a 35, CDRH2 estd nas posicgdes 51 a 57,
CDRH3 estd nas posigdes 93 a 102, CDRL1 estéd nas posicgdes 27
a 32, CDRL2 estd nas posicdes 50 a 52 e CDRL3 estd nas
posicdes 89 a 97.

[0085] Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo
podem ser determinadas de acordo com o esquema de numeracao
AbM, que se refere a regides hipervaridveis AbM, que
representam um compromisso entre os enovelamentos
estruturais Chothia e de CDRs Kabat e, sdo wusadas pelo
software de modelagem de anticorpo AbM de Oxford Molecular
(Oxford Molecular Group, Inc.).

[0086] Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo
podem ser determinadas de acordo com MacCallum RM et al.,
(1996) J Mol Biol 262: 732-745. Ver também, por exemplo,
Martin A. “Protein Sequence and Structure Analysis of
Antibody Variable Domains,” em Antibody Engineering,
Kontermann and Diibel, eds., Capitulo 31, pags. 422-439,
Springer-Verlag, Berlim (2001).

[0087] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em dgue O anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia pesada

compreendendo as sequéncias de aminocdcidos das regides
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CDRH1, CDRH2 e CDRH3 de um dominio VH apresentado na Tabela
3, e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo as
sequéncias de aminoacidos das regides CDRL1, CDRL2 e CDRL3
de um dominio VL apresentado na Tabela 4, em que cada CDR é
definida independentemente de acordo com a definicdo Kabat,
Chothia, IMGT, MacCallum ou AbM de uma CDR, conforme
divulgado nesse documento.

[0088] Em certas modalidades, a presente divulgacgdo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo uma regido variavel
da cadeia pesada tendo regides determinantes de
complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido variavel
da cadeia leve tendo regides determinantes de
complementaridade CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3, em que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
SIX1TX2X3GGTAYRDSVKG, em que X1 € S ou H, X2 € G, E ou D e
X3 & G ou A (SEQ ID NO: 93);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminocacidos de
X4GYSD, em que X4 é A ou H (SEQ ID NO: 5);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
KTSQGLVHSX5GKTYFY, em que Xs € D ou G (SEQ ID NO: 88);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
AX6GTYYPHT, em que X € Q ou H (SEQ ID NO: 8),

e em que pelo menos um de Xi, X4 e Xs é& H.

[0089] Em certas modalidades, CDRH2 compreende a
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sequéncia de aminoacidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO:
36), SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG
(SEQ ID NO: 38), SIHTEGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 39),
SISTDGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 9), ou SIHTDGGGTAYRDSVKG (SEQ
ID NO: 11).

[0090] Em certas modalidades, CDRH3 compreende a
sequéncia de aminoédcidos de AGYSD (SEQ ID NO: 10) ou HGYSD
(SEQ ID NO: 12).

[0091] Em certas modalidades, CDRL1 compreende a
sequéncia de aminodcidos de KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6)
ou KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID NO: 40).

[0092] Em certas modalidades, CDRL3 compreende a
sequéncia de aminodcidos de AHGTYYPHT (SEQ ID NO: 14) ou
AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13).

[0093] Em certas modalidades, a presente divulgacdo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), em que o anticorpo compreende um dominio VH
compreendendo as sequéncias de aminoadcidos de CDRH1, CDRH2
e CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36 e 10; 3, 37 e 10;
3, 38 e 10; 3, 39 e 10; 3, 9 e 10; 3, 11 e 10; 3, 9 e 12; ou
3, 11 e 12, respectivamente.

[0094] Em certas modalidades, a presente divulgacgéo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em dgque O anticorpo
compreende um dominio VL compreendendo as sequéncias de
aminoacidos de CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ ID
NOs: 6, 7 e 14; 40, 7 e 14; 40, 7 e 13; ou 6, 7 e 13,
respectivamente.

[0095] Em certas modalidades, a presente divulgacédo
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prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que é pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 15,
16, 17 ou 18. Em certas modalidades, o anticorpo compreende
uma regido varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de
aminoadcidos apresentada na SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 4e¢,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 15, 16, 17, ou 18.

[0096] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido varidvel da cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que é pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ
ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 19 ou
20. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 19 ou 20.

[0097] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido varidvel da cadeia

pesada compreendendo uma sequéncia de aminoadcidos que é pelo
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o)

menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 42, 43, 44, 45, 40, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 15,
16, 17 ou 18, e uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminocdcidos que é pelo menos
75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo menos 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%)
idéntica a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID
NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 19, ou
20. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoécidos
apresentada na SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 15, 16, 17, ou 18, e uma regido variavel da
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO: 54, 55, 5¢, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
19 ou 20.

[0098] Em certas modalidades, a presente divulgacdao
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo uma regido variavel
da cadeia pesada tendo regides determinantes de
complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido variavel
da cadeia leve tendo regides determinantes de
complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
STIHTX1X2GGTAYRDSVKG, em que X1 € G, E ou D, e X2 € G ou A (SEQ

ID NO: 87);
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(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminoadcidos de AGYSD
(SEQ ID NO: 10);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminoacidos de
KTSQGLVHSXGKTYFY, em que X é D ou G (SEQ ID NO: 88);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminoacidos de
AXGTYYPHT, em que X é Q ou H (SEQ ID NO: 8).

[0099] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo uma regido variavel
da cadeia pesada tendo regides determinantes de
complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido variavel
da cadeia leve tendo regides determinantes de
complementaridade CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3, em que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminoadcidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 36), SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID
NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 38), ou
SIHTEGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 39);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminoédcidos de AGYSD
(SEQ ID NO: 10);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocacidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6) ou KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID
NO: 40);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
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AHGTYYPHT (SEQ ID NO: 14) ou AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13).

[00100] Em certas modalidades, CDRH2 compreende a
sequéncia de aminoadcidos de STIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO:
36), SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG
(SEQ ID NO: 38), ou SIHTEGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 39). Em
certas modalidades, CDRH2 compreende a sequéncia de
aminoacidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 36),
STIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37) ou SIHTDAGGTAYRDSVKG (SEQ
ID NO: 38). Em certas modalidades, CDRH2 compreende a
sequéncia de aminocadcidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO:
36) . Em certas modalidades, CDRHZ2 compreende a sequéncia de
aminodcidos de SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37). Em certas
modalidades, CDRH2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
SIHTDAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 38). Em certas modalidades,
CDRH2 compreende a sequéncia de aminoacidos de
STIHTEGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 39).

[00101] Em certas modalidades, CDRL1 compreende a
sequéncia de aminodcidos de KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6)
ou KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID NO: 40). Em certas modalidades,
CDRL1 compreende a sequéncia de aminoacidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6). Em certas modalidades, CDRL1
compreende a sequéncia de aminodcidos de KTSQGLVHSGGKTYFY
(SEQ ID NO: 40).

[00102] Em certas modalidades, CDRL3 compreende a
sequéncia de aminodcidos de AHGTYYPHT (SEQ ID NO: 14) ou
AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13). Em certas modalidades, CDRL3
compreende a sequéncia de aminocadcidos de AHGTYYPHT (SEQ ID
NO: 14). Em certas modalidades, CDRL3 compreende a sequéncia
de aminodcidos de AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13).

[00103] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
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prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), em que o anticorpo compreende um dominio VH
compreendendo as sequéncias de aminoacidos de CDRH1, CDRH2
e CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36 e 10; 3, 37 e 10;
3, 38 e 10; ou 3, 39 e 10, respectivamente. Em certas
modalidades, o dominio VH compreende as sequéncias de
aminoadcidos de CDRH1, CDRH2 e CDRH3 apresentadas nas SEQ ID
NOs: 3, 36 e 10, respectivamente. Em certas modalidades, o
dominio VH compreende as sequéncias de aminoadcidos de CDRHI,
CDRH2 e CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 37 e 10,
respectivamente. Em certas modalidades, o dominio VH
compreende as sequéncias de aminodcidos de CDRH1, CDRH2 e
CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 38 e 10,
respectivamente.

[00104] Em certas modalidades, a presente divulgacgdo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em dgque o anticorpo
compreende um dominio VL compreendendo as sequéncias de
aminoacidos de CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ ID
NOs: 6, 7 e 14; 40, 7 e 14; ou 40, 7 e 13, respectivamente.
Em certas modalidades, o dominio VL compreende as sequéncias
de aminoadcidos de CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ
ID NOs: 6, 7 e 14, respectivamente. Em certas modalidades,
o dominio VL compreende as sequéncias de aminoadcidos de
CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 40, 7 e
14, respectivamente.

[00105] Em certas modalidades, a presente divulgacgdo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo

humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
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ApoC3 humano), em que o anticorpo compreende uma regido
variavel da cadeia pesada compreendendo regides CDRH1, CDRH2
e CDRH3, e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo
regides CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em que as regides CDRH1, CDRHZ,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as sequéncias de
aminoadcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36, 10, 6 7 e
14; 3, 37, 10, 40, 7 e 14; 3, 38, 10, 40, 7 e 14; 3, 39, 10,
6, 7 e 14; 3, 37, 10, 40, 7 e 13; ou 3, 38, 10, 40, 7 e 13,
respectivamente. Em certas modalidades, as regides CDRHI,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as sequéncias
de aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36, 10, 6, 7
e 14, respectivamente. Em certas modalidades, as regides
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3 compreendem as
sequéncias de aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 3,
37, 10, 40, 7 e 14, respectivamente. Em certas modalidades,
as regides CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3
compreendem as sequéncias de aminoacidos apresentadas nas
SEQ ID NOs: 3, 38, 10, 40, 7 e 14, respectivamente.

[00106] Em certas modalidades, a presente divulgacdo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que é pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ
ID NO: 42, 43, 44, 45, 4e¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 89 ou
90. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoécidos

apresentada na SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,



57/150

50, 51, 52, 53, 89 ou 90. Em certas modalidades, o anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia pesada tendo a
sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 42. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoécidos
apresentada na SEQ ID NO: 43. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:
44. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoéacidos
apresentada na SEQ ID NO: 45. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:
46. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoécidos
apresentada na SEQ ID NO: 47. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:
48. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 49. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ ID NO:
50. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 51. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO:
52. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido

varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoéacidos
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apresentada na SEQ ID NO: 53. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variadvel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ ID NO:
89, opcionalmente em que a regido variavel da cadeia pesada
ndo compreende a sequéncia de aminocadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 15, 16, 17 ou 18. Em certas modalidades, o anticorpo
compreende uma regido variadvel da cadeia pesada tendo a
sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 90,
opcionalmente em que o a regido variavel da cadeia pesada
ndo compreende a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ
ID NO: 15, 16, 17 ou 18.

[00107] Em certas modalidades, a presente divulgacgdo
prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que é pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ
ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 91 ou
92. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoéacidos
apresentada na SEQ ID NO: 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 91 ou 92. Em certas modalidades, a o anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo a
sequéncia de amincacidos apresentada na SEQ ID NO: 54. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 55. Em certas modalidades, o

anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
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a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 56. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 57. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 58. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoécidos
apresentada na SEQ ID NO: 59. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 60. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoéacidos
apresentada na SEQ ID NO: 61. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 62. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoéacidos
apresentada na SEQ ID NO: 63. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 64. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 65. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve tendo
a sequéncia variavel de aminoadcidos apresentada na SEQ ID
NO: 91. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma
regido variavel da cadeia leve tendo a sequéncia de
aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 92.

[00108] Em certas modalidades, a presente divulgacédo
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prové um anticorpo isolado (por exemplo, um anticorpo
humanizado) que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que é pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo
menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou
99%) idéntica a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 42, 43, 44, 45, 4¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 89 ou
90, e uma regido variédvel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoadcidos que é pelo menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95% ou 100% (por exemplo, pelo menos 86, 87, 88, 89,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99%) idéntica a
sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ ID NO: 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 91 ou 92. Em certas
modalidades, o anticorpo compreende uma regido varidvel da
cadeia pesada tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada
na SEQ ID NO: 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 89 ou 90, e uma regido variadvel da cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 91 ou 92. Em certas
modalidades, a o anticorpo compreende uma regido variavel da
cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia leve tendo as
sequéncias de aminoédcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 42 e
54, 43 e 55, 44 e 56, 45 e 57, 46 e 58, 46 e 54, 47 e 58, 47
e 54, 48 e 58, 48 e 54, 49 e 59, 49 e 60, 50 e 59, 50 e 60,
51 e 61, 52 e 62, 53 e 62, 43 e 63, 44 e 64, 45 e 65, 89 e
91, ou 90 e 92, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de

aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 42 e 54,
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respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido variadvel da cadeia pesada e uma regido
variadvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 43 e 55, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
variavel da cadeia pesada e uma regido variavel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminoacidos apresentadas na SEQ
ID NO: 44 e 56, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variadvel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 45 e 57,
respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoéacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 46 e 58, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ
ID NO: 46 e 54, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido variavel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminodcidos apresentadas na SEQ ID NO: 477 e 58,
respectivamente. Em certas modalidades, o anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 47 e 54, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido variadvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ

ID NO: 48 e 58, respectivamente. Em certas modalidades, o
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anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 48 e 54,
respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoéacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 49 e 59, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ
ID NO: 49 e 60, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 50 e 59,
respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 50 e 60, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminoacidos apresentadas na SEQ
ID NO: 51 e 61, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido variavel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 52 e 62,
respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 53 e 62, respectivamente. Em

certas modalidades, © anticorpo compreende uma regido
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varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ
ID NO: 43 e 63, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 44 e 64,
respectivamente. Em certas modalidades, o anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoéacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 45 e 65, respectivamente. Em
certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ
ID NO: 89 e 91, respectivamente, opcionalmente, em que a
regido variavel da cadeia pesada ndo compreende o conjunto
de sequéncias de aminodcidos apresentadas na SEQ ID NO: 15,
16, 17 ou 18. Em certas modalidades, o anticorpo compreende
uma regido variadvel da cadeia pesada e uma regido variavel
da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 90 e 92, respectivamente,
opcionalmente, em que a regido variavel da cadeia pesada néo
compreende a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID
NO: 15, 16, 17 ou 18.

[00109] Em certas modalidades, a presente divulgacgdao
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo
uma regido variavel da cadeia ©pesada tendo regides
determinantes de complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3 e
uma regido variavel da cadeia leve tendo regides

determinantes de complementaridade CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3, e
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em que:

(a) a CDRH1 compreende a sequéncia de aminodcidos de
TYSMR (SEQ ID NO: 3);

(b) a CDRH2 compreende a sequéncia de aminoacidos de
SIX1TDGGGTAYRDSVKG, em que X1 € S ou H (SEQ ID NO: 4);

(c) a CDRH3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
X>,GYSD, em que X2 é A ou H (SEQ ID NO: 5);

(d) a CDRL1 compreende a sequéncia de aminoadcidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6);

(e) a CDRL2 compreende a sequéncia de aminodcidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e/ou

(f) a CDRL3 compreende a sequéncia de aminoacidos de
AX3GTYYPHT, em que X3 € Q ou H (SEQ ID NO: 8).

[00110] Em certas modalidades, a presente divulgacdo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), o anticorpo compreendendo
uma regido variavel da cadeia pesada tendo regides
determinantes de complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3 e
uma regido variavel da cadeia leve tendo regides
determinantes de complementaridade CDRL1, CDRLZ2 e CDRL3, e
em que:

(a) a CDRH1 compreende a sequéncia de aminoacidos de
TYSMR (SEQ ID NO: 3);

(b) a CDRH2 compreende a sequéncia de aminoacidos de
SIX1TDGGGTAYRDSVKG, em que X1 € S ou H (SEQ ID NO: 4);

(c) a CDRH3 compreende a sequéncia de aminodcidos de
X>,GYSD, em que X2 é A ou H (SEQ ID NO: 5);

(d) a CDRL1 compreende a sequéncia de aminoacidos de
KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6);

(e) a CDRL2 compreende a sequéncia de aminodcidos de
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QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e
(f)
AX3GTYYPHT, em que X3 é Q ou H

e em que pelo menos um de Xi,
[00111] Em certas

prové um anticorpo isolado que

(SEQ ID NO:

modalidades,

a CDRL3 compreende a sequéncia de aminoacidos de

8)
X, e X3 é& H.
a presente divulgacdao

se liga especificamente a

ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) , o anticorpo
compreendendo:

(a) uma CDRH1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3;

(b) uma CDRH2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 9 ou 11;

(c) uma CDRH3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10 ou 12;

(d) uma CDRL1 compreendendo a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NO: 6;

(e) uma CDRL2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NO: 7; e/ou

(f) uma CDRL3 compreendendo a sequéncia de aminodcidos
de SEQ ID NO: 13 ou 14.

[00112] Em certas modalidades, a presente divulgacdo

prové um anticorpo isolado que

ApoC3 (por exemplo, ApoC3
compreendendo:
(a) uma CDRH1 compreendendo

de SEQ ID NO: 3;

(b) uma CDRH2 compreendendo
de SEQ ID NO: 9 ou 11;
(c)

de SEQ ID NO:

uma CDRH3 compreendendo

10 ou 12;

se liga especificamente a
humano) , e} anticorpo
a sequéncia de aminoacidos

a sequéncia de aminoacidos

a sequéncia de aminodcidos



66/150

(d) uma CDRL1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 6;

(e) uma CDRL2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7; e

(f) uma CDRL3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13 ou 14,

e em que o anticorpo isolado ndo compreende as sequéncias
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas
SEQ ID NOs: 3, 9, 10, 6, 7 e 13, respectivamente.

[00113] Em certas modalidades, a presente divulgacédo
prové um anticorpo isolado que se 1liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em gque o anticorpo
compreende um dominio VH compreendendo as sequéncias de
aminodcidos de CDRH1, CDRH2 e CDRH3 apresentadas nas SEQ ID
NOs: 3, 9 e 10; 3, 11 e 10; 3, 9 e 12; ou 3, 11 e 12,
respectivamente. Em certas modalidades, o dominio VH
compreende as sequéncias de aminodcidos de CDRH1, CDRH2 e
CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 11 e 10,
respectivamente. Em certas modalidades, o dominio VH
compreende as sequéncias de aminoadcidos de CDRH1, CDRH2 e
CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 9 e 12,
respectivamente. Em certas modalidades, o dominio VH
compreende as sequéncias de aminoadcidos de CDRH1, CDRH2Z e
CDRH3 apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 11 e 12,
respectivamente.

[00114] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em dgue O anticorpo
compreende um dominio VL compreendendo as sequéncias de

aminoadcidos de CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ ID



67/150

NOs: 6, 7 e 13; ou 6, 7 e 14, respectivamente. Em certas
modalidades, o dominio VL compreende as sequéncias de
aminoacidos de CDRL1, CDRL2 e CDRL3 apresentadas nas SEQ ID
NOs: 6, 7 e 14, respectivamente.

[00115] Em certas modalidades, a presente divulgacgédo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), em que o anticorpo
compreende uma regido variavel da cadeia pesada
compreendendo regides CDRH1, CDRH2 e CDRH3, e uma regido
variadvel da cadeia leve compreendendo regides CDRL1, CDRL2
e CDRL3, em que as regides CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1l, CDRLZ2
e CDRL3 compreendem as sequéncias de aminoacidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 11, 10, 6, 7 e 13; 3, 9, 12,
6, 7 e 13; 3, 9, 10, 6, 7 e 14; 3, 11, 10, 6, 7 e 14; 3, 9,
12, 6, 7 e 14; 3, 11, 12, 6, 7 e 13; ou 3, 11, 12, 6, 7 e
13, respectivamente. Em certas modalidades, as regides
CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as
sequéncias de aminoacidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 3,
11, 10, 6, 7 e 14, respectivamente. Em certas modalidades,
as regibes CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3
compreendem as sequéncias de aminoacidos apresentadas nas
SEQ ID NOs: 3, 9, 12, 6, 7 e 14, respectivamente.

[00116] Em certas modalidades, a presente divulgacédo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), compreendendo uma regido
varidvel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos que € pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100%
(por exemplo, pelo menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) idéntica ao conjunto de sequéncias de

aminodcidos na SEQ ID NO: 15, 16, 17 ou 18. Em certas
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modalidades, o anticorpo compreende uma regido variadvel da
cadeia pesada tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada
na SEQ ID NO: 15, 16, 17 ou 18. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:
16. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 17. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variadvel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO:
18.

[00117] Em certas modalidades, a presente divulgacdo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), compreendendo uma regido
varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos que ¢ pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100%
(por exemplo, pelo menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) idéntica ao conjunto de sequéncias de
aminoadcidos descritas na SEQ ID NO: 19 ou 20. Em certas
modalidades, o anticorpo compreende uma regido variavel da
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO: 20.

[00118] Em certas modalidades, a presente divulgacgéo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), compreendendo uma regido
varidvel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos que é pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100%
(por exemplo, pelo menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) idéntica ao conjunto de sequéncias de

aminoacidos na SEQ ID NO: 15, 16, 17 ou 18, e uma regidao
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varidvel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos que € pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100%
(por exemplo, pelo menos 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98 ou 99%) idéntica a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 19 ou 20. Em certas modalidades,
o anticorpo compreende uma regido variadvel da cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ ID NO:
15, 16, 17 ou 18, e uma regido varidvel da cadeia leve tendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 19 ou
20. Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
varidvel da cadeia pesada e uma regido varidvel da cadeia
leve tendo as sequéncias de aminoacidos apresentadas nas SEQ
ID NOs: 16 e 19, 17 e 19, 18 e 19, 15 e 20, 16 e 20, 17 e 20
ou 18 e 20, respectivamente. Em certas modalidades, o
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia pesada e
uma regido varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de
aminoacidos apresentadas na SEQ ID NO: 16 e 20,
respectivamente. Em certas modalidades, o) anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada e uma regido
varidvel da cadeia leve tendo as sequéncias de aminoacidos
apresentadas na SEQ ID NO: 17 e 20, respectivamente.

[00119] Qualgquer regido constante de Ig pode ser usada
nos anticorpos isolados divulgados nessa descricgdo. Em
certas modalidades, a regido constante de Ig é uma regido
constante da molécula de imunoglobulina (Ig) humana IgG,
IgeE, IgM, IgD, IgA ou IgY¥, e/ou uma regido constante de
qualquer classe (por exemplo, IgGi, IgGz, IgGs, IgGs, IgA:1 e
IgAz) ou qgqualquer subclasse (por exemplo, IgGza e IgGo,) da
molécula de imunoglobulina. Em certas modalidades, a regiéo

constante de Ig é uma regido constante de Ig humana ou
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humanizada.

[00120] Em certas modalidades, a regido constante & uma
variante de uma regido constante da cadeia pesada de Ig
humana do tipo selvagem (por exemplo, IgG), e em que a regiao
constante da cadeia pesada de Ig humana variante tem uma
afinidade aumentada (por exemplo, aumentada em pelo menos
1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 15 ou 20 vezes) para
o0 receptor Fc neonatal humano (FcRn) a pH acido (por exemplo,
PH 5,5 a pH 6) em relacdo a afinidade da regi&o constante da
cadeia pesada de Ig humana do tipo selvagem correspondente
para o FcRn humano sob as mesmas condi¢des. Em certas
modalidades, a regido constante da cadeia pesada de Ig humana
variante tem uma afinidade semelhante ou diminuida (por
exemplo, aumentada em ndo mais que 1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5;
1,6; 1,7; 1,8; 1,9 ou 2 vezes, igual a, ou diminuida) para
o receptor Fc neonatal humano (FcRn) em pH fisioldgico (por
exemplo, em pH 7,4) em relagcdo a afinidade da regido
constante da cadeia pesada de Ig humana do tipo selvagem
para FcRn humano sob as mesmas condi¢des. Em certas
modalidades, a regido constante compreende um, dois ou mais
aminoacido (s) (por exemplo, tendo uma ou mais de
substituicdes, insercdes ou delecdes) de um dominio
constante de Ig do tipo selvagem (por exemplo, IgG) ou
fragmento de 1ligacdo a FcRn do mesmo (por exemplo, um
fragmento Fc ou dominio Fc-dobradica) . Em certas
modalidades, a meia-vida do anticorpo com a regido constante
variante 1in vivo ¢é aumentada em relacdo a meila-vida do
anticorpo correspondente com o dominio constante do tipo
selvagem ou fragmento de ligacdo a FcRn do mesmo in vivo.

Ver, por exemplo, as Publicag¢des Internacionais N°s WO
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02/060919; WO 98/23289; e WO 97/34631; e Patentes U.S. Nos
5.869.046, 6.121.022, 6.277.375, 6.165.745, 8.088.376 e
8.163.881, todas incorporadas nesse documento por referéncia
em sua totalidade, para exemplos de mutacdes que aumentardo
a meia-vida de um anticorpo in vivo. Em certa modalidade, um

ou mais aminocacido(s) diferente(s) estéa(estdo) no segundo

dominio constante (CH2) (residuos 231-340 da IgG: humana)
e/ou no terceiro dominio constante (CH3) (residuos 341-447
da IgGi humana), numerados de acordo com o sistema de

numeracdo de EU. Em certas modalidades, a regido constante
da IgG (por exemplo, IgGi, IgGy, ou IgGs) de um anticorpo
divulgado nesse documento compreende os aminoadcidos tirosina
(Y) treonina (T) e &cido glutdmico (E) nas posicgdes 252,
254, e 256, respectivamente, numerados de acordo com ©
sistema de numeracdo de EU. Ver Patente U.S. N° 7.658.921,
que ¢é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade.
Este tipo de IgG, referido como “IgG YTE”, mostrou mostrar
meia-vida aumentada quatro vezes em comparag¢do com as versdes
do tipo selvagem do mesmo anticorpo (ver Dall’Acqua WF et
al., (2006) J Biol Chem 281: 23514-24, que é aqui incorporado
por referéncia na sua totalidade). Em certas modalidades, a
regido constante da IgG (por exemplo, IgGi) de um anticorpo
divulgado nesse documento compreende o aminoadcido alanina
(A), serina (S), tirosina (Y) ou fenilalanina (F) na posicéao
434, numerada de acordo com O sistema de numeracdo de EU. Em
certas modalidades, a regido constante da IgG (por exemplo,
IgGi, IgGz ou IgGs) de um anticorpo divulgado nesse documento
compreende os aminoacidos lisina (K), fenilalanina (F) e
tirosina (Y) nas posicdes 433, 434, e 436, respectivamente,

numerados de acordo com o sistema de numeracdo de EU. Em
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certas modalidades, a regido constante da IgG (por exemplo,
IgGi, IgGz ou IgGy) de um anticorpo divulgado nesse documento
compreende os aminoacidos leucina (L) e serina (S) nas
posicdes 428 e 434, respectivamente, numerados de acordo com
0 Sistema de numeracdo de EU. Regides constantes de IgG
adicionais que podem ter afinidade aumentada com FcRn sob
condicdo A&cida sdo descritas em Ward et al., Mol. Immunol.
(2015) 67(200):131-41, que é aqui incorporado por referéncia
na sua totalidade. Em certas modalidades, um anticorpo
compreende um dominio constante de IgG compreendendo uma,
duas, trés ou mais de substituicdes de aminocadcidos de
residuos de aminodcidos nas posicgdes 251-257, 285-290, 308-
314, 385-389 e 428-436, numeradas de acordo com o sistema de
numeracdo de EU. Em certas modalidades, os anticorpos
isolados divulgados nessa descrigcdo compreendem uma regido
constante da cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 21, 22, 23, 24, 75,
76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85 ou 86. Em certas
modalidades, os anticorpos isolados divulgados nessa
descricdo compreendem uma regido constante da cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ
ID NO: 25 ou 26.

[00121] Em certas modalidades, a presente divulgacgéo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia
pesada compreendendo a sequéncia de aminocdcidos apresentada
em SEQ ID NO: 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 ou 73. Em certas
modalidades, a presente divulgagdo prové um anticorpo
isoclado que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,

ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia leve compreendendo
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a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 74. Em
certas modalidades, a presente divulgacdo prové um anticorpo
isolado que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia
leve compreendendo as sequéncias de aminodcidos apresentadas
nas SEQ ID NOs: 66 e 74, 67 e 74, 68 e 74, 69 e 74, 70 e 74,
71 e 74, 72 e 74, ou 73 e 74, respectivamente.

[00122] Em certas modalidades, a presente divulgacgdo
prové um anticorpo isolado que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia
pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos apresentada
na SEQ ID NO: 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 ou 34. Em certas
modalidades, a presente divulgacdo prové um anticorpo
isolado que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia leve compreendendo
a sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 35. Em
certas modalidades, a presente divulgacgdo prové um anticorpo
isolado que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia
leve compreendendo as sequéncias de aminoacidos apresentadas
nas SEQ ID NOs: 27 e 35, 28 e 35, 29 e 35, 30 e 35, 31 e 35,
32 e 35, 33 e 35, ou 34 e 35, respectivamente.

3. Métodos de Uso

[00123] ApoC3 inibe a captacdo e depuracdo de TRL (por
exemplo, VLDL) e TRL remanescente por hepatdcitos e inibe a
lipdlise de TRL mediada por lipoproteina lipase (por exemplo,
VLDL), funcionando assim para aumentar os niveis de
triglicerideos no sangue de um 1individuo. Em certas
modalidades, os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa

descricdo podem atenuar a capacidade de ApoC3 de inibir o
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TRL (por exemplo, VLDL) e a captacdo e depuragao de
remanescente de TRL por hepatdécitos ou atenuar a capacidade
de ApoC3 de inibir a lipdlise de TRL mediada por lipoproteina
(por exemplo, VLDL). Por conseguinte, em certas modalidades,
a presente divulgacdo prové um método para inibir a atividade
de ApoC3 no sangue de um sujeito, o método compreendendo a
administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um
anticorpo anti-ApoC3 ou uma composigao farmacéutica
divulgado (a) nesse documento. Em certas modalidades, a
atividade de ApoC3 é a inibicdo de TRL (por exemplo, VLDL)
e captacdao e depuracdo de remanescentes de TRL por
hepatécitos. Em certas modalidades, a atividade de ApoC3 é
a 1inibicdo da 1lipdlise de TRL mediada por lipoproteina
lipase. Em certas modalidades, a atividade de ApoC3 é a
inibi¢cdo de TRL (por exemplo, VLDL) e captacdo e depuracgdo
de remanescentes de TRL por hepatdédcitos e inibicdo da
lipdlise de TRL mediada por lipoproteina lipase.

[00124] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo sdo Uteis para aumentar a taxa de depuracdo de
ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) do sangue
em um individuo. Por conseguinte, em certas modalidades, a
presente divulgacdo prové um método para aumentar a taxa de
depuracdo de ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou
ApoBl100) do sangue em um individuo, o método compreendendo
a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um
anticorpo anti-ApoC3 ou uma composicgao farmacéutica
divulgado (a) nesse documento.

[00125] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo sé&o Uteis para reduzir o nivel de ApoC3 e/ou ApoB

(por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB1l00) no sangue de um individuo.
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Por conseguinte, em certas modalidades, a presente
divulgacdo prové um método para reduzir o nivel de ApoC3
e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no sangue de um
individuo, o© método compreendendo a administracdo ao
individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-
ApoC3 ou uma composicdo farmacéutica divulgado(a) nesse
documento. Em certas modalidades, o método reduz o nivel de
ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB1l00) no sangue
de um individuo em pelo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 98% ou 99%, como avaliado por métodos divulgados nesse
documento ou por métodos conhecidos por um habilitado na
técnica. Em certas modalidades, o método reduz os niveis de
ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no sangue
de um individuo em pelo menos cerca de 1,1 vezes, 1,2 vezes,
1,3 vezes, 1,4 vezes, 1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes, 3 vezes,
3,5 vezes, 4 vezes, 4,5 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8
vezes, 9 vezes, 10 vezes, 15 vezes, 20 vezes, 30 vezes, 40
vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70 vezes, 80 vezes, 90 vezes ou
100 wvezes, como avaliado por métodos divulgados nessa
descrigcdo ou por métodos conhecidos de um dos habilitados
na técnica. Em certas modalidades, a reducdo nos niveils de
ApoC3 e/ou ApoB (por exemplo, ApoB48 e/ou ApoB100) no sangue
no individuo é mantida por pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 dias ou pelo menos
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 semanas.

[00126] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo sdo uteis para reduzir os niveis de triglicerideos
no sangue de um individuo. Por conseguinte, em certas

modalidades, a presente divulgacdo prové um método para
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reduzir os niveis de triglicerideos no sangue de um
individuo, o método compreendendo a administracdo ao
individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-
ApoC3 ou uma composicdo farmacéutica divulgado(a) nesse
documento.

[00127] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descrigéao sédo uteis para o) tratamento de
hipertrigliceridemia. Por conseguinte, em certas
modalidades, a presente divulgacdo prové um método para o
tratamento de hipertrigliceridemia em um individuo, o método
compreendendo a administrac¢do ao individuo de uma quantidade
eficaz de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma composicédo
farmacéutica divulgado (a) nesse documento. Em certas
modalidades, a presente divulgacdo prové um método para o
tratamento de quilomicronemia em um individuo, o método
compreendendo a administracdo ao individuo de uma quantidade
eficaz de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma composicdo
farmacéutica divulgado (a) nesse documento. Em certas
modalidades, a presente divulgacdo prové um método para o
tratamento da sindrome de quilomicronemia em um individuo,
o método compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma
composigdo farmacéutica divulgado(a) nesse documento.

[00128] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo sdo uUteis para o tratamento e a prevencdo de
lipemia pés-prandial em um individuo. Por conseguinte, em
certas modalidades, a presente divulgacdo prové um método
para inibir a lipemia pds-prandial em um individuo, o método
compreendendo a administracdo ao individuo de uma quantidade

eficaz de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma composicédo
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farmacéutica divulgado (a) nesse documento. O anticorpo anti-
ApoC3 pode ser administrado ao individuo antes, durante ou
apbdés uma refeicéo.

[00129] Sem desejar estar vinculado a teoria, 0os
Requerentes acreditam que, em certas modalidades, os
anticorpos divulgados nessa descricdo sdo capazes de reduzir
0os niveis de quilomicrons ou remanescentes de quilomicron
pbdés-prandiais em um individuo gquando administrados ao
individuo antes, durante, ou depois de uma refeicdo. Por
conseguinte, em certas modalidades, a presente divulgacéo
prové um método para reduzir os niveis de quilomicrons ou de
remanescentes quilomicrons pds-prandiais em um individuo, o
método compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma
composicdo farmacéutica divulgado(a) nesse documento. O
anticorpo anti-ApoC3 pode ser administrado ao individuo
antes, durante ou apds uma refeicéo.

[00130] A reducédo dos niveis de triglicerideos no sangue
em pacientes com hipertrigliceridemia pode reduzir o risco
de desenvolvimento de pancreatite. Por conseguinte, em
certas modalidades, a presente divulgacdo prové um método
para reduzir o risco de pancreatite em um individuo com
hipertrigliceridemia, o método compreendendo a administracdo
ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-
ApoC3 ou uma composicdo farmacéutica divulgado(a) nesse
documento.

[00131] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descrigcdo sdo uUteis para reduzir o risco de doenca
cardiovascular em um individuo. Por conseguinte, em certas

modalidades, a presente divulgacdo prové um método para



78/150

reduzir o risco de doenca cardiovascular em um individuo com
hipertrigliceridemia, o método compreendendo a administracéao
ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-
ApoC3 ou uma composicdo farmacéutica divulgado(a) nesse
documento. 0 risco de desenvolver qualquer doenca
cardiovascular associada a, ou causada por,
hipertrigliceridemia ou lipemia pds-prandial excessiva pode
ser reduzido pela administracdo de um anticorpo anti-ApoC3
ou uma composicdo farmacéutica divulgado (a) nesse documento.
As doencas cardiovasculares para as quais o risco pode ser
reduzido incluem, sem limitacéo, doenca arterial
coronariana, aterosclerose, angina, infarto do miocédrdio e
acidente vascular cerebral.

[00132] Os anticorpos anti-ApoC3 ou as composicdes
farmacéuticas divulgado(a)s nesse documento podem ser
administrado (a)s isoladamente ou em combinacdo com um agente
terapéutico adicional. Em certas modalidades, o agente
terapéutico adicional é outro agente redutor de lipidios.
Qualgquer um ou mais de agentes de reducdo de lipideos pode (m)
ser usado(s) em combinacdo com um anticorpo anti-ApoC3 ou
uma composicdo farmacéutica divulgado (a) nesse documento. Os
agentes de reducdo de lipideos adequados incluem, sem
limitacdo, 1inibidores da HMG-CoA redutase (por exemplo,
atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pitavastatina,
pravastatina, rosuvastatina ou sinvastatina), fibratos,
niacina, sequestrantes de &cidos biliares (por exemplo,
colestiramina, colestipol e colesevelam), inibidores de
absorcdo de colesterol na dieta (por exemplo, ezetimiba),
inibidores da proteina microssomal de transferéncia de

triglicerideos (MTP) (por exemplo, lomitapida),
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fitoesterdis, inibidores da lipase pancreatica (por exemplo,
orlistat), inibidores da proteina de transferéncia de éster
colesterilico, inibidores da esqualeno sintase (por exemplo,
TAK-475, &cido zaragdézico e RPR 107393), ApoA-1 Milano,

succinobucol (AGI-1067), inibidores da apoproteina-B (por

exemplo, Mipomersen), e inibidores da pré-proteina
convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) (por exemplo,
alirocumabe, evolocumabe e bococizumabe) . Em certas

modalidades, o agente redutor de lipidios adicional é uma
combinacdo de ezetimiba e um inibidor de HMG-CoA redutase.
Em certas modalidades, o agente redutor de lipidios é uma
combinacdo de ezetimiba, um inibidor de HMG-CoA redutase e
um inibidor de PCSKO9.

[00133] Os anticorpos anti-ApoC3 ou as composicdes
farmacéuticas divulgados nesse documento podem ser
dispensados a um individuo por uma variedade de vias. Estes
incluem, mas n&do estdo limitados a, vias parentéricas,
intradérmicas, intramusculares, intraperitoneais,
intravenosas e subcutdneas. Em certas modalidades, ©
anticorpo ou a composigdo farmacéutica divulgado(a) nesse
documento é dispensado(a) por via subcutdnea ou intravenosa.

[00134] A guantidade de um anticorpo anti-ApoC3 ou uma
composigcdo farmacéutica divulgado(a) nesse documento que
sera eficaz no tratamento ou na prevencdo de uma condicédo
dependerd da natureza da doenca, e pode ser determinada
empiricamente por técnicas clinicas padrdo. A dose exata a
ser empregada em uma composicdo também dependerd da via de
administracdo, e da gravidade da infecc¢do ou doenca causada
por ela, e deve ser decidida de acordo com o julgamento do

médico e as circunsténcias de cada individuo. Por exemplo,
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doses eficazes também podem variar dependendo dos meios de
administracdo, local de destino, estado fisioldégico do
paciente (incluindo idade, peso corporal e saude), se o
paciente é humano ou animal, outros medicamentos
administrados ou se o tratamento é profildtico ou
terapéutico. Os anticorpos anti-ApoC3 ou composicdes
farmacéuticas divulgadas nesse documento podem ser
administrados em qualquer frequéncia (por exemplo, a cada
semana, a cada duas semanas, a cada trés semanas, a cada
quatro semanas, a cada més ou a cada dois meses). Usualmente,
o paciente é humano, mas também podem ser tratados mamiferos
ndo humanos, incluindo mamiferos transgénicos. As dosagens
e 0s regimes de tratamento sdo titulados de maneira ideal
para otimizar a seguranca e a eficacia.

[00135] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo também podem ser usados para fazer ensaio os niveis
de proteina ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humana) em uma amostra
bioldégica usando métodos imuno-histoldégicos classicos
conhecidos dos habilitados na técnica, incluindo
imunocensaios, tais como, ensaio imunossorvente ligado a
enzima (ELISA), 1imunoprecipitacdo ou Western blotting.
Rétulos de ensaios de anticorpos adequados sdo conhecidos na
técnica e incluem rétulos enzimaticos, tais como, glicose
oxidase; radioisdétopos, tais como, iodo (1251, 121T), carbono
(14C), enxofre (3%8), tritio (3H), indio (!21In) e tecnécio
(°°Tc); roétulos luminescentes, tal como luminol; e rdtulos
fluorescentes, talis como, fluoresceina e rodamina, e
biotina. Tais rdétulos podem ser usados para rotular um
anticorpo divulgado nesse documento. Alternativamente, um

segundo anticorpo gque reconhece um anticorpo anti-ApoC3
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divulgado nesse documento pode ser rotulado e usado em
combinacdo com um anticorpo anti-ApoC3 para detectar os
niveis de proteina ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) .

[00136] O ensaio do nivel de expressdo da proteina ApoC3
(por exemplo, ApoC3 humana) pretende incluir a medicéo
qualitativa ou quantitativa ou a estimativa do nivel da
proteina ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humana) em uma primeira
amostra bioldbgica diretamente (por exemplo, determinar ou
estimar o nivel absoluto de proteina) ou relativamente (por
exemplo, em comparacdo com o nivel de proteina associado a
doenca em uma segunda amostra bioldgica). O nivel de
expressdo do polipeptideo ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano)
na primeira amostra bioldégica pode ser medido ou estimado e
comparado com um nivel de proteina ApoC3 padrédo (por exemplo,
ApoC3 humano), o padrdo sendo retirado de uma segunda amostra
bioldégica obtida de um individuo que ndo tem o disturbio ou
sendo determinado pela média dos niveis de uma populacgdo de
individuos que nédo apresentam o distirbio. Como seré
apreciado na técnica, uma vez conhecido o nivel de
polipeptideo ApoC3 “padrdo” (por exemplo, ApoC3 humano), ele
pode ser usado repetidamente como um padrdo para comparacado.

[00137] Como usado nesse documento, o termo “amostra
bioldégica” refere-se a qualquer amostra bioldgica obtida de
um individuo, linha celular, tecido ou outra fonte de células
que expressam potencialmente ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) . Os métodos para obter bidpsias de tecidos e fluidos
corporais de animais (por exemplo, humanos) sdo bem
conhecidos na técnica. As amostras Dbioldgicas incluem
células sanguineas mononucleares periféricas.

[00138] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
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descricdo podem ser usados para aplicag¢des progndsticas,
diagndésticas, de monitoramento e de triagem, incluindo
aplicagdes in vitro e in vivo bem conhecidas e padrdo para
as pessoas habilitadas na técnica e com base na presente
descricgédo. Ensaios progndésticas, diagnésticas, de
monitoramento e de triagem e kits para andlise e avaliacéo
in vitro do estado do sistema imune ou resposta imune podem
ser utilizados para prever, diagnosticar e monitorar para
avaliar amostras de pacientes, incluindo agquelas conhecidas
por terem ou suspeitarem de ter atividade de ApoC3 elevada.
Em uma modalidade, um anticorpo anti-ApoC3 pode ser usado na
imuno-histoquimica de amostras de Dbidpsia. Em outra
modalidade, um anticorpo anti-ApoC3 pode ser wusado para
detectar niveis de ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano), cujos
niveis podem entdo ser ligados a certos sintomas da doenca.
Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa descricdo podem
portar um rétulo detectavel ou funcional. Quando s&do usados
rétulos de fluorescéncia, a microscopia atualmente
disponivel e a andlise de classificador de células ativadas
por fluorescéncia (FACS) ou combinacdo de ambos 0s
procedimentos dos métodos conhecidos na técnica podem ser
utilizados para identificar e quantificar os membros de
ligacdo especificos. Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados
nessa descricdo podem portar um rdétulo de fluorescéncia.
Rétulos de fluorescéncia de exemplo incluem, por exemplo,
sondas reativas e conjugadas, por exemplo, Aminocumarina,
Fluoresceina e vermelho Texas, corantes Alexa Fluor,
corantes Cy e corantes DyLight. Um anticorpo anti-ApoC3 pode
portar um rétulo radiocativo, tais como os isdétopos 3H, 14C,

32]_3, 358, 36Cl, 51CI, 57CO, 58CO, 59Fe, 67Cu, 90Y, 99TC, 111:[1’1,
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117Lu, lZlI, 1241, 1251, 1311, 198Au, 211At, ZlBBj_, 225AC e 186Re.
Quando s&o usados rétulos radioativos, os procedimentos de
contagem atualmente disponiveis, conhecidos na técnica,
podem ser utilizados para identificar e quantificar a ligacao
especifica do anticorpo anti-ApoC3 a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano). No caso em que o rdétulo é uma enzima, a
deteccdo pode ser realizada por gqualquer uma das técnicas
colorimétricas, espectrofotométricas,
fluorospectrofotométricas, amperométricas ou gasométricas
atualmente utilizadas, como conhecidas na técnica. Isto pode
ser conseguido entrando em contato com uma amostra ou uma
amostra de controle com um anticorpo anti-ApoC3 sob condig¢des
que permitem a formacdo de um complexo entre o anticorpo e
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano). Quaisquer complexos
formados entre o anticorpo e ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) sdo detectados e comparados na amostra e no controle.
Os anticorpos divulgados nessa descricdo também podem ser
usados para purificar ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) via
purificacdo por imunoafinidade. Também incluido nesse
documento estd um sistema de ensaio que pode ser preparado
na forma de um kit de teste para a andlise quantitativa da
extensdo da presenca de, por exemplo, ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano) . O sistema ou kit de teste pode compreender um
componente rotulado, por exemplo, um anticorpo ApoC3
rotulado, e um ou mais reagentes imunoquimicos adicionais.
4. Composigdes Farmacéuticas

[00139] Sdo providas aqui composic¢cdes farmacéuticas
compreendendo um anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse
documento com o grau de pureza desejado em um carreador,

excipiente ou estabilizador fisiologicamente aceitéavel
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(Remington's Pharmaceutical Sciences (1990) Mack Publishing
Co., Easton, PA) . Carreadores, excipientes ou
estabilizadores aceitéveis n&o s&o téxicos para os
receptores nas dosagens e concentragdes empregadas e incluem
tampdes, tais como, fosfato, citrato e outros A&cidos
organicos; antioxidantes, incluindo &cido ascdérbico e
metionina; conservantes (tais como, cloreto de
octadecildimetilbenzil amdbnio; cloreto de hexametdnio;
cloreto de benzalcdbnio, cloreto de benzetdnio; fenol, &lcool
butilico ou benzilico; alquil parabenos, tais como, 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, tais como,
albumina sérica, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos, tais como, polivinilpirrolidona; aminoacidos,
tais como, glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros
carboidratos, incluindo glicose, manose ou dextrinas;
agentes quelantes, tais como, EDTA; aclUcares, tais como,
sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contra-ions
formadores de sal, tal como sbédio; complexos de metais (por
exemplo, complexos de proteina Zn); ou tensoativos néo
idnicos, tais como, TWEEN™, PLURONICS™ ou polietilenoglicol
(PEG) .

[00140] Em uma modalidade especifica, as composicgdes
farmacéuticas compreendem um anticorpo anti-ApoC3 divulgado
nesse documento e, opcionalmente, um ou mais de agentes
profilaticos ou terapéuticos adicionais, em um carreador
farmaceuticamente aceitdvel. Em uma modalidade especifica,

as composicgdes farmacéuticas compreendem uma gquantidade
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eficaz de um anticorpo divulgado nesse documento e,
opcionalmente, um ou mais de agentes profildticos ou
terapéuticos adicionais, em um carreador farmaceuticamente
aceitavel. Em algumas modalidades, o anticorpo é o unico
ingrediente ativo incluido na composicédo farmacéutica. As
composicdes farmacéuticas divulgadas nesse documento podem
ser Uteis na inibicdo da atividade da ApoC3 e no tratamento
de uma condicdo, tal como céncer ou uma doenca infecciosa.
[00141] Os carreadores farmaceuticamente aceitéveis

usados em preparacgdes parentéricas incluem veiculos agquosos,
veiculos ndo aquosos, agentes antimicrobianos, agentes
isotbnicos, tampdes, antioxidantes, anestésicos locais,
agentes de suspensdo e dispersdo, agentes emulsificantes,
agentes sequestrantes ou dquelantes e outras substancias
farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos de veiculos aquosos
incluem Injecdo de Cloreto de Sédio, Injecdo de Ringers,
Injecdo Isotdénica de Dextrose, Injecdo de Agua Estéril,
Dextrose e 1Injegcdo de Ringers Lactados. Os veiculos
parenterais ndo aquosos incluem 6leos fixos de origem
vegetal, 6leo de semente de algoddo, 6leo de milho, déleo de
gergelim e Oleo de amendoim. Agentes antimicrobianos em
concentracdes bacteriostaticas ou fungistdticas podem ser
adicionados a preparac¢des parentéricas acondicionadas em
recipientes de doses multiplas que incluem fendis ou cresdis,
mercuriais, adlcool benzilico, clorobutanol, ésteres
metilicos e propilicos de acido p-hidroxibenzdico,
timerosal, cloreto de benzalcbdbnio e cloreto de benzetdnio.
Agentes isotdnicos incluem cloreto de sbédio e dextrose. Os
tampdes incluem fosfato e citrato. Antioxidantes incluem

bissulfato de sbédio. Anestésicos locails incluem cloridrato
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de procaina. 0Os agentes de suspensdo e dispersdo incluem
carboximetilcelulose sdédica, hidroxipropilmetilcelulose e
polivinilpirrolidona. Agentes emulsificantes incluem
Polissorbato 80 (TWEEN® 80). Um agente sequestrante ou
quelante de 1ions metédlicos inclui EDTA. Os carreadores
farmacéuticos também incluem &lcool etilico, polietileno
glicol e propileno glicol para veiculos misciveis em agua;
e hidrdéxido de sdédio, éacido cloridrico, acido citrico ou
dcido latico para ajuste do pH.

[00142] Uma composicdo farmacéutica pode ser formulada
para qualquer via de administracdo a um individuo. Exemplos
especificos de vias de administracdo incluem intranasal,

oral, pulmonar, transdérmica, intradérmica e parentérica. A

administracdo parentérica, caracterizada por injecdao
subcuténea, intramuscular ou intravenosa, também é
contemplada nesse documento. 0Os injetaveis podem ser

preparados em formas convencionais, tais como, solucdes ou
suspensdes liquidas, formas sdélidas adequadas para solucgédo
ou suspensédo em liquido antes da injecdo, ou como emulsdes.
Os injetaveis, solugdes e emulsdes também contém um ou mais
excipientes. Excipientes adequados sdo, por exemplo, agua,
solucdo salina, dextrose, glicerol ou etanol. Além disso, se
desejado, as composig¢des farmacéuticas a serem administradas
também podem conter pequenas quantidades de substancias
auxiliares ndo téxicas, tais como, agentes umectantes ou
emulsificantes, agentes tamponantes de pH, estabilizadores,
intensificadores de solubilidade e outros tis agentes, tais
como, por exemplo, acetato de sédio, monolaurato de
sorbitano, oleato de trietanolamina e ciclodextrinas.

[00143] As preparagdes para administracdo parenteral de
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um anticorpo incluem solucdes estéreis prontas para injecdao,
produtos soltveis secos estéreis, tais como, pos
liofilizados, prontas para serem combinadas com um solvente
imediatamente antes do uso, incluindo comprimidos
hipodérmicos, suspensdes estéreis prontas para injecédo,
produtos insolGveis secos estéreis prontos para serem
combinados com um veiculo imediatamente antes do uso e
emulsdes estéreis. As solugdes podem ser agquosas ou nao
aguosas.

[00144] Se administrados por via intravenosa,
carreadores adequados incluem solugdo salina fisioldgica ou
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), e solucdes
contendo agentes espessantes e solubilizantes, tais como,
glicose, polietileno glicol e ©polipropileno glicol e
misturas dos mesmos.

[00145] As misturas tépicas compreendendo um anticorpo
sdo preparadas como descrito para a administracdo local e
sistémica. A mistura resultante pode ser uma solucao,
suspensdo, emulsdes ou similares e pode ser formulada, tais
como, cremes, géis, pomadas, emulsdes, solug¢des, elixires,
logdes, suspensdes, tinturas, pastas, espumas, aerossdis,
irrigacdes, sprays, supositdrios, Dbandagens, emplastros
dérmicos ou quaisquer outras formulacdes adequadas para
administracdo tépica.

[00146] Um anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse
documento pode ser formulado como um aerossol para aplicacéo
tépica, tal como por inalacdo (ver, por exemplo, Patentes US
Nes 4.044.126, 4.414.209 e 4.364.923, que descrevem aerossdis
para a dispensacdo de um esteroide Util para o tratamento de

doencas inflamatdrias, particularmente asma) . Estas
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formulagcdes para administracdo ao trato respiratdério podem
estar na forma de um aerossol ou uma solug¢do para um
nebulizador, ou como um pd microfino para insuflacgdes,
isoladamente ou em combinacdo com um carreador inerte, tal
como a lactose. Nesse caso, as particulas da formulacéao
terdo, em uma modalidade, diédmetros menores que 50 microns,
em uma modalidade menor que 10 microns.

[00147] Um anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse
documento pode ser formulado para aplicacdo local ou tépica,
tal como aplicacédo tépica na pele e membranas mucosas, tal
como no olho, na forma de géis, cremes e locdes e para
aplicacdo para os olhos ou para aplicacdo intracisternal ou
intraespinal. A administracdo tépica ¢ contemplada para
dispensacdo transdérmica, e também para administracdo aos
olhos ou mucosa, ou para terapias de inalacdo. As solugdes
nasais do anticorpo isoladamente ou em combinacdo com outros
excipientes farmaceuticamente aceitdveis também podem ser
administradas.

[00148] Os emplastros transdérmicos, incluindo
dispositivos iontoforéticos e eletroforéticos, s&do bem
conhecidos dos habilitados na técnica e podem ser usados
para administrar um anticorpo. Por exemplo, esses emplastros
sdo divulgados nas ©patentes US 6.267.983, 6.261.595,
6.256.533, 6.167.301, 6.024.975, 6.010715, 5.985.317,
5.983.134, 5.948.433 e 5.860.957.

[00149] Em certas modalidades, uma composicgéao
farmacéutica compreendendo um divulgado nesse documento é um
pd liofilizado, que pode ser reconstituido para
administracdo como solucdes, emulsdes e outras misturas.

Também pode ser reconstituido e formulado como sdélidos ou
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géis. O pbd liofilizado é preparado dissolvendo um anticorpo
divulgado nesse documento, ou um seu derivado
farmaceuticamente aceitavel, em um solvente adequado. Em
algumas modalidades, o pd liofilizado é estéril. O solvente
pode conter um excipiente gque melhora a estabilidade ou outro
componente farmacoldégico do pd ou da solucao
reconstituido (a), preparado a partir do pbdé. Os excipientes
que podem ser usados incluem, mas ndo estdo limitados a,
dextrose, sorbitol, frutose, xarope de milho, xilitol,
glicerina, glicose, sacarose ou outro agente adequado. O
solvente também pode conter um tampdo, tais como, citrato,
fosfato de sédio ou potédssio ou outro tampdo conhecido dos
habilitados na técnica, em uma modalidade, em pH neutro. A
filtracdo estéril subsequente da solucdo seguida de
liofilizacdo sob condig¢des padrdo conhecidas dos habilitados
na técnica prové a formulacdo desejada. Em uma modalidade,
a solugcdo resultante sera distribuida em frascos para
liofilizacdo. Cada frasco conterd uma dose tUnica ou doses
miltiplas do composto. O pd liofilizado pode ser armazenado
sob condic¢des apropriadas, tais como cerca de 4°C até a
temperatura ambiente. A reconstituicdo deste pd liofilizado
com agua para injegdo prové uma formulacdo para uso na
administracdo parenteral. Para reconstituicgéo, o pd

liofilizado é adicionado a agua estéril ou a outro carreador

adequado. A qgquantidade precisa depende do composto
selecionado. Essa quantidade pode ser determinada
empiricamente.

[00150] Os anticorpos anti-ApoC3 divulgados nessa
descricdo e outras composicgdes aqui provido (a)s também podem

ser formulado(a)s para serem direcionado(a)s a um tecido,



90/150

receptor ou outra area especifica do corpo do individuo a
ser tratado. Muitos desses métodos de direcionamento s&o bem
conhecidos dos habilitados na técnica. Todos esses métodos
de direcionamento sdo contemplados nesse documento para uso
nas composig¢des instantdneas. Para exemplos ndo limitativos
de métodos de direcionamento, ver, por exemplo, as patentes
US N°s 6.316.652, 6.274.552, 6.271.359, 6.253.872, 6.139.865,
6.131.570, 6.120.751, 6.071.495, 6.060.082, 6.048.736,
6.039.975, 6.004.534, 5.985.305.552, 5.985.305 e 5.709.874.

[00151] As composicdes a serem usadas para administracédo
in vivo podem ser estéreis. Isto é facilmente conseguido por
filtrac&o através, por exemplo, de membranas de filtracéo
estéreis.

5. Polinucleotideos, Vetores e Métodos de Producdo de
Anticorpos Anti-ApoC3

[00152] Em outro aspecto, sdo providos nesse documento
polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um anticorpo anti-ApoC3 divulgado
nesse documento (por exemplo, uma regido variavel da cadeia
leve ou regido variavel da cadeia pesada) e vetores, por
exemplo, vetores compreendendo esses polinucleotideos para
expressdo recombinante nas células hospedeiras (por exemplo,
E. coli e células de mamiferos).

[00153] Como wusado nesse documento, uma molécula de
polinucleotideo ou &cido nucleico “isolada” é aquela que é
separada de outras moléculas de &cido nucleico gque estéo
presentes na fonte natural (por exemplo, em um camundongo ou
em um humano) da molécula de acido nucleico. Além disso, uma
molécula de acido nucleico “isolada”, tal como uma molécula

de cDNA, pode estar substancialmente livre de outro material
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celular, ou meio de cultura quando produzido por técnicas
recombinantes, ou substancialmente 1livre de precursores
quimicos ou outros produtos quimicos quando sintetizados
guimicamente. Por exemplo, a linguagem “substancialmente
livre” inclui preparacdes de moléculas de polinucleotideo ou
dcido nucleico com menos que cerca de 15%, 10%, 5%, 2%, 1%,
0,5% ou 0,1% (em particular menos que cerca de 10%) de outro
material, por exemplo, material celular, meio de cultura,
outras moléculas de &cido nucleico, precursores gquimicos ou
outros produtos gquimicos. Em uma modalidade especifica, uma
molécula(s) de &cido nucleico que codifica(m) um anticorpo
divulgado nesse documento é isolada ou purificada.

[00154] Em aspectos particulares, sdo providos nesse
documento polinucleotideos que compreendem sequéncias de
nucleotideos que codificam anticorpos, que se ligam
especificamente ao polipeptideo ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) e compreendem uma sequéncia de aminoacidos como
divulgada nesse documento, bem como anticorpos que competem

com esses anticorpos pela ligacdo ao polipeptideo ApoC3 (por

exemplo, ApoC3 humano) (por exemplo, de maneira dependente
da dose), ou que se liga ao mesmo epitopo que desses
anticorpos.

[00155] Em certos aspectos, sdo providos nesse documento
polinucleotideos que compreendem uma sequéncia de
nucleotideos que codifica a cadeia leve ou cadeia pesada de
um anticorpo divulgado nesse documento. Os polinucleotideos
podem compreender sequéncias de nucleotideos que codificam
os VH, VL ou CDRs dos anticorpos divulgados nessa descricdo
(ver, por exemplo, as Tabelas 1-4 nesse documento) .

[00156] Também séo providos nesse documento
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polinucleotideos que codificam um anticorpo anti-ApoC3 que
sdo otimizados, por exemplo, por otimizacdo de cdbddon/RNA,
substitui¢cdo por sequéncias de sinal  heterbdlogas e
eliminacdo de elementos de instabilidade de mRNA. Métodos
para gerar &cidos nucleicos otimizados que codificam um
anticorpo anti-ApoC3 (por exemplo, cadeia leve, cadeia
pesada, dominio VH ou dominio VL) para expressdo recombinante
através da introducdo de alteracdes de cddons ou eliminacéo
de regides inibitdérias no mRNA podem ser realizados adaptando
os métodos de otimizacgdo descritos em, por exemplo, Patentes
US N°es 5.965.726; 6.174.666; 6.291.664; 6.414.132; e
6.794.498, de acordo. Por exemplo, potenciais sitios de
splice e elementos de instabilidade (por exemplo, elementos
ricos em A/T ou A/U) no RNA podem ser mutados sem alterar os
aminoadcidos codificados pelas sequéncias de acidos nucleicos
para aumentar a estabilidade do RNA para a expressao
recombinante. As alterac¢des utilizam a degenerescéncia do
cbdigo genético, por exemplo, usando um cddon alternativo
para um aminocadcido idéntico. Em algumas modalidades, pode
ser desejavel alterar um ou mais de cdédons para codificar
uma mutac¢cdao conservadora, por exemplo, um aminoacido
semelhante com estrutura e propriedades quimicas semelhantes
ou funcionar como o aminodcido original. Tais métodos podem
aumentar a expressdo de um anti-ApoC3 em pelo menos 1 vez,
2 vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 20 vezes, 30
vezes, 40 vezes, 50 vezes, 60 vezes, 70 vezes, 80 wvezes, 90
vezes ou 100 vezes ou mais em relacdo a expressdo de um
anticorpo anti-ApoC3 codificado por polinucleotideos que ndo
foram otimizados.

[00157] Em certas modalidades, uma sequéncia de
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polinucleotideos otimizada que codifica um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado nesse documento (por exemplo, dominio VL ou
dominio  VH) pode hibridizar para um polinucleotideo
antissentido (por exemplo, complementar) de uma sequéncia de
polinucleotideos n&o otimizada que codifica um anticorpo
anti-ApoC3 divulgado nesse documento (por exemplo, dominio
VL ou dominio VH). Em modalidades especificas, uma sequéncia
de nucleotideos otimizada que codifica um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado nesse documento ou um fragmento hibridiza
sob condic¢des de alta estringéncia com o polinucleotideo
antissentido de uma sequéncia de polinucleotideos né&o
otimizada que codifica um anticorpo anti-ApoC3 divulgado
nesse documento. Em uma modalidade especifica, uma sequéncia
de nucleotideos otimizada que codifica um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado hibridiza nesse documento condig¢des de
hibridizacdo sob alta estringéncia, intermedidrias ou de
baixa estringéncia para um polinucleotideo antissentido de
uma sequéncia de nucleotideos ndo otimizada que codifica um
anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse documento. As
informacdes relativas as condigdes de hibridizacdo foram
descritas, ver, por exemplo, a Publicacdo de Pedido de
Patente US N 2005/0048549 (por exemplo, paragrafos 72-73),
que é aquil incorporada por referéncia.

[00158] Os polinucleotideos podem ser obtidos, e a
sequéncia de nucleotideos dos polinucleotideos determinados,
por qualquer método conhecido na técnica. Sequéncias de
nucleotideos que codificam anticorpos divulgados nessa
descrigdo, por exemplo, anticorpos descritos na Tabela 1, e
versdes modificadas desses anticorpos podem ser determinadas

usando métodos bem conhecidos na técnica, isto é, cbddons de
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nucleotideos conhecidos por codificar aminoacidos
especificos sdo montados de maneira a gerar um &cido nucleico
que codifica o anticorpo. Esse polinucleotideo que codifica
o0 anticorpo pode ser montado a partir de oligonucleotideos
sintetizados quimicamente (por exemplo, como descrito em
Kutmeier G et al., (1994), BioTechniques 17: 242-6), que,
brevemente, envolve a sintese de oligonucleotideos
sobrepostos contendo porg¢des da sequéncia que codifica o
anticorpo, anelando e ligando desses oligonucleotideos e, em
seguida, amplificacdo dos oligonucleotideos ligados por PCR.

[00159] Alternativamente, um polinucleotideo que
codifica um anticorpo divulgado nesse documento pode ser
gerado de acido nucleico a partir de uma fonte adequada (por
exemplo, um hibridoma) usando métodos bem conhecidos na
técnica (por exemplo, PCR e outros métodos de clonagem
molecular). Por exemplo, a amplificacdo por PCR usando
iniciadores sintéticos hibridizaveis para as extremidades 3’
e 5’ de uma sequéncia conhecida pode ser realizada usando
DNA gendmico obtido de células de hibridoma que produzem o
anticorpo de interesse. Tais métodos de amplificacdo por PCR
podem ser usados para obter acidos nucleicos compreendendo
a sequéncia que codifica a cadeia leve ou cadeia pesada de
um anticorpo. Tais métodos de amplificac&o por PCR podem ser
usados para obter acidos nucleicos compreendendo a sequéncia
que codifica a regido variavel da cadeia leve ou a regido
variadvel da cadeia pesada de wum anticorpo. Os 4acidos
nucleicos amplificados podem ser clonados em vetores para
expressdo em células hospedeiras e para clonagem adicional,
por exemplo, para gerar anticorpos quiméricos e humanizados.

[00160] Se um clone que contém um &cido nucleico que
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codifica um anticorpo especifico nédo estd disponivel, mas a
sequéncia da molécula de anticorpo é conhecida, um &cido
nucleico que codifica a imunoglobulina pode ser quimicamente
sintetizado ou obtido de uma fonte adequada (por exemplo,
uma biblioteca de c¢cDNA de anticorpo ou uma biblioteca de
cDNA gerada a partir de, ou acido nucleico, de preferéncia,
poli A+ RNA, isolado de, qualquer tecido ou células que
expressem o anticorpo, tais como, células de hibridoma
selecionadas para expressar um anticorpo divulgado nesse
documento) por amplificacdo por PCR wusando iniciadores
sintéticos hibridizédveis para as extremidades 3’ e 5’ da
sequéncia ou por clonagem usando uma sonda de
oligonucleotideos especifica para a sequéncia de genes
especifica para identificar, por exemplo, um clone de cDNA
de uma biblioteca de cDNA que codifica o anticorpo. Os acidos
nucleicos amplificados gerados por PCR podem entdo ser
clonados em vetores de clonagem replicaveis usando qualquer
método bem conhecido na técnica.

[00161] O DNA que codifica anticorpos anti-ApoC3 (por
exemplo, ApoC3 humano) divulgados nessa descricgdo pode ser
facilmente isolado e sequenciado usando procedimentos
convencionais (por exemplo, usando sondas oligonucleotidicas
que sdo capazes de se ligar especificamente a genes que
codificam as cadeias pesada e leve dos anticorpos anti-ApoC3
(por exemplo, ApoC3 humano)). As células de hibridoma podem
servir como fonte desse DNA. Uma vez isolado, o DNA pode ser
colocado em vetores de expressdo, gque sdo entdo transfectados
para células hospedeiras, tais como, células de E. coli,
células COS de simios, células de ovario de hamster chinés

(CHO) (por exemplo, células CHO do CHO GS System™ (Lonza)),
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ou células de mieloma que n&o produzem, de outra forma,
proteina de imunoglobulina, para obter a sintese de
anticorpos anti-ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) nas
células hospedeiras recombinantes.

[00162] Para gerar anticorpos inteiros, iniciadores de
PCR incluindo sequéncias de nucleotideos VH ou VL, um sitio
de restricgdo, e uma sequéncia de flanqueamento para proteger
o sitio de restricdo podem ser usados para amplificar as
sequéncias VH ou VL em clones scFv. Utilizando técnicas de
clonagem conhecidas pelos habilitados na técnica, os
dominios VH amplificados por PCR podem ser clonados em
vetores que expressam uma regido constante da cadeia pesada,
por exemplo, a regido constante gama 4 humana, e os dominios
VL amplificados por PCR podem ser clonados em vetores que
expressam uma regido constante da cadeia leve, por exemplo,
regides constantes capa ou lambda humanas. Em certas
modalidades, os vetores para expressar os dominios VH ou VL
compreendem um promotor EF-1a, um sinal de secrecgdo, um sitio
de clonagem para a regido variavel, dominios constantes, e
um marcador de selecgdo, tal como neomicina. Os dominios VH
e VL também podem ser clonados em um vetor que expressa as
regides constantes necessarias. Os vetores de conversdo da
cadeia pesada e vetores de conversédo da cadeia leve sdo entéo
cotransfectados em linhas <celulares para gerar linhas
celulares estaveis ou transitdrias que expressam anticorpos
de comprimento total, por exemplo, IgG, usando técnicas
conhecidas dos versados na técnica.

[00163] O DNA também pode ser modificado, por exemplo,
substituindo a sequéncia codificadora por dominios

constantes das cadeia pesada e leve humana no lugar das
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sequéncias de murinos, ou unindo-se <covalentemente a
sequéncia codificadora da imunoglobulina, na totalidade ou
em parte da sequéncia codificadora a um polipeptideo né&o
imunoglobulinico.

[00164] Também s&o providos polinucleotideos que
hibridizam sob condicdes de hibridizacéo de alta
estringéncia, intermediaria ou baixa estringéncia a
polinucleotideos que codificam um anticorpo divulgado nesse
documento. Em modalidades especificas, os polinucleotideos
divulgados nessa descricdo hibridizam sob condig¢des de
hibridizacdo de alta estringéncia, intermedidria ou baixa
estringéncia a polinucleotideos que codificam um dominio VH
ou dominio VL providos nesse documento.

[00165] As condic¢des de hibridizacdo foram descritas na
técnica e sdo conhecidas dos habilitados na técnica. Por
exemplo, a hibridizacdo sob condigcdes estringentes pode
envolver hibridizacdo a DNA ligado a filtro em 6x cloreto de
sédio/citrato de sdédio (SSC) a cerca de 45°C, seguido por
uma ou mais lavagem(ns) em 0,2xSSC/SDS a 0,1% a cerca de 50-
65°C; a hibridizacdo sob condicdes altamente estringentes
pode envolver hibridizacgdo a acido nucleico ligado a filtro
em 6xSSC a cerca de 45°C, seguida por uma ou mais lavagem (ns)
em 0,1xSSC/SDS a 0,2% a cerca de 68°C. A hibridizacdo sob
outras condig¢des de hibridizacdo estringentes é conhecida
daqueles habilitados na técnica e foi descrita, ver, por
exemplo, Ausubel FM et al., eds., (1989) Current Protocols
in Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates,
Inc. e John Wiley & Filhos, Inc., Nova Iorque, nas paginas
6.3.1-6.3.6 e 2.10.3.

[00166] Em certos aspectos, sdo providas nesse documento
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células (por exemplo, células hospedeiras) que expressam
anticorpos (por exemplo, recombinantemente) divulgados nessa
descricdo que se ligam especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano) e polinucleotideos e vetores de expresséao
relacionados. S&o providos nesse documento vetores (por
exemplo, vetores de expressao) compreendendo
polinucleotideos que compreendem sequéncias de nucleotideos
que codificam anticorpos anti-ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) ou um fragmento para expressdo recombinante em
células hospedeiras, de preferéncia em células de mamiferos.
Também sdo providas nesse documento células hospedeiras que
compreendem esses vetores para a expressdo recombinante de
anticorpos anti-ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) divulgados
nessa descricéao (por exemplo, anticorpo humano ou
humanizado). Em um aspecto particular, sdo providos nesse
documento métodos para a producdo de um anticorpo divulgado
nesse documento, compreendendo a expressdo desse anticorpo
a partir de uma célula hospedeira.

[00167] A expressdao recombinante de um anticorpo
divulgado nesse documento (por exemplo, um anticorpo de
comprimento completo, cadeia pesada ou leve de um anticorpo,
ou um anticorpo de cadeia Unica divulgado nesse documento)
que se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) envolve a constru¢cdo de um vector de expressao
contendo um polinucleotideo que codifica o anticorpo. Uma
vez obtido um polinucleotideo que codifica uma molécula de
anticorpo, cadeia pesada ou leve de um anticorpo (por
exemplo, regides variaveis da cadeia pesada ou leve)
divulgados nesse documento, o vetor para a producdo da

molécula de anticorpo pode ser produzido por tecnologia de
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DNA recombinante, usando técnicas bem conhecidas na técnica.
Assim, métodos para preparar uma proteina expressando um
polinucleotideo contendo um anticorpo ou fragmento de
anticorpo (por exemplo, cadeia leve ou cadeila pesada) que
codifica a sequéncia de nucleotideos sd&o divulgados nessa
descricdo. Os métodos que sdo bem conhecidos dos habilitados
na técnica podem ser usados para construir vetores de
expressdo contendo sequéncias codificantes de anticorpo ou
fragmento de anticorpo (por exemplo, cadeia leve ou cadeia
pesada) e sinais de controle transcricionais e traducionais
apropriados. Esses métodos incluem, por exemplo, técnicas de
DNA recombinante in vitro, técnicas sintéticas e
recombinacdo genética in vivo. Também sdo providos vetores
replicaveis compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que
codifica uma molécula de anticorpo divulgada nesse
documento, uma cadeia pesada ou leve de um anticorpo, uma
regido varidvel da cadeia pesada ou leve de um anticorpo, ou
uma CDR da cadeia pesada ou leve, operacionalmente ligada a
um promotor. Tais vetores podem, por exemplo, incluir a
sequéncia de nucleotideos que codifica a regido constante da
molécula de anticorpo (ver, por exemplo, as Publicacdes
Internacionais N°s WO 86/05807 e WO 89/01036; e Patente US
No. 5.122.464) e regides varidveis do anticorpo pode ser
clonado nesse vetor para expressdo de toda a cadeia pesada,
toda a cadeia leve, ou de ambas as cadeias pesada e leve.
[00168] Um vetor de expressdo pode ser transferido para
uma célula (por exemplo, célula hospedeira) por técnicas
convencionais e as células resultantes podem ser cultivadas
por técnicas convencionais para produzir um anticorpo

divulgado nesse documento. Assim, sdo providas nesse
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documento células hospedeiras contendo um polinucleotideo
que codifica um anticorpo divulgado nesse documento, ou uma
cadeia pesada ou leve, ou fragmento do mesmo, ou um anticorpo
de cadeia uUnica divulgado nesse documento, operacionalmente
ligado a um promotor para expressdo de tais sequéncias na
célula hospedeira. Em certas modalidades, para a expressdo
de anticorpos de cadeia dupla, os vetores que codificam as
cadeias pesada e leve, individualmente, podem ser
coexpressados na célula hospedeira para expressdo de toda a
molécula de imunoglobulina, como detalhado abaixo. Em certas
modalidades, uma célula hospedeira contém um vetor
compreendendo um polinucleotideo que <codifica a cadeia
pesada e a cadeia leve de um anticorpo divulgado nesse
documento. Em modalidades especificas, uma célula hospedeira
contém dois vetores diferentes, um primeiro vetor
compreendendo um polinucleotideo que codifica uma cadeia
pesada ou regido variavel da cadeia pesada de um anticorpo
divulgado nesse documento, ou um fragmento do mesmo, e um
segundo vetor compreendendo um polinucleotideo que codifica
uma cadeia leve ou uma regido variavel da cadeia leve de um
anticorpo divulgado nesse documento, ou um fragmento do
mesmo. Em outras modalidades, uma primeira célula hospedeira
compreende um primeiro vetor compreendendo um
polinucleotideo que codifica uma cadeia pesada ou regiédo
varidvel da cadeia pesada de um anticorpo divulgado nesse
documento, ou um fragmento do mesmo, e uma segunda célula
hospedeira compreende um segundo vetor compreendendo um
polinucleotideo que codifica uma cadeia leve ou uma regido
varidvel da cadeia leve de um anticorpo divulgado nesse

documento. Em modalidades especificas, uma regido variéavel
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da cadeia pesada/cadeia pesada expressada por uma primeira
célula associada a uma cadeia leve/regido variavel da cadeia
leve de uma segunda célula para formar um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado nesse documento. Em certas modalidades, ¢é
provida nesse documento uma populacdo de células hospedeiras
compreendendo essa primeira célula hospedeira e essa segunda
célula hospedeira.

[00169] Em uma modalidade especifica, ¢é provida nesse
documento uma populacdo de vetores compreendendo um primeiro
vetor compreendendo um polinucleotideo gque codifica uma
cadeia leve/regido variadvel da cadeia leve de um anticorpo
anti-ApoC3 divulgado nesse documento, e um segundo vetor
compreendendo um polinucleotideo que codifica uma cadeia
pesada/regido varidvel da cadeia pesada de um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado nesse documento.

[00170] Uma variedade de sistemas de vetor de expresséao
de hospedeiro pode ser utilizada para expressar moléculas de
anticorpo divulgadas nesse documento (ver, por exemplo,
Patente U.S. N° 5.807.715). Tais sistemas de expressdo de
hospedeiro representam veiculos pelos quais as sequéncias de
codificacédo de interesse podem ser produzidas e
subsequentemente purificadas, mas também representam células
gue podem, quando transformadas ou transfectadas com as
sequéncias de codificagcdo de nucleotideos apropriadas,
expressar uma molécula de anticorpo divulgada nesse
documento in situ. Estes incluem, mas ndo estdo limitados a,
microrganismos, tais como, bactérias (por exemplo, E. coli
e B. subtilis) transformadas com vetores de expressdao de DNA
de Dbacteriéfago recombinante, DNA de plasmideo ou DNA

cosmideo contendo sequéncias de codificacdo de anticorpos;
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levedura (por exemplo, Saccharomyces Pichia) transformada
com vetores de expressdo de levedura recombinantes contendo
sequéncias codificadoras de anticorpo; sistemas de células
de inseto infectados com vetores de expressdao de virus
recombinantes (por exemplo, baculovirus) contendo sequéncias
codificadoras de anticorpo; sistemas de células vegetais
(por exemplo, algas verdes, tal como Chlamydomonas
reinhardtii) infectados com vetores de expressdo de virus
recombinantes (por exemplo, virus do mosaico da couve-flor,
CaMV; virus do mosaico do tabaco, TMV) ou transformados com
vetores de expressdo do plasmideo recombinante (por exemplo,
plasmideo Ti) contendo sequéncias codificadoras de
anticorpo; ou sistemas de células de mamiferos (por exemplo,
células COS (por exemplo, COS1 ou COS), CHO, BHK, MDCK, HEK
293, NSO, PER.C6, VERO, CRL7030, HsS78Bst, Hela, e NIH 3T3,
HEK-293T, HepG2, SP210, R1.1, B-W, L-M, BSCl, BSC40, YB/20
e BMT10) que abrigam construcdes de expressdo recombinantes
contendo promotores derivados do genoma de células de
mamiferos (por exemplo, promotor de metalotioneina) ou de
virus de mamiferos (por exemplo, o promotor tardio de
adenovirus; promotor do virus vaccinia 7,5K). Em uma
modalidade especifica, as células para expressar anticorpos
divulgados nessa descricdo s&o células CHO, por exemplo
células CHO do CHO GS System™ (Lonza). Em uma modalidade
particular, as células para expressar anticorpos divulgados
nessa descrigdo sdo células humanas, por exemplo, linhas
celulares humanas. Em uma modalidade especifica, um vetor de
expressdo em mamifero é pOptiVEC™ ou pcDNA3.3. Em uma
modalidade particular, células Dbacterianas, tais como,

Escherichia coli, ou células eucaridéticas (por exemplo,
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células de mamiferos), especialmente para a expressdo de
toda a molécula de anticorpo recombinante, s&o usadas para
a expressdo de uma molécula de anticorpo recombinante. Por
exemplo, células de mamiferos, tais como, células de ovario
de hamster chinés (CHO), em conjunto com um vetor, tal como
o principal elemento promotor de genes intermedidrios
iniciais do citomegalovirus humano, é um sistema de expressdao
eficaz para anticorpos (Foecking MK & Hofstetter H (1986)
Gene 45: 101-5; e Cockett MI et al., (1990) Biotechnology
8(7) : 662-7) . Em certas modalidades, oS anticorpos
divulgados nessa descricdo sdo produzidos por células CHO ou
células NSO. Em uma modalidade especifica, a expressdo de
sequéncias de nucleotideos que codificam anticorpos
divulgados nessa descricdo que se ligam especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) é regulada por um promotor
constitutivo, promotor induzivel ou promotor especifico de
tecido.

[00171] Em sistemas bacterianos, varios vetores de
expressdo podem ser selecionados com vantagem, dependendo do
uso pretendido para a molécula de anticorpo sendo expressada.
Por exemplo, quando se produz uma grande quantidade desse
anticorpo, para a geracgdo de composicgdes farmacéuticas de
uma molécula de anticorpo, vetores que direcionam a expressao
de altos niveis de produtos de proteinas de fusdo gque sdao
facilmente prontamente podem ser desejaveis. Tais vetores
incluem, mas ndo estdo limitados a, o vetor de expressdo de
E. coli pUR278 (Ruether U & Mueller-Hill B (1983) EMBO J 2:
1791-1794), no qual a sequéncia codificadora de anticorpo
pode ser ligada individualmente ao vetor em gquadro com a

regido codificadora Z lac de modo que uma proteina de fuséao
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seja produzida; vectores pIN (Inouye S & Inouye M (1985) Nuc
Acids Res 13: 3101-3109; Van Heeke G & Schuster SM (1989) J
Biol Chem 24: 5503-5509); e similares. Por exemplo, 0s
vetores pGEX também podem ser usados para expressar
polipeptideos estranhos como ©proteinas de fusdo com
glutationa 5-transferase (GST). Em geral, essas proteinas de
fusdo sdo soluveis e podem ser facilmente purificadas a
partir de células lisadas por adsorcdo e ligacdo a esferas
de glutationa agarose de matriz seguidas de eluigcdo na
presenca de glutationa livre. Os vetores pGEX sdo projetados
para incluir sitios de clivagem de trombina ou fator Xa
protease, de modo que o produto génico alvo clonado possa
ser liberado da porg¢do GST.

[00172] Em um sistema de insetos, o virus da poliedrose
nuclear de Autographa californica (AcNPV), por exemplo, pode
ser usado como um vetor para expressar genes estranhos. O
virus cresce nas células de Spodoptera frugiperda. A
sequéncia codificadora de anticorpo pode ser clonada
individualmente em regides ndo essenciais (por exemplo, ©
gene da poliedrina) do virus e colocada sob controle de um
promotor de AcCNPV (por exemplo, o promotor de poliedrina).

[00173] Nas células hospedeiras de mamiferos, varios
sistemas de expressédo baseados em virus podem ser utilizados.
Nos casos em que um adenovirus é usado como um vetor de
expressao, a sequéncia codificadora de anticorpo de
interesse pode ser ligada a um complexo de controle de
transcricdo/traducdo de adenovirus, por exemplo, O promotor
tardio e a sequéncia lider tripartida. Este gene quimérico
pode entdo ser inserido no genoma do adenovirus por

recombinacdo in vitro ou in vivo. A insercdo em uma regido
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ndo essencial do genoma viral (por exemplo, regido El ou E3)
resultard em um virus recombinante que é vidvel e capaz de
expressar a molécula de anticorpo em hospedeiros infectados
(por exemplo, ver Logan J & Shenk T (1984) PNAS 81(12): 3655-
9). Sinais de iniciacdo especificos também podem ser
necessarios para a traducdo eficiente de sequéncias
codificadoras de anticorpo inseridas. Estes sinais incluem
o cbdon de iniciacdo ATG e sequéncias adjacentes. Além disso,
o cbédon de iniciacdo deve estar em fase com o quadro de
leitura da sequéncia codificadora desejada para garantir a
traducdo de toda a insercdo. Esses sinais de controle de
traducdo exdbdégenos e cddons de iniciacdo podem ter varias
origens, naturais e sintéticas. A eficédcia da expressdo pode
ser intensificada pela inclusdao de elementos
intensificadores de transcricdo apropriados, terminadores de
transcricédo, etc. (ver, por exemplo, Bitter G et al., (1987)
Methods Enzymol. 153: 516-544).

[00174] Além disso, pode ser escolhida uma cepa de célula
hospedeira que modula a expressdo das sequéncias inseridas,
ou modifica e processa o produto génico da maneira especifica
desejada. Tais modificag¢des (por exemplo, glicosilacdo) e
processamento (por exemplo, clivagem) de produtos proteicos
podem ser importantes para a funcdo da proteina. Diferentes
células hospedeiras tém mecanismos caracteristicos e
especificos para 0 processamento pds-tradugdo e a
modificacdo de proteinas e produtos génicos. Linhas
celulares ou sistemas hospedeiros apropriada(o)s podem ser
escolhida (o)s para garantir a modificacdo e o processamento
corretos da proteina estranha expressada. Para este fim,

podem ser usadas células hospedeiras eucaridticas que
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possuem o mecanismo celular para o processamento adequado da
transcricéo, glicosilacdo e fosforilacdo primarias do
produto génico. Tails células hospedeiras de mamiferos
incluem, mas ndo estdo limitadas a, células CHO, VERO, BHK,
Hela, MDCK, HEK 293, NIH 3T3, W138, BT483, Hs578T, HTB2,
BT20 e T47D, NSO (uma linha celular de mieloma de murino que
nao produz endogenamente quaisquer cadeias de
imunoglobulina), células CRL7030, COS (por exemplo, COS1 ou
C0OS), PER.C6, VERO, HsS78Bst, HEK-293T, HepG2, SP210, R1.1,
B-W, L-M, BSCl, BSC40, YB/20, BMT10 e HsS78Bst. Em certas
modalidades, os anticorpos anti-ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano) divulgados nessa descricdo sdo produzidos em células
de mamiferos, tais como células CHO.

[00175] Em uma modalidade especifica, os anticorpos
divulgados nessa descricdo tém contetdo de fucose reduzido
ou nenhum contetdo de fucose. Tais anticorpos podem ser
produzidos usando técnicas conhecidas dos habilitados na
técnica. Por exemplo, os anticorpos podem ser expressados em
células deficientes ou sem capacidade de ser expressados em
fucosilato. Em um exemplo especifico, podem ser usadas linhas
celulares com um nocaute de ambos os alelos de ol,6-
fucosiltransferase para produzir anticorpos com um contetdo
reduzido de fucose. O sistema Potelligent® (Lonza) & um
exemplo desse sistema qgque pode ser usado para produzir
anticorpos com conteudo de fucose reduzido.

[00176] Para produgdo a longo prazo e de alto rendimento
de proteinas recombinantes, células de expressdo estéavel
podem ser geradas. Por exemplo, as linhas celulares que
expressam estavelmente um anticorpo anti-ApoC3 divulgado

nesse documento podem ser manipuladas. Em modalidades
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especificas, uma célula provida nesse documento expressa
estavelmente uma cadeia leve/regido variavel da cadeia leve
e uma cadeia pesada/regido variavel da cadeia pesada que se
associa para formar um anticorpo divulgado nesse documento.

[00177] Em certos aspectos, em vez de usar vetores de
expressdo que contém origens virais de replicacdo, as células
hospedeiras podem ser transformadas com DNA controlado por
elementos de controle de expressdo apropriados (por exemplo,
promotor, intensificador, sequéncias, terminadores de
transcricdo, sitios de poliadenilacdo, etc.), e um marcador
selecionavel. Apds a introducdo do DNA/polinucleotideo
estranho, as células manipuladas podem crescer por 1-2 dias
em um meio enriquecido, e depois sdo trocadas para um meio
seletivo. O marcador seleciondvel no plasmideo recombinante
confere resisténcia a selecdo e permite que as células
integrem estavelmente o plasmideo em seus cromossomos e
crescam para formar focos que, por sua vez, podem ser
clonados e expandidos em linhas celulares. Este método pode
ser vantajosamente usado para manipular linhas celulares que
expressam um anticorpo anti-ApoC3 divulgado nesse documento.
Tais linhas celulares manipuladas podem ser particularmente
Uteis na triagem e na avaliacdo de composig¢des que interagem
direta ou indiretamente com a molécula de anticorpo.

[00178] Varios sistemas de selecdo podem ser usados,
incluindo, entre outros, o0s genes de timidina quinase (Wigler
M et al., (1977) Cell 11(1): 223-32), hipoxantinaguanina
fosforibosiltransferase (Szybalska EH & Szybalski W (1962)
PNAS 48(12): 2026-2034) e adenina fosforibosiltransferase
(Lowy I et al., (1980) Cell 22(3): 817-23) dos wvirus do

herpes simplex nas células tk, hgprt ou aprt,
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respectivamente. Além disso, a resisténcia a antimetabdlito
pode ser usada como base de selecdo para 0s seguintes genes:
dhfr, que confere resisténcia ao metotrexato (Wigler M et
al., (1980) PNAS 77(6): 3567-70; O’Hare K et al., (1981)
PNAS 78: 1527-31); gpt, que confere resisténcia a éacido
micofendélico (Mulligan RC & Berg P (1981) PNAS 78 (4): 2072-
6); neo, que confere resisténcia a aminoglicosideo G-418 (Wu
GY & Wu CH (1991) Biotherapy 3: 87-95; Tolstoshev P (1993)
Ann Rev Pharmacol Toxicol 32: 573-596; Mulligan RC (1993)
Science 260: 926-932; e Morgan RA & Anderson WF (1993) Ann
Rev Biochem 62: 191-217; Nabel GJ & Felgner PL (1993) Trends
Biotechnol 11(5): 211-5); e hygro, que confere resisténcia
a higromicina (Santerre RF et al., (1984) Gene 30(1-3): 147-
56) . Os métodos comumente conhecidos na técnica da tecnologia
de DNA recombinante podem ser aplicados rotineiramente para
selecionar o clone recombinante desejado e esses métodos sédo
descritos, por exemplo, em Ausubel FM et al., (eds.), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Filhos, NY
(1993) ; Kriegler M, Gene Transfer and Expression, A
Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990); e nos capitulos
12 e 13, Dracopoli NC et al., (eds.), Current Protocols in
Human Genetics, John Wiley & Filhos, NY (1994); Colbere-
Garapin F et al., (1981) J Mol Biol 150: 1-14, qgque sé&o
incorporados por referéncia nesse documento na sua
totalidade.

[00179] Os niveis de expressdo de uma molécula de
anticorpo podem ser aumentados pela amplificacdo do vetor
(para uma revisao, ver Bebbington CR & Hentschel CCG, O uso
de vetores baseados na amplificacdo de genes para a expressao

de genes clonados em células de mamiferos na clonagem de
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DNA, Vol. 3 (Academic Press, Nova Iorque, 1987)). Quando um
marcador no sistema vetorial gque expressa anticorpo é
amplificadvel, o aumento no nivel de inibidor presente na
cultura da célula hospedeira aumentara o numero de cbdpias do
gene marcador. Uma vez que a regido amplificada é associada
ao gene do anticorpo, a producdo do anticorpo também
aumentarad (Crouse GF et al., (1983) Mol Cell Biol 3: 257-
66) .

[00180] A célula hospedeira pode ser cotransfectada com
dois ou mais de vetores de expressdo descritos nesse
documento, o primeiro vetor que codifica um polipeptideo
derivado da cadeia pesada e o segundo vetor que codifica um
polipeptideo derivado da cadeia leve. Os dois vetores podem
conter marcadores selecionaveis 1dénticos que permitem a
expressdo igual de polipeptideos de cadeias pesada e leve.
As células hospedeiras podem ser cotransfectadas com
diferentes quantidades dos dois ou mais vetores de expressao.
Por exemplo, as células hospedeiras podem ser transfectadas
com qualgquer uma das seguintes razdes de um primeiro vetor
de expressdo e um segundo vetor de expressdo: 1:1, 1:2, 1:3,
1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:12, 1:15, 1:20, 1:25,
1:30, 1:35, 1:40, 1:45 ou 1:50.

[00181] Alternativamente, pode ser usado um Unico vetor
que codifica e é capaz de expressar polipeptideos de cadeias
pesada e leve. Em tais situacbes, a cadeia leve deve ser
colocada antes da cadeia pesada para evitar um excesso de
cadeia pesada livre de tdéxicos (Proudfoot NJ (1986) Nature
322: 562-565; e Kohler G (1980) PNAS 77: 2197-2199). As
sequéncias de codificacdo para as cadeias pesada e leve podem

compreender cDNA ou DNA genbmico. O vetor de expressdo pode
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ser monocistrdédnico ou multicistrdnico. Uma construcdo de
dcido nucleico multicistrdénico pode codificar 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 ou mais, ou na faixa de 2-5, 5-10 ou 10-20
sequéncias de genes/nucleotideos. Por exemplo, uma
construcdo de &cido nucleico bicistrdédnico pode compreender
na seguinte ordem um promotor, um primeiro gene (por exemplo,
cadeia pesada de um anticorpo divulgado nesse documento), e
um segundo gene e (por exemplo, cadeia leve de um anticorpo
divulgado nesse documento). Nesse vetor de expressdo, a
transcricdo de ambos o0s genes pode ser conduzida pelo
promotor, enquanto a traducdo do mRNA do primeiro gene pode
ser por um mecanismo de varredura dependente da capa e a
traducdo do mRNA do segundo gene pode ser por um mecanismo
independente da capa, por exemplo, por um IRES.

[00182] Uma vez que uma molécula de anticorpo divulgada
nesse documento tenha sido produzida por expressao
recombinante, ela pode ser purificada por qualquer método
conhecido na técnica para purificacdo de uma molécula de
imunoglobulina, por exemplo, por cromatografia (por exemplo,
troca ibnica, afinidade, particularmente por afinidade com
o antigeno especifico apds a proteina A, e cromatografia em
coluna de exclusdo de tamanho), centrifugacdo, solubilidade
diferencial ou por qualquer outra técnica padrdo para a
purificagcdo de proteinas. Além disso, os anticorpos
divulgados nessa descricdo podem ser fundidos com sequéncias
de polipeptideos heterdlogas divulgadas nesse documento ou
conhecidas na técnica para facilitar a purificacéo.

[00183] Em modalidades especificas, um anticorpo
divulgado nesse documento é isolado ou ©purificado.

Geralmente, um anticorpo isolado é aquele qgue esté
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substancialmente livre de outros anticorpos com
especificidades antigénicas diferentes do anticorpo isolado.
Por exemplo, em uma modalidade especifica, uma preparacgdo de
um anticorpo divulgado nesse documento é substancialmente
livre de material celular ou precursores dguimicos. A
linguagem “substancialmente livre de material celular”
inclui preparagdes de um anticorpo no qual o anticorpo é
separado dos componentes celulares das células das quais é
isolado ou produzido de forma recombinante. Assim, um
anticorpo que é substancialmente livre de material celular
inclui preparac¢des de anticorpos tendo menos de cerca de
30%, 20%, 10%, 5%, 2%, 1%, 0,5% ou 0,1% (em peso seco) de
proteina heterdéloga (também aqui referida como uma “proteina
contaminante”) ou variantes de um anticorpo, por exemplo,
diferentes formas pés-traducionais modificadas de um
anticorpo ou outras versdes diferentes de um anticorpo (por
exemplo, fragmentos de anticorpo). Quando o anticorpo ¢é
produzido de forma recombinante, geralmente também é

substancialmente livre de meio de cultura, isto &, o meio de

o°

cultura representa menos que cerca de 20%, 10%, 2%, 1%, 0,5
ou 0,1% do volume da preparagcdo de proteinas. Quando o
anticorpo ¢é produzido por sintese gquimica, geralmente &
substancialmente livre de precursores guimicos ou outros
produtos quimicos, isto é, é separado de precursores quimicos
ou outros produtos quimicos que estdo envolvidos na sintese
da proteina. Por conseguinte, essas preparacdes do anticorpo
tém menos que cerca de 30%, 20%, 10% ou 5% (em peso seco) de
precursores quimicos ou compostos diferentes do anticorpo de
interesse. Em uma modalidade especifica, os anticorpos

divulgados nessa descrigdo sdo isolados ou purificados.
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[00184] Os anticorpos que se ligam especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) podem ser produzidos por
qualquer método conhecido na técnica para a sintese de
anticorpos, por exemplo, por sintese quimica ou por técnicas
de expressdo recombinante. Os métodos divulgados nessa
descrigcdo empregam, a menos que indicado de outra forma,
técnicas convencionais em biologia molecular, microbiologia,
andlise genética, DNA recombinante, quimica orgénica,
bioguimica, PCR, sintese e modificacdo de oligonucleotideos,
modificacéo e hibridizacéo de oligonucleotideos,
hibridizacdo de 4&cidos nucleicos e campos relacionados
dentro da habilidade da técnica. Essas técnicas sdao
descritas, por exemplo, nas referéncias c¢itadas nesse
documento e sdo totalmente explicadas na literatura. Ver,
por exemplo, Maniatis T et al., (1982) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Sambrook J et al., (1989), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Sambrook J et al., (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY; Ausubel FM et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Filhos (1987 e atualizac¢des anuais);
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Filhos (1987
e atualizag¢des anuais) Gait (ed.) (1984) Oligonucleotide
Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; Eckstein (ed.)
(1991) Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach,
IRL Press; Birren B et al., (eds.) (1999) Genome Analysis:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

[00185] Em uma modalidade especifica, um anticorpo

divulgado nesse documento ¢é um anticorpo (por exemplo,
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anticorpo recombinante) preparado, expressados, criado ou
isolado por qualquer meio que envolva criacdo, por exemplo,
via sintese, engenharia genética de sequéncias de DNA. Em
certas modalidades, esse anticorpo compreende sequéncias
(por exemplo, sequéncias de DNA ou sequéncias de aminocacidos)
que ndo existem naturalmente no repertdrio de linha germinal
de anticorpos de um animal ou mamifero (por exemplo, humano)
in vivo.

[00186] Em um aspecto, ¢é provido nesse documento um
método para preparar um anticorpo que se liga especificamente
a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) compreendendo a cultura
de uma célula ou célula hospedeira divulgada nesse documento.
Em um certo aspecto, ¢é provido nesse documento um método
para preparar um anticorpo que se liga especificamente a
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) compreendendo a expressdo
(por exemplo, expressdo recombinante) do anticorpo usando
uma célula ou célula hospedeira divulgada nesse documento
(por exemplo, uma célula ou um célula hospedeira
compreendendo polinucleotideos que codificam um anticorpo
divulgado nesse documento). Em uma modalidade particular, a
célula é uma célula isolada. Em uma modalidade particular,
os polinucleotideos exdgenos foram introduzidos na célula.
Em uma modalidade particular, e método compreende
adicionalmente a etapa de purificacdo do anticorpo obtido a
partir da célula ou célula hospedeira.

[00187] Os métodos para a producdo de anticorpos
policlonais sédo conhecidos na técnica (ver, por exemplo,
Capitulo 11 em: Short Protocols in Molecular Biology, (2002)
52 Ed., Ausubel FM et al., eds., John Wiley e Filhos, Nova

Iorque) .
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[00188] Os anticorpos monoclonais podem ser preparados
usando uma ampla variedade de técnicas conhecidas na técnica,
incluindo o uso de tecnologias de hibridoma, recombinante e
de exibicdo de fagos, ou uma combinacdo das mesmas. Por
exemplo, o0s anticorpos monoclonais podem ser produzidos
usando técnicas de hibridoma, incluindo os conhecidos na
técnica, e ensinados, por exemplo, em Harlow E & Lane D,
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 ed. 1988); Hammerling GJ et al., em:
Monoclonal Antibodies e T-Cell Hybridomas 563 681 (Elsevier,
N.Y., 1981). O termo “anticorpo monoclonal”, como usado nessa
descricdo, ndo se limita a anticorpos produzidos através da
tecnologia de  hibridoma. Por exemplo, os anticorpos
monoclonais podem ser produzidos recombinantemente a partir
de células hospedeiras gque expressam exogenamente um
anticorpo divulgado nesse documento, por exemplo, cadeia
leve ou cadeia pesada desse anticorpo.

[00189] Em modalidades especificas, um  “anticorpo
monoclonal”, como usado nesse documento, ¢é um anticorpo
produzido por uma unica célula (por exemplo, hibridoma ou
célula hospedeira produzindo um anticorpo recombinante), em
que o anticorpo se liga especificamente a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), como determinado, por exemplo, por ELISA ou
outro ensaio de ligacgdo a antigeno ou de ligagdo competitiva
conhecido na técnica ou nos exemplos providos nesse
documento. EFm modalidades particulares, um anticorpo
monoclonal pode ser um anticorpo quimérico ou um anticorpo
humanizado. Em certas modalidades, um anticorpo monoclonal
¢ um anticorpo monovalente ou anticorpo multivalente (por

exemplo, bivalente) . Em modalidades particulares, um
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anticorpo monoclonal ¢é um anticorpo monoespecifico ou
multiespecifico (por exemplo, anticorpo biespecifico). Os
anticorpos monoclonais divulgados nessa descrigdo podem, por
exemplo, ser preparados pelo método de hibridoma como
descrito em Kohler G & Milstein C (1975) Nature 256: 495 ou
podem, por exemplo, ser isolados de bibliotecas de fagos
usando as técnicas como divulgadas nesse documento, por
exemplo. Outros métodos para a preparacdo de linhas celulares
clonais e de anticorpos monoclonais expressados assim séo
bem conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Capitulo 11 em:
Short Protocols in Molecular Biology, (2002) 52 Ed., Ausubel
FM et al., supra).

[00190] Os métodos para produzir e rastrear anticorpos
especificos usando a tecnologia de hibridoma s&o rotineiros
e bem conhecidos na técnica. Por exemplo, no método de
hibridoma, um camundongo ou outro animal hospedeiro
apropriado, tais como, ovelha, cabra, coelho, rato, hamster
ou macaco Macaca, é imunizado para provocar linfécitos que
produzem ou sdo capazes de produzir anticorpos que se ligam
especificamente a proteina (por exemplo, ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humana)) usada para imunizacdo. Alternativamente, os
linfécitos podem ser imunizados in vitro. Os linfdécitos séo
entdo fundidos com células de mieloma usando um agente de
fusdo adequado, tal como polietilenoglicol, para formar uma
célula de hibridoma (Goding JW (Ed), Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, pags. 59-103 (Academic Press,
1986)) . Adicionalmente, pode ser usadas uma técnica RIMMS
(maltiplos sitios de imunizacgdo repetitiva) para imunizar um
animal (Kilpatrick KE et al., (1997) Hybridoma 16:381-9,

incorporado por referéncia na sua totalidade).
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[00191] Em algumas modalidades, camundongos (ou outros
animais, tais como, ratos, macacos, burros, porcos, ovelhas,
hamster ou cdes) podem ser imunizados com um antigeno (por
exemplo, ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano)) e uma vez a
resposta imune ¢é detectada, por exemplo, anticorpos
especificos para o antigeno s&o detectados no soro do
camundongo, o bag¢o do camundongo é colhido e os esplendcitos
isolados. Os esplendécitos sdo entdo fundidos por técnicas
bem conhecidas a quaisquer células de mieloma adequadas, por
exemplo, células da linha celular SP20 disponiveis na
American Type Culture Collection (ATCC®) (Manassas, VA),
para formar hibridomas. Os hibridomas sdo selecionados e
clonados por diluicdo limitada. Em certas modalidades, os
linfonodos dos camundongos imunizados sdo colhidos e
fundidos com células de mieloma NSO.

[00192] As células de hibridoma assim preparadas séao
semeadas e cultivadas em um meio de cultura adequado qgue
contém, de preferéncia, uma ou mais de substéncias que inibem
o0 crescimento ou a sobrevivéncia das células de mieloma
parentais ndo fundidas. Por exemplo, se as células de mieloma
parentais ndao possuem a enzima hipoxantina guanina
fosforibosil transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de cultura
para os hibridomas tipicamente inclui hipoxantina,
aminopterina e timidina (meio HAT), substéncias que impedem
o0 crescimento de células deficientes de HGPRT.

[00193] Modalidades especificas empregam células de
mieloma que se fundem com eficédcia, suportam a producédo
estavel de alto nivel de anticorpo pelas células produtoras
de anticorpos selecionadas e sdo sensiveis a um meio, tal

como meio HAT. Entre essas linhas celulares de mieloma estédo



117/150

as linhas de mieloma de murino, tais como, linha celular NSO
ou aquelas derivadas de tumores de camundongos MOPC-21 e
MPC-11 disponiveis no Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, CA, EUA, e células SP-2 ou X63-Ag8.653
disponiveis na American Type Culture Collection, Rockville,
MD, EUA. Também foram descritas linhas celulares de mieloma
humano e heteromieloma de camundongo-humano para a produgdo
de anticorpos monoclonais humanos (Kozbor D (1984) J Immunol
133: 3001-5; Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, péags. 51-63 (Marcel Dekker,
Inc., Nova Iorque, 1987)).

[00194] O meio de cultura em que as células de hibridoma
estdo crescendo é submetido a ensaio quanto a producgdo de
anticorpos monoclonais direcionados contra ApoC3 (por
exemplo, ApoC3 humano). A especificidade de 1ligacgdo de
anticorpos monoclonais produzidos por células de hibridoma
é determinada por métodos conhecidos na técnica, por exemplo,
imunoprecipita¢do ou por um ensaio de ligacg¢do in vitro, tal
como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imunoabsorvente ligado
a enzima (ELISA).

[00195] Apds a identificacdo de células de hibridoma que
produzem anticorpos com a especificidade, afinidade ou
atividade desejada, os clones podem ser subclonados por
procedimentos de diluicdo limitantes e desenvolvidos por
métodos padrdo (Goding JW (Ed), Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, supra). Meios de cultura adequados
para esta finalidade incluem, por exemplo, meio D-MEM ou
RPMI 1640. Além disso, as células de hibridoma podem ser
cultivadas in vivo como tumores de ascite em um animal.

[00196] Os anticorpos monoclonais secretados pelos
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subclones sdo adequadamente separados do meio de cultura,
fluido de ascite ou soro por procedimentos convencionais de
purificagdo de imunoglobulina, tais como, por exemplo,
Proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita,
eletroforese em gel, didlise ou cromatografia por afinidade.

[00197] Os anticorpos divulgados nessa descric¢do incluem
fragmentos de anticorpo que reconhecem ApoC3 especifico (por
exemplo, ApoC3 humano) e podem ser gerados por qualquer
técnica conhecida dos habilitados na técnica. Por exemplo,
os fragmentos Fab e F(ab’)2 divulgados nesse documento podem
ser produzidos por clivagem proteolitica de moléculas de
imunoglobulina, usando enzimas, tais como, papaina (para
produzir fragmentos Fab) ou pepsina (para produzir
fragmentos F(ab’)2). Um fragmento Fab corresponde a um dos
dois bracos idénticos de uma molécula de anticorpo e contém
a cadeia leve completa pareada com os dominios VH e CH1 da
cadeia pesada. Um fragmento F(ab’), contém os dois bracos de
ligacdo a antigeno de uma molécula de anticorpo ligada por
ligagcdes dissulfeto na regido de dobradica.

[00198] Além disso, os anticorpos divulgados nessa
descricdo também podem ser gerados usando varios métodos de
exibicdo de fagos conhecidos na técnica. Nos métodos de
exibicdo de fagos, os dominios funcionais de anticorpos séao
exibidos na superficie das particulas de fagos que
transportam as sequéncias de polinucleotideos que codificam
0s mesmos. Em particular, as sequéncias de DNA que codificam
os dominios VH e VL s&o amplificadas a partir de bibliotecas
de cDNA de animais (por exemplo, bibliotecas de cDNA de
humanos ou murinos de tecidos afetados). O DNA que codifica

os dominios VH e VL é recombinado juntamente com um ligante
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scFv por PCR e clonado em um vetor de fagemideo. O vetor é
eletroporado em E. coli e o E. coli é infectado com fago
auxiliar. Os fagos usados nestes métodos sdo tipicamente
fagos filamentosos, incluindo fd e M13, e os dominios VH e
VL sdo usualmente fundidos de forma recombinante ao gene III
ou ao gene VIII do fago. O fago que expressa um dominio de
ligacdo a antigeno que se liga a um antigeno especifico pode
ser selecionado ou identificado com o antigeno, por exemplo,
usando o antigeno rotulado ou antigeno ligado a ou capturado
para uma superficie sbélida ou esfera. Exemplos de métodos de
exibicdo de fagos que podem ser usados para preparar oS
anticorpos divulgados nessa descricdo incluem aqueles
divulgados em Brinkman U et al., (1995) J Immunol Methods
182: 41-50; Ames RS et al., (1995) J Immunol Methods 184:
177-186; Kettleborough CA et al., (1994) Eur J Immunol 24:
952-958; Persic L et al., (1997) Gene 187: 9-18; Burton DR
& Barbas CF (1994) Advan Immunol 57: 191-280; Pedido PCT N°
PCT/GB91/001134; Pedido PCT N°s WO 90/02809, WO 91/10737, WO
92/01047, WO 92/18619, WO 93/1 1236, WO 95/15982, WO
95/20401, e WO 97/13844; e Patente U.S. Nos 5.698.426,
5.223.409, 5.403.484, 5.580.717, 5.427.908, 5.750.753,
5.821.047, 5.571.698, 5.427.908, 5.516.637, 5.780.225,
5.658.727, 5.733.743 e 5.969.108.

[00199] Como descrito nas referéncias acima, apds a
selecdo do fago, as regides codificadoras de anticorpos do
fago podem ser isoladas e usadas para gerar anticorpos
inteiros, incluindo anticorpos humanos ou qualquer outro
fragmento de ligacdo a antigeno desejado, e expressados em
qualquer hospedeiro desejado, incluindo células de

mamiferos, células de insetos, células vegetais, leveduras
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e bactérias, por exemplo, como descrito abaixo. Técnicas
para produzir de forma recombinante fragmentos de anticorpo,
tais como fragmentos Fab, Fab’ e F(ab’):, também podem ser
empregados usando métodos conhecidos na técnica, como o0s
divulgados na publicacdo PCT N° WO 92/22324; Mullinax RL et
al., (1992) BioTechniques 12(6): 864-9; Sawai H et al.,
(1995) Am J Reprod Immunol 34: 26-34; e Better M et al.,
(1988) Science 240: 1041-1043.

[00200] Em certas modalidades, para gerar anticorpos
inteiros, iniciadores de PCR incluindo sequéncias de
nucleotideos VH ou VL, um sitio de restrigdo, e uma sequéncia
de flanqueamento para proteger o sitio de restrigcdo podem
ser usados para amplificar as sequéncias VH ou VL de um
molde, por exemplo, clones scFv. Utilizando técnicas de
clonagem conhecidas pelos habilitados na técnica, o0s
dominios VH amplificados por PCR podem ser clonados em
vetores que expressam uma regido constante de VH, e os
dominios VL amplificados por PCR podem ser clonados em
vetores que expressam uma regido constante de VL, por
exemplo, regides constantes capa ou lambda humanas. Os
dominios VH e VL também podem ser clonados em um vetor que
expressa as regides constantes necessarias. Os vetores de
conversdo de cadeia pesada e vetores de conversdo de cadeia
leve sdo entdo cotransfectados em linhas celulares para gerar
linhas <celulares estaveis ou transitdrias que expressam
anticorpos de comprimento total, por exemplo, IgG,
utilizando técnicas conhecidas daqueles habilitados na
técnica.

[00201] Um anticorpo quimérico ¢ uma molécula na qual

diferentes porcdes do anticorpo sdo derivadas de diferentes
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moléculas de imunoglobulina. Por exemplo, um anticorpo
quimérico pode conter uma regido variavel de um anticorpo
monoclonal de camundongo ou rato fundido a uma regido
constante de um anticorpo humano. Os métodos para a produgdo
de anticorpos gquiméricos s&o conhecidos na técnica. Ver, por
exemplo, Morrison SL (1985) Science 229: 1202-7; 0i VT &
Morrison SL (1986) BioTechniques 4: 214-221; Gillies SD et
al., (1989) J Immunol Methods 125: 191-202; e Patentes U.S.
Nes 5.807.715, 4.816.567, 4.816.397 e 6.331.415.

[00202] Um anticorpo humanizado é capaz de se ligar a um
antigeno predeterminado e que compreende uma regido
estrutural tendo substancialmente a sequéncia de aminoacidos
de uma imunoglobulina humana e CDRs tendo substancialmente
a sequéncia de aminocdcidos de uma imunoglobulina ndo humana
(por exemplo, uma imunoglobulina de murino). Em modalidades
particulares, um anticorpo humanizado também compreende pelo
menos uma porc¢do de uma regido constante de imunoglobulina
(Fc), tipicamente a de uma imunoglobulina humana. O anticorpo
também pode incluir as regides CH1l, de dobradica, CH2, CH3
e CH4 da cadeia pesada. Um anticorpo humanizado pode ser
selecionado de qualqguer classe de imunoglobulinas, incluindo
IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, e qualguer isotipo, incluindo IgGai,
IgGz, IgGs e 1IgGs. Os anticorpos humanizados podem ser
produzidos usando uma variedade de técnicas conhecidas na
técnica, incluindo, mas ndo se limitando a, enxerto de CDR
(Patente Europeia N° EP 239400; Publicacdo Internacional WO
N°91/09967; e Patentes US ©Neos 5.225.539, 5.530.101, e
5.585.089), modificacédo superficial ou recomposicgao
superficial (Patentes Europeias N°¢s EP 592106 e EP 519596;

Padlan EA (1991) Mol Immunol 28 (4/5): 489-498; Studnicka GM
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et al., (1994) Prot Engineering 7 (6): 805-814 e Roguska MA
et al., (1994) PNAS 91: 969-973), embaralhamento de cadeias
(Patente US No. 5.565.332) e técnicas divulgadas em, por
exemplo, Pat. US N° 6.407.213, Pat. US N° 5.666.886,
Publicacdo Internacional WO N° 93/17105; Tan P et al., (2002)
J Immunol 169: 1119-25; Caldas C et al., (2000) Protein Eng.
13(5): 353-60; Morea V et al., (2000) Methods 20(3): 267-79;
Baca M et al., (1997) J Biol Chem 272 (16): 10678-84; Roguska
MA et al., (1996) Protein Eng 9(10): 895 904; Couto JR et
al., (1995) Cancer Res. 55 (23 Supp): 5973s-5977s; Couto JR
et al., (1995) Cancer Res 55(8): 1717-22; Sandhu JS (1994)
Gene 150(2): 409-10 E Pedersen JT et al., (1994) J Mol Biol
235(3): 959-73. Ver também a Publicacdo de Pedido US N°
2005/0042664 A1 (24 de fev. de 2005), que é incorporada por
referéncia nesse documento na sua totalidade.

[00203] Os métodos para produzir multiespecificos (por
exemplo, anticorpos biespecificos) foram descritos, ver, por
exemplo, as Patentes U.S. Nes  7.951.917; 7.183.076;
8.227.577; 5.837.242; 5.989.830; 5.869.620; 6.132.992 e
8.586.713.

[00204] Os anticorpos de dominio uUnico, por exemplo,
anticorpos que ndo possuem as cadeias leves, podem ser
produzidos por métodos bem conhecidos na técnica. Ver
Riechmann L & Muyldermans S (1999) J Immunol 231: 25-38;
Nuttall SD et al., (2000) Curr Pharm Biotechnol 1(3): 253-
263; Muyldermans S, (2001) J Biotechnol 74(4): 277-302;
Patente U.S. N° 6.005.079; e Publicacdes Internacionais N°s
WO 94/04678, WO 94/25591 e WO 01/44301.

[00205] Além disso, oS anticorpos que se ligam

especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) podem,
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por sua vez, ser utilizados para gerar anticorpos anti-
idiotipo que “imitam” um antigeno usando técnicas bem
conhecidas daqueles habilitados na técnica. (Ver, por
exemplo, Greenspan NS & Bona CA (1989) FASEB J 7(5): 437-
444; e Nissinoff A (1991) J Immunol 147 (8): 2429-2438).
[00206] Em modalidades particulares, um anticorpo
divulgado nesse documento, que se liga ao mesmo epitopo de
ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) gque um anticorpo anti-
ApoC3 divulgado nesse documento, é um anticorpo humano. Em
modalidades particulares, um anticorpo divulgado nesse
documento, que bloqueia competitivamente (por exemplo, de
maneira dependente da dose) qualgquer um dos anticorpos
divulgados nessa descricdo, da ligacdo a ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano), é um anticorpo humano. Os anticorpos humanos
podem ser produzidos usando qualquer método conhecido na
técnica. Por exemplo, camundongos transgénicos que séao
incapazes de expressar imunoglobulinas enddgenas funcionais,
mas que podem expressar genes de imunoglobulina humana, podem
ser usados. Em particular, os complexos genéticos da
imunoglobulina das cadeia pesada e leve humana podem ser
introduzidos aleatoriamente ou por recombinac¢do hombéloga nas
células tronco embrionarias de camundongo. Alternativamente,
a regido variavel humana, a regido constante e a regido de
diversidade podem ser 1introduzidas nas células tronco
embriondrias de camundongo, além dos genes das cadeias pesada
e leve humanas. Os genes da imunoglobulina das cadeia pesada
e leve de camundongo podem se tornar separadamente ou
simultaneamente ndo funcionais com a introducdo de locais de
imunoglobulina humana por recombinacéo hombéloga. Em

particular, a delecdo homozigdética da regido Ju impede a
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producao enddgena de anticorpos. As células tronco
embriondrias modificadas sdo expandidas e microinjetadas em
blastocistos para produzir camundongos quiméricos. Os
camundongos quiméricos sdo entdo criados para produzir
descendentes homozigotos que expressam anticorpos humanos.
Os camundongos transgénicos sdo imunizados da maneira normal
com um antigeno selecionado, por exemplo, todo o antigeno ou
uma porc¢do de um antigeno (por exemplo, ApoC3 (por exemplo,
ApoC3 humano)). Os anticorpos monoclonais direcionados
contra o antigeno podem ser obtidos a partir de camundongos
transgénicos imunizados usando a tecnologia convencional de
hibridoma. Os transgenes da imunoglobulina humana abrigados
pelos camundongos transgénicos se rearranjam durante a
diferenciacdo das células B, e subsequentemente sofrem troca
de classe e mutacdo somatica. Assim, usando esta técnica, é
possivel produzir anticorpos IgG, IgAa, IgM e IgE
terapeuticamente Uteis. Para uma visdo geral desta
tecnologia para a producdo de anticorpos humanos, ver Lonberg
N & Huszar D (1995) Int Rev Immunol 13:65-93. Para uma
discussdo detalhada desta tecnologia para a producgdo de
anticorpos humanos e anticorpos monoclonals humanos e
protocolos para a producdo de tais anticorpos, ver, por
exemplo, as Publicacdes Internacionais N°s WO 98/24893, WO
96/34096 e WO 96/33735; e Patentes U.S. Nos. 5.413.923,
5.625.126, 5.633.425, 5.569.825, 5.661.016, 5.545.806,
5.814.318 e 5.939.598. Exemplos de camundongos capazes de
produzir anticorpos humanos incluem o Xenomouse  (Abgenix,
Inc.; Patentes US 6.075.181 e 6.150.184), o HuAb-Mouse"
(Mederex, Inc./Gen Pharm; Patentes US 5.555.806 e 5.569,

1

825), o Trans Chromo Mouse" (Kirin) e o KM Mouse"
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(Medarex/Kirin) .

[00207] Os anticorpos humanos que se ligam
especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) podem
ser preparados por uma variedade de métodos conhecidos na
técnica, incluindo métodos de exibicdo de fagos descritos
acima, usando bibliotecas de anticorpos derivadas de
sequéncias de imunoglobulinas humanas. Ver também as
Patentes U.S. N°os 4.444.887, 4.716.111 e 5.885.793; e
Publicacdes Internacionais N°os WO 98/46645, WO 98/50433, WO
98/24893, WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735 e WO
91/10741.

[00208] Em algumas modalidades, os anticorpos humanos
podem ser produzidos usando hibridomas de humano-camundongo.
Por exemplo, linfécitos do sangue periférico humano
transformados com o virus Epstein-Barr (EBV) podem ser
fundidos com células de mieloma de camundongo para produzir
hibridomas de  humano-camundongo secretando anticorpos
monoclonais humanos, e esses hibridomas de humano-camundongo
podem ser triados para determinar aqueles qgue secretam
anticorpos monoclonais humanos que se ligam especificamente
a um antigeno alvo (por exemplo, ApoC3 (por exemplo, ApoC3
humano)). Tais métodos sdo conhecidos e sdo descritos na
técnica, ver, por exemplo, Shinmoto H et al., (2004)
Cytotechnology 46: 19-23; Naganawa Y et al., (2005) Human
Antibodies 14: 27-31.

6. Kits

[00209] Também s&do providos kits que compreendem um ou
mais de anticorpos divulgados nessa descricdo, ou composicdo
farmacéutica ou conjugados dos mesmos. Em uma modalidade

especifica, ¢é provido nesse documento um pacote ou kit
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farmacéutico compreendendo um ou mais de recipientes cheios
com um ou mais dos ingredientes das composicdes farmacéuticas
divulgadas nesse documento, como um ou mais de anticorpos
providos nesse documento. Em algumas modalidades, os kits
contém uma composicdo farmacéutica divulgada nesse documento
e qualquer agente profildtico ou terapéutico, tais como os
divulgados nessa descrigdo. Opcionalmente associado a
esse (s) recipiente(s), pode haver um aviso na forma prescrita
por uma agéncia governamental que regula a fabricagdo, uso
ou venda de produtos farmacéuticos ou bioldégicos, aviso que
reflete a aprovacdo da agéncia de fabricacdo, do uso ou da
venda para administracdo humana.

[00210] Também sdo providos kits que podem ser usados
nos métodos acima. Em uma modalidade, um kit compreende um
anticorpo divulgado nesse documento, de preferéncia um
anticorpo purificado, em um ou mais de recipientes. Em uma
modalidade especifica, os kits divulgados nessa descricgédo
contém um antigeno de ApoC3 substancialmente isolado (por
exemplo, ApoC3 humano) como controle. Em outra modalidade
especifica, os kits divulgados nessa descricdo compreendem
adicionalmente um anticorpo de controle que ndo reage com um
antigeno ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano). Em outra
modalidade especifica, os kits divulgados nessa descricgéo
contém um ou mais elementos para detectar a ligacdo de um
anticorpo a antigeno ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) (por
exemplo, o anticorpo pode ser conjugado a um substrato
detectéavel, tal como um composto fluorescente, um substrato
enzimatico, um composto radicativo ou um composto
luminescente, ou um segundo anticorpo gque reconhece o

primeiro anticorpo pode ser conjugado com um substrato
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detectédvel). Em modalidades especificas, um kit provido
nesse documento pode incluir um antigeno de ApoC3 produzido
recombinantemente ou sintetizado quimicamente (por exemplo,
ApoC3 humano). O antigeno ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano)
fornecido no kit também pode ser ligado a um suporte sdélido.
Em uma modalidade mais especifica, o meio de deteccdo do kit
descrito acima inclui um suporte sdélido ao qual estéd ligado
um antigeno ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano). Esse kit
também pode incluir um anticorpo anti-humano rotulado com
repdrter ndo ligado ou anticorpo anti-camundongo/rato. Nesta
modalidade, a ligacdo do anticorpo a antigeno ApoC3 (por
exemplo, ApoC3 humano) pode ser detectada pela ligacdo do
referido anticorpo rotulado com repdrter.

EXEMPLOS

[00211] O clone de anticorpo identificado anteriormente,
5E5, liga-se a ApoC3 com alta afinidade a pH 7,4 e afinidade
levemente reduzida a pH 5,5 (ver pedido provisdério US
62/360.084). A presente divulgacdo prové novos derivados do
clone 5E5 que exibem alta afinidade de ligacdo a ApoC3 a pH
7,4, mas afinidade muito reduzida a ApoC3 a pH 5,5 em relacao
a b5E5. Os exemplos a seguir descrevem a caracterizacdo dos
novos derivados 5E5. As sequéncias de aminoadcidos de 5E5 sé&o
apresentadas no pedido provisério U.S. 62/360.084, e as
sequéncias de aminoacidos dos novos derivados de O5E5 séo
apresentadas nas Tabelas 1-7, nesse documento.

[00212] Os exemplos nesta Secdo sdo providos para
elucidar adicionalmente as vantagens e o0s recursos do
presente pedido, mas ndo pretendem limitar o escopo do
pedido. Os exemplos sdo apenas para fins ilustrativos.

Exemplo 1l: Caracterizacdo in vitro de anticorpos scFv-Fc
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anti-ApoC3.

[00213] Este exemplo descreve experimentos baseados em
ressonédncia de plasmon de superficie (SPR) para determinar
a cinética de ligacgcdo a antigeno, em pH 7,4 e pH 5,5, de
anticorpos scFv-Fc anti-ApoC3.

[00214] Um painel de novos derivados do clone de
anticorpo 5E5 foi gerado por substituigcdo de um ou mais
aminoadcidos CDR no VH e/ou VL de b5E5 por histidina. A
cinética de ligacdo a antigeno, em pH 7,4 e pH 5,5, de cada
derivado 5E5 foi avaliada usando o método baseado em SPR
apresentado abaixo, e clones exibindo alta afinidade de
ligacdo a ApoC3 a pH 7,4, mas afinidade mais reduzida a ApoC3
a pH 5,5 em relacdo a 5E5 foram selecionados ©para
caracterizacdo adicional. A cinética de ligacdo de derivados
5E5 de exemplo 5ESVHS5 VLWT, S5ES5VHIZ VLWT e SESVHWT VL8 séao
apresentados na Tabela 14.

[00215] Os anticorpos de teste foram produzidos a partir
de células HEK293 transfectadas em 50 ml de culturas em
pequena escala e purificados por cromatografia em proteina
A usando o sistema de cromatografia pura AKTA. A gqualidade
e o0s rendimentos dos fragmentos purificados dos anticorpos
foram determinados por espectrofotometria e por SDS-PAGE.

[00216] Foi empregado um método baseado em SPR, no qual
0 ApoC3 humano biotinilado foi capturado em um chip revestido
com estreptavidina (SA), e a cinética de ligacdo dos
anticorpos de teste ao chip revestido foi medida em pH 7,4
e pH 5,5. Resumidamente, foram injetados 20 pL de ApoC3
humano biotinilado a uma concentracdo de 10 pug/ml para
atingir uma densidade superficial de aproximadamente 500 RU.

60 pl de cada anticorpo de teste foram diluidos em tampéo
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HBS-EP (GE, cat. n°® BR-1008-26; HEPES 0,010 M, NaCl 0,150M,
EDTA 3mM, tensoativo P20 a 0,05% (v/v), pH 7,4), e foi
injetado a uma concentracgdo de 1-100 nM. Os anticorpos de
teste foram passados pelas células de fluxo a uma vazdo de
30 pl/min, seguida por uma lavagem de dissociacdo de pH 7,4
ou pH 5,5 por 5 minutos. Os sensogramas resultantes foram
analisados usando o software BIAevaluation 4.1, aplicando o
modelo de ligacd&o Langmuir 1:1 para derivar a cinética de
ligacdo. Os dados foram ajustados a zero e 0s sensogramas de
células de referéncia foram subtraidos.

Tabela 14. Cinética de ligacdo de anticorpos scFv-Fc anti-

ApoC3 a pH 7,4 e pH 5,5

Taxa de Associacgao Taxa de Dissociacgéao Afinidade
Anticorpo o 1/Ms) [ka (1/Ms) [kd (1/s) [kd  (1/s) |K. (nM) [K. (aM) [K, pH 5,5/
PH 7,4 PH 5,5 PH 7,4 pPH 5,5 PH 7,4 |pH 5,5 |Kp pH 7,4
S5ESWT 8,23E+05 3,93E+05 1,75E-05 2,53E-05 0,02 0,06 3,0
S5ESVHS VLW
- 1,78E+05 1,47E+05 1,05E-04 1,60E-03 0,59 10,90 18,5
T
SE5VH12 VL
- 3,08E+05 1,29E+05 1,57E-04 2,06E-03 0,51 16,00 31,4
WT
SES5VHWT VL
8 - 3,81E+05 2,69E+05 2,21E-04 1,16E-03 0,58 4,29 7,4

[00217] Todos os anticorpos scFv-Fc testados exibiram
maior afinidade por ApoC3 a pH 7,4 do que a pH 5,5, com o
anticorpo 5E5VH12Z VLWT mostrando a ligacdo dependente de pH
mais pronunciada (ver a Tabela 14). A magnitude da ligacéo
dependente do pH correlacionou-se positivamente com a taxa
de dissociacdo sob condigdes acidas.

Exemplo 2: Caracterizagdo in vitro de anticorpos IgG: humanos
anti-ApoC3.

[00218] Com base nos resultados do Exemplo 1, o0s

anticorpos scFv-Fc de teste foram gerados como anticorpos
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IgG: humanos. Foli empregado um ensaio baseado em SPR, no qual
a proteina ApoC3 humana foi imobilizada em um chip CM5, e a
cinética de ligag¢do dos anticorpos de teste ao chip revestido
foi medida em pH 7,4 e pH 5,5. Resumidamente, uma solucdo de
50 png/ml de ApoC3 humano nativo em tampdo acetato 10 mM a pH
4,5 foil preparada e injetada até a densidade superficial
atingir aproximadamente 500 RU. 60 pl de cada anticorpo de
teste foram diluidos em tamp&do HBS-EP (GE, cat. BR-1008-26;
HEPES 0,010 M, NaCl 0,150M, EDTA 3mM, tensoativo P20 a 0,05%
(v/v), pH 7,4), e foi injetado em uma concentragcdo como
descrito na Tabela 9. Os anticorpos de teste foram passados
pelas células de fluxo a uma vazdo de 30 pl/min, seguida por
uma lavagem de dissociacdo de pH 7,4 ou pH 5,5 por 5 minutos.
Os sensogramas resultantes foram analisados usando o
software BIAevaluation 4.1, aplicando o modelo de ligacédo
Langmuir 1:1 para derivar a cinética de ligacdo. Os dados
foram ajustados a =zero e o0s sensogramas de células de
referéncia foram subtraidos.

Tabela 15. Cinética de ligac&o de anticorpos IgG: humanos

anti ApoC3 a pH 7,4 e pH 5,5

Anticorpo pPH ka (1/Ms) kd (1/s) Rmax Concentracdo | Kp (M)
(RU)
SESWT 7,4 3,50E+05 1,79E-05 475 50-0, 8nM 5,12E-11
5,5 3,40E+05 1,70E-05 519 50-0, 8nM 4,99E-11
SESVHS 7,4 1,78E+05 3,77E-05 347 50-0, 8nM 2,11E-10
VLWT 5,5 1,55E+05 2,03E-04 313 50-0, 8nM 1,31E-09
S5ES5VHI1Z2 7,4 3,93E+05 1,38E-05 420 50-0, 8nM 3,51E-11
VLWT 5,5 3,66E+05 3,74E-04 413 50-0, 8nM 1,02E-09
SESVHWT _ 7,4 7,82E+05 2,84E-05 479 25-0,8nM 3,63E-11
VL8 5,5 7,31E+05 4,06E-05 463 25-0, 8nM 5,56E-11
S5ES5VH5 VL8 7,4 1,77E+05 1,73E-04 309 50-0, 8nM 9,75E-10
5,5 2,11E+05 2,42E-03 183 50-0, 8nM 1,14E-08
SES5VH1Z 7,4 2,67E+05 1,63E-04 291 50-0, 8nM 6,09E-10
VL8 5,5 1,88E+05 1,65E-03 523 50-0, 8nM 8,79E-09
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Anticorpo PH ka (1/Ms) kd (1/s) Rmax Concentracédo | Kp (M)
(RU)

S5ES5VHS5VH12 | 7,4 6,16E+04 3,05E-04 220 50-0, 8nM 4,96E-09

VLWT 5,5 1,56E+05 3,16E-03 381 50-0, 8nM 2,02E-08

SES5VH5VH12 | 7,4 1,25E+05 2,80E-03 702 50-0, 8nM 2,24E-08

VL8 5,5 Nenhuma ligacdo detectada

[00219] Todos os anticorpos testados se ligaram a ApoC3
humano a pH 7,4 e tiveram afinidade reduzida a ApoC3 a pH
5,5 (ver a Tabela 15). 5E5VH5 VLWT, 5E5VH12 VLWT, 5E5VH5 VLS8
e O5ESVH1Z VL8 mostram dependéncia de pH particularmente
pronunciada.

Exemplo 3: Efeito de anticorpos anti-ApoC3 na captagdo de
VLDL por hepatécitos.

[00220] Neste exemplo, foi determinada a capacidade dos
anticorpos anti-ApoC3 para atenuar a captacdo de VLDL pelos
hepatécitos.

[00221] Brevemente, as células HepG2 (ATCC HB-8065)
foram cultivadas em uma superficie revestida com poli-d-
lisina em Meio Minimo Essencial completo (MEM) suplementado
com FCS a 10% por 24 horas, e em MEM completo suplementado
com 0,0125% de albumina sérica bovina (meio MEM-BSA) por
mais 24 horas. As células foram pré-incubadas com proteina
ApoC3 humana 3 pM (Athens Research and Technology) e
anticorpo de teste 3 pM no formato de IgG: por 15 minutos em
meio MEM-BSA fresco, e 30 pg/mL de VLDL rotulado com DiI
esgotado de ApoC3 (Kalen Biomedical, LLC #770130-9) foram
adicionados ao meio. Apds uma incubacdo de 4 horas, as
células foram incubadas adicionalmente com MEM completo
fresco suplementado com 1% de intralipideo por 20 minutos.
A guantidade de VLDL rotulado com DiI absorvida pelas células

foi determinada por lise das células com isopropanol em
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temperatura ambiente por 15 minutos, medindo a fluorescéncia
do rétulo DiI no lisado (ex = 520 nm; em = 580), calculando
a quantidade de VLDL rotulado com Dil wusando uma curva
padrdo, e normalizando os dados com base na qguantidade de
proteina total no lisado. Os dados foram representados
graficamente usando o GraphPad Prism 6 e sdo relatados como
média +/- SEM. A ANOVA unidirecional com multiplas
compara¢cdes foi calculada usando o GraphPad Prism 6.

[00222] Como mostrado nas Figuras 1A, 1B e 1C, os
anticorpos 5E5SWT, 5ES5VHWT VL8, 5E5VHS VLWT, 5E5VH12 VLWT e
5E5VH5 VL8 aumentaram a captacdo de VLDL pelas células HepG2.
Em particular, os anticorpos S5ESVHWT VLS, SES5VHS5 VLWT,
S5E5VH12 VLWT e 5ESVHS VL8 restauraram completamente a
captacdo de VLDL na presenca de ApoC3.

Exemplo 4: Farmacocinética e farmacodinamica de anticorpos
anti-ApoC3.

[00223] Este exemplo descreve a caracterizacdo in vivo
do anticorpo 5E5VH5 VL8 usando um modelo de camundongo tendo
depuracdo de triglicerideos prejudicada devido a expressao
transgénica de ApoC3 humano.

4.1 Geracdo de modelo de camundongo

[00224] Camundongos machos C57BL/6 do tipo selvagem, com
idade entre 60 a 63 dias, mantidos em uma dieta padrdo da
racdo, foram infectados com 3x10!! particulas virais de um
vetor AAV8 que abrigam um gene ApoC3 humano operacionalmente
ligado a um promotor de globulina de ligac&o a tiroxina (TBG)
(RegenXBio) por administracdo intraperitoneal. Doze dias
apdés a administracdo, amostras de sangue foram coletadas do
seio retro-orbital, e os niveis de ApoC3 humano nas amostras

de sangue foram medidos por ELISA usando um anticorpo anti-
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ApoC3 primdrio (ApoC3 anti-humano policlonal de coelho Abcam
#ab21032) e um anticorpo ApoC3 secundario (ApoC3 conjugado
com biotina policlonal da cabra Abcam #ab21024). Nos
camundongos infectados, o nivel sérico médio de ApoC3 humano
foi de 9,9 puM. O nivel médio de triglicerideos em circulacéo
ap6és um Jejum de quatro horas foi de 163 mg/dL nesses
camundongos, enquanto o nivel médio de triglicerideos em
circulacdo nos camundongos controle foi de 109 mg/dL
(p=0,0065) .

[00225] Os camundongos foram entdo agrupados de modo que
todos o0s grupos apresentavam niveis médios similares de ApoC3
no dia 12. Quatorze dias apds a infeccdo por AAV, amostras
de sangue foram coletadas do seio retro-orbital para
estabelecer os niveis de referéncia (T=0) de ApoC3. 25 mg/kg
de um anticorpo IgGi humano anti-ApoC3 de teste foram
administrados a cada camundongo por 1injeg¢do no espago
subcutédneo dorsal. Um anticorpo IgG: humano de lisossoma
anti-ovo de galinha (HyHEL5) foi wusado como controle de
isotipo. Amostras de sangue foram coletadas do seio retro-
orbital 0, 2, 4, 8 e 24 horas apds a administracdo dos
anticorpos em teste, e aproximadamente a cada 2 dias depois
por 30 dias. Todos os estudos em animais foram realizados de
acordo com as recomendacgdes do Guia para o Cuidado e o Uso
de Animais de Laboratdério dos Institutos Nacionais de Saude.
Todos 0s procedimentos foram aprovados pelo Comité
Institucional de Cuidado e Uso de Animais de Vascumab, LLC.
4.2 Farmacocinética de anticorpos anti-ApoC3

[00226] Os ratos gque expressam ApoC3 humano foram
gerados e tratados como descrito na Secdo 4.1. Os niveis

plasmaticos dos anticorpos IgG: humanos foram determinados
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com um ensaio ELISA. Especificamente, uma placa de 96 pocgos
(Griener # 655061) foi revestida durante a noite a 4°C com
50 pL de anticorpo IgG primario (IgG anti-humano policlonal
de cabra Fc Fitzgerald 41-XG57) diluido em PBS. A placa foi
lavada 4 vezes com 200 pL de TBS-T, e bloqueada com 200 uL
de tampdo de bloqueio consistindo em 3% de BSA (fracdo Roche
BSA V protease livre# 03 117 332 001) mais leite transltcido
(Pierce Clear Milk Blocker # 37587) em PBS durante 90 minutos
a 30°C. O tampdo de bloqueio foi removido, e 50 pL da amostra
de teste diluida em tampdo de blogqueio foram adicionados e
deixados incubar por 2 horas em temperatura ambiente com
rotacdo a 300 rpm. A placa foi lavada quatro vezes com 200
pL de TBS-T, e 50 pL de anticorpo secundéario (IgG anti-humano
de cabra Abcam Fc (biotina) policlonal #ab97223) diluidos em
tampdo de bloqueio foram adicionados e deixados incubar por
1 hora em temperatura ambiente com rotacdo a 300 rpm. A placa
foi lavada uma vez com TBS-T, e 50 plL de SA-HRP (Abcam
#64269) diluidos 100 wvezes em PBS foram adicionados e
deixados incubar por 30 min em TA com rotacdo a 300 rpm. A
placa foi entdo lavada 4 wvezes com 200 pL de TBS-T, e
desenvolvida com 80 pL de TMB. A reacgdo cromogénica foi
terminada por 50 pL de HCl1 0,5 N. A absorbéncia foi lida no
comprimento de onda de 450 nm. As quantidades de IgG humana
nos pocos de teste foram calculadas a partir de um ajuste de
4 paradmetros de wuma curva padrdo (Molecular Devices)
construida usando o anticorpo de teste purificado. Este
método detecta ApoC3 humano especificamente, e ndo reage de
forma cruzada com ApoC3 de camundongo.

[00227] Como mostrado na Figura 2A, o anticorpo 5E5 foi

rapidamente degradado em camundongos gque expressam ApoC3



135/150

humano. Isto pode ser explicado pela rapida renovagdo de
ApoC3 através da captacdo de particulas lipidicas contendo
ApoC3. O anticorpo S5E5VH5 VL8, que tem uma afinidade reduzida
para ApoC3 em pH mais baixo, pode se dissociar de ApoC3 em
organelas acidas e retornar a corrente sanguinea por meio de
reciclagem endossdémica. A meia-vida de 5E5VH5 VL8 é de cerca
de uma semana, o que é semelhante a meia-vida do anticorpo
de controle de isotipo HyHelb5 (um anticorpo que ndo se liga
a um antigeno especifico em camundongos). O nivel plasmético
de 5E5VH5 VL8 retornou a linha de base cerca de um més apds
a injecdo. A meia-vida prolongada de 5E5VH5 VL8 torna este
anticorpo um excelente candidato para aplicacdo clinica,
devido a baixa frequéncia de administracdo necessaria para
manter um nivel terapéutico do anticorpo no soro.
4.3 Farmacodindmica dos anticorpos anti-ApoC3

[00228] Os camundongos que expressam ApoC3 humano foram
gerados e tratados como descrito na Secd&o 4.1. Os niveis
plasmaticos de ApoC3 e ApoB humanos foram determinados com
um ensaio ELISA. Especificamente, uma placa de 96 pocos
(Griener # 655061) foi revestida durante a noite a 4°C com
50 pL de anticorpo primadrio ApoC3 (ApoC3 anti-humano
policlonal de coelho Abcam #ab21032) ou 50 pL de anticorpo
primdrio ApoB (ApoB anti-humano policlonal de cabra da
Meridian Life Sciences #K45253G) diluidos em PBS. A placa
foi lavada 4 vezes com 200 pL de TBS-T, e blogueada com 200
nL de tampdo de bloqueio (Pierce Clear Milk Blocker #37587
em PBS) durante 90 minutos a 30°C. O tampdo de bloqueio foi
removido, e 50 plL da amostra de teste diluida em tampdo de
blogueio foram adicionados e deixados incubar por 2 horas em

temperatura ambiente com rotacdo a 300 rpm. A placa foi
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lavada gquatro vezes com 200 uL de TBS-T, e 50 pL de anticorpo
secundidrio ApoC3 (ApoC3 conjugado com biotina policlonal de
cabra Abcam #ab21024) ou anticorpo ApoB secundario
(ApoB48/100 conjugado com biotina policlonal de cabra da
Meridian Life Sciences #34003G) diluido em tampédo de bloqueio
foram adicionados e deixados incubar por 1 hora em
temperatura ambiente com rotacdo a 300 rpm. A placa foi
lavada uma vez com TBS-T, e 50 pL de SA-HRP (Abcam # 64269)
diluido 100 vezes em PBS foram adicionados e deixados incubar
por 30 minutos em temperatura ambiente com rotacgdo a 300
rpm. A placa foi entdo lavada 4 vezes com 200 pL de TBS-T,
e desenvolvida com 80 pL de TMB (Thermo Ultra-TMB ELISA
#34028) seguido por 50 pL de HCL 0,5 N. A absorbancia foi
lida a 450 nm. A gquantidade de ApoC3 nos pocos de teste foi
calculada a partir de um ajuste de 4 parametros de uma curva
padrao (Molecular Devices) construida usando ApoC3
purificado (Athens Research and Technology). A gquantidade de
ApoB nos pogos de teste foi calculada a partir de um ajuste
de 4 paréametros de uma curva padrdo (Molecular Devices)
construida usando VLDL de camundongo isolado por
centrifugacdo (o conteudo de ApoB é considerado como 20% do
contetido total de proteina). Os dados foram calculados e
plotados como valores percentuais em relagdo aos niveis
correspondentes em camundongos tratados com o anticorpo de
controle HyHelb.

[00229] Como mostrado nas Figuras 2B e 2C, o anticorpo
5E5 reduziu inicialmente os niveis plasmadticos de ApoC3 e
ApoB humano, mas o0s niveis voltaram ao normal apds cerca de
2 dias. Por outro lado, 5E5VH5 VL8 reduziu os niveis

plasmaticos de ApoC3 e ApoB humano por cerca de um més. Essa
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longa duracgdo de eficdcia foil consistente com a meia-vida
longa de 5E5VH5 VL8 e confirmou que 5E5VH5 VL8 seria um
excelente candidato clinico.
Exemplo 5: Humanizag¢do de anticorpos anti-ApoC3

[00230] As wvariantes humanizadas de O5E5VHS5 VL8 foram
geradas de acordo com os métodos de “linhagem germinal”
descritos em WO02012123586A1. Resumidamente, segmentos de
genes da linha germinal humana com a mesma estrutura de dobra
canbdnica e a mais alta identidade de sequéncia de aminodcidos
nas regides VH e VL de 5E5SVHS5 VL8 foram identificados por
comparacdo com sequéncias de genes conhecidas da linha
germinal humana. As sequéncias germinais mais prdéximas da
cadeia pesada e da cadeia 1leve humana foram IGHV3-23*01
humana e IGKV2-28 01 humana, respectivamente. Uma biblioteca
Fab de exibicdo de fagos de wvariantes O5ES5VHS VL8 foi
construida que incorporou mutac¢des humanizantes nos residuos
de aminoacidos de 5ELVHS VL8 que diferem das sequéncias de
linha germinal IGHV3-23*01 e IGKV2-28*01 humanas, com
residuos de lhama e humanos em cada posicdo alvo sendo
igualmente representados na Dbiblioteca. Mutac¢des para
remover o0s motivos de confiabilidade de sequéncia DG, DS, NR
ou M também foram incorporadas na biblioteca. As variantes
S5E5VH5 VL8 humanizadas com as melhores caracteristicas de
ligacdo alvo (por exemplo, ligacdo de alta afinidade a ApoC3
a pH 7,4, mas afinidade muito reduzida a ApoC3 a pH 5,5)
foram identificadas apds varias rodadas de selegdes de
exibicdo de fagos acionadas por afinidade.

[00231] Vinte anticorpos anti-ApoC3 humanizados que
mantiveram uma alta afinidade, ligacdo dependente do pH foram

identificados a partir da selecdo e rastreamento iniciais
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descritos acima. As sequéncias codificadoras de VH e Vk
desses anticorpos foram clonadas em um vetor de expresséao,
e produzidas nas células ExpiCHO-S como moléculas de IgG: de
comprimento total. Os anticorpos foram entdo purificados
usando a coluna Hitrap MabSelect Sure (GE, cat. 11-0034-94)
em um sistema AKTA Pure. Os anticorpos foram eluidos usando
1,0 ml de tampédo citrato 0,1 M a pH 3,0, e as fracdes eluidas
foram coletados em tubos contendo 0,1 ml de Tris-HCl1l pH 9,0
para neutralizacdo. As fracdes contendo anticorpos foram
reunidas e dessalinizadas em 1lx solug¢do salina tamponada com
fosfato (PBS; NaCl 137 mM, KCl1 3 mM, NaHPOs 8 mM, KH2POs4 15
mM, pH 7,4) usando uma coluna de dessalinizacdo HiTrap no
sistema AKTA Pure. As concentracdes de proteina foram
determinadas medindo a absorbdncia a 280 nm e a correcdo com
coeficiente de extingdo da seguinte forma: (A280nm-A340nm) /¢
(coeficiente de extincdo em g/L). As amostras purificadas
foram examinadas por SDS-PAGE sob condig¢des redutoras e ndo
redutoras para confirmar o tamanho e a pureza corretos das
amostras.

[00232] Dois ensaios diferentes de ressondncia de
plasmon de superficie (SPR) foram realizados para avaliar os
parametros de associacdo e dissociacdo dependentes do pH dos
anticorpos anti-ApoC3 humanizados. Os métodos e resultados
dos dois ensaios sdo descritos abaixo.

5.1 Analise de SPR da ligagdo do anticorpo anti-ApoC3

humanizado a ApoC3 imobilizado

[00233] ApoC3 humano nativo biotinilado foi capturado em
um chip SPR revestido com estreptavidina (GE Healthcare,
cat. N° BR100032) a pH 7,4, de acordo com o método provido

por Biacore, por injecdo de 20 ul a 10 ug/ml de humano nativo
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biotinilado ApoC3 atingindo a densidade superficial de
aproximadamente 500 RU. 60 pL de anticorpo de teste na faixa
de 1-50 nM diluido em tampdo HBS-EP (GE, cat #BR-1008-26;
HEPES 0,010 M, NaCl 0,150M, EDTA 3 mM, tensoativo P20 a 0,05%
(v/v), pH 7,4) foram injetados e passado através das células
de fluxo a uma vazdo de 30 pl/min, seguido de uma lavagem de
dissociacdo a pH 7,4 por 5 minutos. Apds a dissociacgdo, as
superficies das células de fluxo foram regeneradas injetando
10 pL de NaOH 10 mM/NaCl 1 M e 10 pL de glicina 10 mM a pH
1,5. O ensaio foi repetido a pH 5,5 usando o mesmo protocolo
geral, em que o tampdo de diluicgdo da corrida e da amostra
foi substituido por um tampdo HBS-EP suplementado com tampédo
de citrato até concentracdo final de 10 mM e o pH ajustado
para 5,5.

[00234] Os sensogramas resultantes foram analisados
usando o software BIAevaluation 4.1 usando o modelo de
ligagdo Langmuir 1:1 para derivar a cinética de ligacgdo. Os
dados foram ajustados a zero e os diagramas sensoriais de
células de referéncia foram subtraidos. Os sensogramas foram
duplamente referenciados ao ensaio em branco sem analito. Os
pardmetros ajustados foram considerados ndo aplicaveis se os
valores fora da taxa estivessem abaixo do limite de deteccéo
de kd do equipamento: 1 x 107° 1/s.

[00235] Uma wvis&do geral dos ©parédmetros cinéticos
calculados é apresentada na Tabela 16 para os anticorpos
humanizados gerados. A Figura 3 mostra o0s sensogramas
sobrepostos para cada mAb humanizado gerado nos dois valores

de pH do ensaio, em concentracdes uniformes de 25 nM de mAb.
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[00236] Como mostrado na Figura 3, mAbl a mAb6
demonstraram taxas de dissociac¢do muito baixas em pH 7,4 e
pH 5,5. Sua afinidade aparente em pH 5,5 foi melhorada em
relacdao a 5S5ESVHS5 VL8, e a ligacao alvo dependente de pH nao
foi observada. O anticorpo mAb7 mostra uma ligacdo clara
alvo dependente do pH, com alta taxa de dissociacdo em pH
5,5. No entanto, os valores de Rmax na fase de ligacdo em
ambos os valores de pH foram maiores que o de 5E5VH5 VL8. Os
anticorpos mAb8 a mAbl2 demonstraram taxas de dissociacgdo
muito baixas em pH 7,4 e niveis mais altos de Rmax em pH 5,5
do que em pH 7,4. Sua afinidade aparente em pH 5,5 foi
melhorada em relacdao a 5E5SVHS5 VI8, e a 1ligacao alvo
dependente de pH ndo foi observada. Os anticorpos mAbl3 e
mAbl4 foram gerados enxertando as sequéncias HCDR e LCDR nas
sequéncias estruturais da linha germinal humana mais
préximas, e mostraram caracteristicas claras de ligacédo alvo
dependentes de pH. No entanto, sua afinidade com ApoC3 humano
foi reduzida em pH 7,4 em relacdo a 5E5VH5 VL8. Os anticorpos
mAbl5, mAbl7 e mAbl9 ndo continham o residuo histidina no
LCDR3 (Q90H), mas exibiam as caracteristicas de ligacgdo alvo
dependentes do pH desejadas na tela. As sequéncias de
anticorpos mAbl6, mAbl8 e mAb20 foram idénticas a mAblb,
mAbl7 e mAbl9, respectivamente, exceto que o residuo
correspondente a H90 5E5VHS5 VL8 foi histidina. Como mostrado
na Figura 3, o mAbl6, o mAbl8 e o mAb20 mostraram uma ligacdo
clara alvo dependente do pH, devido a afinidade reduzida ao
alvo em pH 5,5 e taxa de dissociagdo aumentada em pH 7,4.
5.2 Analise SPR da ligagdo de ApoC3 a anticorpos anti-ApoC3
humanizados imobilizados

[00237] Um ensaio de SPR invertido foi projetado no
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qual um anticorpo de teste foi capturado em um chip de SPR,
a proteina ApoC3 humana foi injetada, e a ligacdo de ApoC3
ao anticorpo foi medida. Especificamente, o anticorpo
especifico para IgG anti-humano de cabra Fcy (Jackson
ImmunoResearch, Cat. N° 109-005-098) foi imobilizado numa
superficie de chip CM5 (GE Healthcare, cat. N° BR100012). A
imobilizacédo foi realizada de acordo com o método providos
pela Biacore/GE usando o kit NHS/EDC (Biacore AB, Cat. n°
BR-1000-50) : apdés a ativacdo do chip, uma solucdo de 30 ug/ml
de anticorpo Fcy anti-humano em tampdo de acetato 10 mM com
pH de 5,0 foi preparado e injetado até a densidade
superficial atingir aproximadamente 10000 RU. O ciclo
analitico compreendeu as seguintes etapas:

(1) captura de anticorpo: injecdo do anticorpo em uma
concentracdo de 50 nM a pH 7,4 ou pH 5,5 diluido em tampéo
HBS-EP (GE, cat. N° BR-1008-26; HEPES 0,010 M, NaCl 0,150M,
EDTA 3mM, tensoativo P20 a 0,05% (v/v), pH 7,4) e permitindo
ser capturado pelo anticorpo anti huFcy de alta afinidade
até 800 RUs;

(2) estabilizacdo da linha de base: injecdo de 100 pl de
tampdo HBS-EP na vazdo de 30 pl/ml;

(3) ligacédo alvo: injecdo de 60 pl da proteina de ApoC3
alvo diluida em tampdo HBS-EP a concentracgdes de 400 nM, 200
nM, 100 nM e 50 nM;

(4) lavagem de dissociacdo: injecdo de tampdo HBS-EP a
uma vazdo de 30 pl/ml por 5 min para avaliacdo da fase de
dissociacéo;

(5) regeneracdo do chip injetando 20 pl de glicina 10 mM
a pH 1,5.

[00238] Os sensogramas resultantes foram analisados
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usando o software BIAevaluation 4.1 usando o modelo de
ligagdo Langmuir 1:1 para derivar a cinética de ligacgdo. Os
dados foram ajustados a zero, 0s sensogramas de células de
referéncia foram subtraidos e o ensaio em branco do analito
foi wusado para fazer referéncia dupla aos sensogramas
correspondentes as injeg¢des do analito. Os sensores de fase
de dissociacdo e associacdo foram ajustados separadamente
para as 4 curvas de concentracdo diferentes. Os sensogramas
foram excluidos do ajuste se os valores méximos de RU
atingidos estivessem abaixo do limite de detecgcdo do
equipamento (<5RU), Biacore 3000 (Biacore AB).

[00239] Uma visdo geral dos pardmetros cinéticos
calculados é apresentada na Tabela 17 para os anticorpos
humanizados gerados. A Figura 4 mostra as caracteristicas de
ligacdo para as variantes geradas. A taxa de dissociacdo de
cada anticorpo aumentou nesta configuracgdo, devido a

diferente apresentacdo da proteina alvo.
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[00240] Como mostrado na Figura 4, mAbl ao mAb6 mostraram
uma afinidade aparente melhorada a ApoC3 a pH 7,4, e foi
observada a ligag¢do alvo dependente do pH. O anticorpo mAb7
mostrou uma ligacdo clara ao alvo dependente do pH, com alta
taxa de dissociagdo em ambos os valores de pH. O valor de
Rmax a pH 5,5 na fase de associacdo foi aumentado em relacéo
a SES5VH5 VL8. Os anticorpos mAb8 a mAbl2 demonstraram menores
taxas de dissociacdo a pH 7,4 que 5ELSVHS5 VL8, niveis mais
altos de Rmax a pH 5,5 do que em pH 7,4, maiores taxas de
dissociacdo a pH 5,5 que o de 5ELSVHS5 VL8 e ligacdo alvo
dependente de pH. Os anticorpos mAbl3 e mAbl4d (gerados pelo
enxerto das sequéncias HCDR e LCDR nas sequéncias estruturais
de linhas germinais humanas mais prdéximas) mostraram perda
de ligacdo em ambos os niveis de pH e, portanto, os valores
de afinidade em pH 5,5 ndo foram calculados. Os anticorpos
mAbl6, mAbl8 e mAb20 mostraram uma ligagcdo clara alvo
dependente de pH, devido a afinidade reduzida em relacd&o ao
alvo em pH 5,5, no entanto, suas taxas de dissociacdo em pH
7,4 também foram aumentadas.

[00241] Em resumo, o0s seguintes grupos de perfis de
ligacdo foram identificados para os anticorpos humanizados
de acordo com os resultados do ensaio de SPR:

Grupo 1: mAbs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 e 12;

Grupo 2: mAbs 15, 17 e 19;

Grupo 3: mAbs 16, 18 e 20;

Grupo 4: continha o mAb 7; e

Grupo 5: mAbs 13 e 14.

[00242] Dentro de cada grupo, todas as variantes
mostraram associagcdo de SPR semelhante e perfil de

dissociacdo. Portanto, um anticorpo representativo de cada
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grupo foi selecionado para avaliar sua termotolerdncia, como
um de seus parametros de desenvolvimento, com base nos
critérios do maior percentual de homologia humana.

5.3 Caracterizagdo da termotolerédncia de anticorpos anti-
ApoC3 humanizados selecionados

[00243] A termotolerdncia de anticorpos humanizados foi
avaliada apds incubacdo em diferentes temperaturas na faixa
de 56 a 68°C por 1 h. A atividade dos anticorpos foi
determinada em um ensaio de SPR no qual 500 RU da proteina
huApoC3 nativa foram imobilizadas em um chip CM5 (GE
Healthcare, cat. N° BR100012). A imobilizacdo foil realizada
de acordo com o método provido pela Biacore usando o kit
NHS/EDC (Biacore AB): apds a ativacdo do chip, foi preparada
uma solucgdo de 60 ug/ml de ApoC3 humana em tampdo acetato 10
mM a pH 4,5 e injetado até a densidade superficial atingir
aproximadamente 500 RU.

[00244] 100 pL de anticorpo de teste a 10 nM diluido em
tampdo HBS-EP (GE, cat# BR-1008-26; HEPES 0,010 M, NaCl
0,150M, EDTA 3mM, tensocativo P20 a 0,05% (v/v), pH 7,4) foi
injetado e passado através das células de fluxo a uma vazéo
de 30 pl/min, seguido de uma lavagem de dissociagcdo com ©
tampdo HBS-EP a pH 7,4 por 10 minutos. Apds a dissociacgéo,
as superficies das células de fluxo foram regeneradas
injetando 10 pL de NaOH 10 mM/NaCl 1 M e 10 pL de glicina 10
mM a pH 1,5.

[00245] A taxa de associacdo e o valor maximo de RU
atingido na fase de ligacdo foram medidos como o pardmetro
de leitura. A taxa de associacdo (inclinacdo) foi avaliada
na fase inicial de ligacdo até 200 segundos e o valor méximo

da RU (RO) foi lido no inicio da fase de dissociacdo aos
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345s. A porcentagem de anticorpos funcionais foi calculada
com base na referéncia (amostra incubada a 4°C) definida em
100%. A temperatura de fusdo de cada anticorpo foi
determinada como o ponto de inflexdo nas curvas de atividade
versus temperatura.

[00246] Como mostrado nas Figuras 5A e 5B, e conforme
listado na Tabela 18, a maioria dos anticorpos humanizados
testados mostrou temperaturas de fusdo significativamente
melhoradas em comparacdao com o clone parental 5E5VH5 VL8. No
entanto, o) mAbl4 teve uma temperatura de fusao
significativamente menor do que 5ES5VHS VLS.

Tabela 18. Temperaturas de fusdo de anticorpos anti-ApoC3

humanizados.

Anticorpo Anti-ApoC3 | Temperatura de Fusdo, °C (EC50)
5E5VH5 VL8 62,9

mAb7 64,2

mAb9 65,9

mAbl4 57,1

mAb1l7 65,9

mAb18 61,8

[00247] A termotolerdncia do mAbl3 também foi avaliada
no ensaio anterior para determinar se a alteracdo observada
na termotolerdncia estava relacionada a sequéncia da
estrutura da linha germinal usada para o enxerto de CDR das
variantes 13 e 14. O ensaio fol realizado em uma faixa de
temperatura estendida para cobrir a temperatura de fusdo
esperada dos anticorpos humanizados e de 5E5SVH5 VLS8
(submetido a ensaio como controle). Como mostrado na Figura
5C, o mAbl3 e o mAbl4d tinham curvas de termotolerdncia
semelhantes e exibiram temperaturas de fusdo de cerca de

57°C, cerca de 6°C menores que as de 5ES5VHS5 VLS.
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[00248] A invencgdo ndo deve ser limitada em escopo pelas
modalidades especificas divulgadas nesse documento. De fato,
varias modificacgdes da invencdo além das descritas seréo
evidentes para os habilitados na técnica a partir da
descricdo anterior e das figuras anexas. Tais modificacgdes
devem estar dentro do escopo das reivindicac¢des anexas.

[00249] Todas as referéncias (por exemplo, publicacdes
ou patentes ou pedidos de patentes) citadas nesse documento
sdo incorporadas nesse documento por referéncia em sua
totalidade e para todos os fins na mesma extensdo como se
cada referéncia individual (por exemplo, publicacdo ou
pedido de patente ou patente) fosse especificamente e
indicado individualmente para ser incorporado por referéncia
em sua totalidade para todos os fins.

[00250] Outras modalidades estédo dentro das

reivindicac¢cdes a seguir.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo isolado, caracterizado pelo fato de que se

liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variavel da cadeia pesada compreendendo as regides
determinantes da complementaridade CDRH1, CDRH2 e CDRH3 e
uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo as regides
determinantes da complementaridade CDRL1, CDRL2 e CDRL3, em
que:

(a) CDRH1 compreende a sequéncia de aminoacidos de TYSMR
(SEQ ID NO: 3);

(b) CDRH2 compreende a sequéncia de aminocédcidos de
STHTX:1X2GGTAYRDSVKG, em que X1 € G, E ou D, e X2 € G ou A (SEQ
ID NO: 87);

(c) CDRH3 compreende a sequéncia de aminodcidos de AGYSD
(SEQ ID NO: 10);

(d) CDRL1 compreende a sequéncia de aminocacidos de
KTSQGLVHSXGKTYFY, em que X é D ou G (SEQ ID NO: 88);

(e) CDRL2 compreende a sequéncia de aminocacidos de
QVSNRAS (SEQ ID NO: 7); e

(f) CDRL3 compreende a sequéncia de aminocdcidos de
AXGTYYPHT, em que X é Q ou H (SEQ ID NO: 8), e

em que CDRH1, CDRH2 e CDRH3 do anticorpo nao sao SEQ ID
NOs: 3, 9, 10; 3, 11, 10; 3, 9, 12; ou 3, 11, 12,
respectivamente.

2. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que CDRH2 compreende a sequéncia

de aminodcidos de SIHTGGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 30),
SIHTEAGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 37), SIHTDAGGTAYRDSVKG (SEQ ID
NO: 38) ou SIHTEGGGTAYRDSVKG (SEQ ID NO: 39).

3. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacdo 1 ou
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2, caracterizado pelo fato de qgue CDRL1 compreende a

sequéncia de aminoacidos de KTSQGLVHSDGKTYFY (SEQ ID NO: 6)
ou KTSQGLVHSGGKTYFY (SEQ ID NO: 40).
4. Anticorpo 1isolado, de acordo com gqualquer uma das

reivindicag¢des 1 a 3, caracterizado pelo fato de que CDRL3

compreende a sequéncia de aminodcidos de AHGTYYPHT (SEQ ID
NO: 14) ou AQGTYYPHT (SEQ ID NO: 13).
5. Anticorpo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 1 a 4, caracterizado pelo fato de que CDRHI,

CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 e CDRL3 compreendem as sequéncias
de aminoadcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 3, 36, 10, 6, 7,
e 14; 3, 37, 10, 40, 7 e 14; 3, 38, 10, 40, 7 e 14; 3, 38,
10, 6, 7 e 14; 3, 39, 10, 6, 7 e 14; ou 3, 37, 10, 40, 7 e
13, respectivamente.

6. Anticorpo isolado, caracterizado pelo fato de que se

liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variadvel da cadeia pesada compreendendo uma sequéncia
de aminoédcidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID
NOs: 42-53.

7. Anticorpo isolado, caracterizado pelo fato de que se

liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variavel da cadeia leve compreendendo uma sequéncia
de aminodcidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID
NOs: 54-65.

8. Anticorpo isolado, caracterizado pelo fato de que se

liga especificamente a ApoC3, o anticorpo compreendendo uma
regido variavel da cadeia pesada e uma regido variavel da
cadeia leve, em que a regido variavel da cadeia pesada e a
regido variavel da cadeia leve, respectivamente, compreendem

as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NOs: 42
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e 54, 43 e 55, 44 e 56, 45 e 57, 46 e 58, 46 e 54, 47 e 58,
47 e 54, 48 e 58, 48 e 54, 49 e 59, 49 e 60, 50 e 59, 50 e
60, 51 e 61, 52 e 62, 53 e 62, 43 e 63, 44 e 64 ou 45 e 65.

9. Anticorpo isolado, de acordo com qgqualgquer uma das

reivindicac¢cdes precedentes, caracterizado pelo fato de que

o anticorpo é um anticorpo humanizado.
10. Anticorpo isolado, de acordo com gqualquer uma das

reivindicac¢des precedentes, caracterizado pelo fato de que

0 anticorpo compreende adicionalmente uma regido constante
humana.
11. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacdo 10,

caracterizado pelo fato de que a regido constante é uma

variante de uma regido constante da cadeia pesada de
imunoglobulina humana do tipo selvagem, e em que a regido
constante da cadeia pesada da imunoglobulina humana variante
tem uma afinidade aumentada para o receptor Fc neonatal
humano (FcRn) em pH 6 em relacdo a afinidade da regido
constante da cadeia pesada de imunoglobulina humana do tipo
selvagem para FcRn humano a pH 6.

12. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacgdo 10

ou 11, caracterizado pelo fato de que a regido constante é

uma regido constante da cadeia pesada de uma IgG humana.
13. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacdo 12,

caracterizado pelo fato de que a regido constante é uma

regido constante da cadeia pesada de uma IgGi, IgGz ou IgGs
humana.
14. Anticorpo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 10 a 13, caracterizado pelo fato de que a

regido constante compreende os aminoadcidos K, F e Y nas

posicdes da EU 433, 434 e 436, respectivamente.
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15. Anticorpo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢bes 10 a 13, caracterizado pelo fato de que a

regido constante compreende os aminodcidos Y, T e E nas
posicdes da EU 252, 254 e 256, respectivamente.
16. Anticorpo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 10 a 13, caracterizado pelo fato de que a

regido constante compreende o0s aminoacidos L e S nas posicdes
da EU 428 e 434, respectivamente.
17. Anticorpo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 10 a 13, caracterizado pelo fato de que a

regido constante compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 22-24, 76-
78 e 81-86.

18. Anticorpo isolado, de acordo com qualgquer uma das

reivindicacgdes precedentes, caracterizado pelo fato de que

compreende uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo gque consiste nas SEQ ID
NOs: 66-73.

19. Anticorpo isolado, de acordo com gualgquer uma das

reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que

compreende uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 74.
20. Anticorpo isolado, de acordo com qgqualguer uma das

reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que

compreende uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a
cadeia pesada e a cadeia leve, respectivamente, compreendem
as sequéncias de aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 66
e 74, 67 e 74, 68 e 74, 69 e 74, 70 e 74, 71 e 74, 72 e 74,
ou 73 e 74, respectivamente.

21. Anticorpo isolado, de acordo com gqualgquer uma das
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reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que

o ApoC3 é ApoC3 humano.

22. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de

qgue compreende o anticorpo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes precedentes e um carreador farmaceuticamente
aceitéavel.

23. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que

codifica a regido variavel da cadeia pesada e/ou a regiao
varidvel da cadeia leve do anticorpo, como definido em
qualquer uma das reivindicacdes 1-21.

24. Vetor de expressédo, caracterizado pelo fato de que

compreende o polinucleotideo como definido na reivindicacgéo
23.

25. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que

compreende o polinucleotideo como definido na reivindicagéo
23 ou o vetor de expressdo como definido na reivindicacéo
24 .

26. Método para produzir um anticorpo que se liga a

ApoC3, o método caracterizado pelo fato de que compreende a

cultura da célula hospedeira como definida na reivindicacédo
25 sob condicdes que permitem a expressdo do anticorpo.
27. Método para inibir a atividade de ApoC3 em um

individuo, o método caracterizado pelo fato de que compreende

administrar ao individuo uma quantidade eficaz do anticorpo
ou da composigdo farmacéutica como definido(a) em qualgquer
uma das reivindicacbes 1-22.

28. Método para reduzir os nivelis de triglicerideos no

sangue de um individuo, o método caracterizado pelo fato de

que compreende de administrar ao individuo uma quantidade

eficaz do anticorpo ou da composicdo farmacéutica como
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definido(a) em qualquer uma das reivindicacdes 1-22.
29. Método para inibir lipemia pdbs-prandial em um

individuo, o método caracterizado pelo fato de que compreende

a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz do
anticorpo ou da composigdo farmacéutica como definido(a) em
qualgquer uma das reivindicacbes 1-22.

30. Método para tratamento de hipertrigliceridemia em um

individuo, o método caracterizado pelo fato de que compreende

a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz do
anticorpo ou da composicdo farmacéutica como definido(a) em
qualquer uma das reivindicagdes 1-22.

31. Método para tratamento de quilomicronemia em um

individuo, o método caracterizado pelo fato de que compreende

a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz do
anticorpo ou da composigdo farmacéutica como definido(a) em
qualgquer uma das reivindicacdes 1-22.

32. Método para reduzir o risco de doenca cardiovascular
em  um individuo com hipertrigliceridemia, e} método

caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao

individuo uma quantidade eficaz do anticorpo ou da composicgdo
farmacéutica como definido (a) em qualquer uma das
reivindicacgdes 1-22.

33. Método, de acordo com a reivindicacéao 32,

caracterizado pelo fato de que compreende a doenca

cardiovascular é infarto do miocéardio.
34. Método, de acordo com a reivindicacéo 32,

caracterizado pelo fato de que a doenca cardiovascular é

angina.
35. Método, de acordo com a reivindicacéo 32,

caracterizado pelo fato de que a doenca cardiovascular é
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acidente wvascular cerebral.
36. Método, de acordo com a reivindicacéao 32,

caracterizado pelo fato de que a doenca cardiovascular é

aterosclerose.
37. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

27 a 36, caracterizado pelo fato de que o anticorpo reduz os

niveis de quilomicrons ou remanescentes de quilomicrons no
sangue do individuo.
38. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

27 a 36, caracterizado pelo fato de que o individuo esté

recebendo um agente redutor de lipidios adicional.
39. Método, de acordo com a reivindicacao 38,

caracterizado pelo fato de que o agente redutor de lipidios

adicional é um inibidor de HMG-CoA redutase.
40. Método, de acordo com a reivindicacéo 39,

caracterizado pelo fato de que o inibidor de HMG-CoA redutase

é atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pitavastatina,
pravastatina, rosuvastatina ou sinvastatina.
41. Método, de acordo com a reivindicacéao 38,

caracterizado pelo fato de que o agente redutor de lipidios

adicional é um inibidor de PCSK9.
42 . Método, de acordo com a reivindicacéao 41,

caracterizado pelo fato de que o inibidor de PCSK9 &

alirocumabe, evolocumabe ou bococizumabe.
43. Método, de acordo com a reivindicacéao 38,

caracterizado pelo fato de que o agente redutor de lipidios

adicional é ezetimiba.
44 Método, de acordo com a reivindicacéo 38,

caracterizado pelo fato de que o agente redutor de lipidios

adicional é uma combinacdo de ezetimiba e um inibidor de
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HMG-CoA redutase.
45, Método, de acordo com a reivindicacéo 38,

caracterizado pelo fato de que o agente redutor de lipidios

adicional é uma combinacdo de ezetimiba, um inibidor de HMG-

CoA redutase e um inibidor de PCSKO9.
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RESUMO
ANTICORPOS ANTI-APOC3 E METODOS DE USO DOS MESMOS
A presente divulgacdo prové anticorpos que se ligam
especificamente a ApoC3 (por exemplo, ApoC3 humano) e
antagonizam a funcdo de ApoC3. Também s&o providas
composic¢cdes farmacéuticas compreendendo esses anticorpos,
dcidos nucleicos que codificam esses anticorpos, vetores de
expressdo e células hospedeiras para a preparacdo desses
anticorpos, e métodos de tratamento de um individuo usando

esses anticorpos.
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